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Flagelinas Roseburia y modulacion inmune
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a flagelinas Roseburia, y/o secuencias de polinucledtidos que codifican
dichas flagelinas Roseburia, y/o vectores que comprenden dichas secuencias de polinucledtidos, y/o células
anfitrionas, incluyendo bacterias, que comprenden dichos vectores, las células y/o huésped, incluyendo bacterias,
que comprenden dichas secuencias de polinucleétidos, para diversos usos terapéuticos y nutricionales.

ANTECEDENTES

[0002] Se cree que El intestino humano es estéril en el dtero, pero se expone a una gran variedad de microbios
maternos y ambientales inmediatamente después del nacimiento. Posteriormente, se produce un periodo dinamico
de colonizacién y sucesion microbiana que esta influenciado por factores tales como el modo de administracion, el
medio ambiente, la dieta y el genotipo del huésped, todo lo cual afecta la composicién de la microbiota intestinal,
particularmente durante los primeros afios de vida. Posteriormente, la microbiota se estabiliza y se vuelve adulta
(Spor, Koren & Ley 2011). La microbiota intestinal humana contiene mas de 500-1000 filotipos diferentes que
pertenecen esencialmente a dos divisiones bacterianas principales, los Bacteroidetes y los Firmicutes (Eckburg et
al., 2005). Las exitosas relaciones simbidticas que surgen de la colonizacién bacteriana del intestino humano han
producido una amplia variedad de funciones metabdlicas, estructurales, protectoras y ofras beneficiosas. Las
actividades metabolicas mejoradas del intestino colonizado aseguran que los componentes dietarios no digeribles se
degraden con la liberacidon de subproductos que proporcionan una importante fuente de nutrientes para el huésped.
De forma similar, la importancia inmunolégica de la microbiota intestinal es bien conocida y se ejemplifica en
animales libres de gérmenes que tienen un sistema inmunitario deteriorado que se reconstituye funcionalmente
después de la introduccién de bacterias comensales (Macpherson y otros 2001, Macpherson, Martinic & Harris 2002,
Mazmanian et al. 2005).

[0003] En fuerte contraste con la produccion de IgA secretora intestinal, que esta influenciada por la colonizacion
microbiana per se (Chung, Kasper 2010, Macpherson 2006), el desarrollo de células T y la diferenciacion parecen
requerir la colonizacion por microorganismos comensales especificos. Las especies de Clostridium, y en particular
las bacterias filamentosas segmentadas formadoras de esporas (SFB), parecen ser un potente estimulo para la
diferenciacion y maduracion de Th1, Th17 y Tregs intestinal y colénico (Gaboriau-Routhiau et al., 2009, Ilvanov et al.
2009). Estudios recientes han demostrado ahora que otras bacterias intestinales, incluidas las de grupos de
Clostridium IV y XIVa y la Altered Schaedler Flora (ASF), pueden inducir la generacion de novo de células T
reguladoras mientras que la mono-colonizacién con Bacteroides fragilis puede corregir el desequilibrio Th1/Th2 en
ratones libres de gérmenes promoviendo la expansion de Tregs (Mazmanian et al., 2005; Geuking et al., 2011,
Atarashi et al, 2011). Estos datos infieren importantes efectos inmunitarios reguladores de otras bacterias
intestinales residentes. Claramente, los efectos de las bacterias comensales en las vias de diferenciacion de las
células T son variables y, como se postulé anteriormente, pueden estar influenciados por la serie de ligandos TLR
encontrados asociados con bacterias especificas (Nutsch, Hsieh 2012). Por ejemplo, el mecanismo por el cual SFB
influye en las respuestas de las células T es actualmente desconocido, pero estudios genémicos recientes que
confirman la presencia de genes de flagelina sugieren que las respuestas innatas mediadas a través de
interacciones Tir5-flagelina pueden ser importantes (Prakash et al., 2011, Sczesnak et al. 2011). Ademas, los
efectos potenciadores de Treg de B. fragilis se han relacionado con el PSA y la mediacidon por los eventos de
sefializacion de TLR2 (Round et al., 2011).

[0004] Los cambios dramaticos en la composicion de la microbiota se han documentado en los trastornos
gastrointestinales tales como enfermedad inflamatoria del intestino (Ell). Por ejemplo, los niveles de bacterias de
grupo de Clostridium XIVa se reducen en pacientes con Ell mientras que los nimeros de E. coli aumentan, lo que
sugiere un cambio en el equilibrio de simbiontes y patobiontes en el intestino (Frank et al. 2007, Scanlan et al. 2006,
Kang et al. 2010, Machiels K. et al. 2013). Curiosamente, esta disbiosis microbiana también se asocia con
desequilibrios en las poblaciones de células efectoras T.

[0005] Roseburia pertenece al grupo filogenético XIVa del Firmicutes phylum. Actualmente, dentro del género
Roseburia, se han identificado y caracterizado cinco especies: Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Roseburia
hominis, Roseburia intestinalis, Roseburia inulinivorans (Stanton y Savage 1983, Duncan ef al 2006). Las bacterias
son anaerobios comensales flagelados y también son grandes productores de butirato (Duncan et al., 2006). Aunque
los nimeros precisos de estas bacterias que colonizan el intestino humano no se han estimado con precision,
Roseburia spp. son dominantes en el intestino humano sano y estan subrepresentados en pacientes con Ell
(Machiels K. et al., 2013).

[0006] Se dan a conocer las funciones de los genes bacterianos, en particular flagelina, que participan en la

colonizacién y la adaptacion al intestino murino, asi como los genes inmunes del huésped en respuesta a la
colonizacién por bacterias Roseburia. Los inventores muestran que las estructuras de flagelina especificas de
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Roseburia tales como R. hominis y R. intestinalis inducen respuestas de sefializacion distintas tanto en las células
epiteliales como en las células dendriticas en relacion con ofras bacterias entéricas flageladas. Se demuestra la
importancia de las interacciones de TIr5-Roseburia, como TIr5-R.hominis, en la direccién de la respuesta adaptativa
del huésped, en particular las respuestas Treg. La secuencia completa del genoma y la anotacién para R. hominis
descritas en este documento se muestran en GenBank con el nimero de acceso CP003040 (version 1). Para R.
intestinalis (nimero de acceso de GenBank para la 16S ARNr cepa de gen L1-82: AJ312385) descrito en este
documento se muestra la secuencia del genoma de referencia en GenBank bajo numero de acceso ABYJ02000000
(version 2) y consta de las secuencias ABYJ02000001-ABYJ02000409.

DECLARACIONES DE LA INVENCION

[0007] Sorprendentemente, los presentes inventores encontraron que proteinas de flagelina Roseburia son
importantes en la modulacion de la respuesta inmune.

[0008] Ademas, los presentes inventores sorprendentemente encontraron que las proteinas de flagelina que se
derivan o son derivables de Roseburia hominis o Roseburia intestinalis son importantes en la modulacion de la
respuesta inmune. La presente invencion se define en las reivindicaciones.

[0009] La presente invencion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho
polinucleétido flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o una célula
huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
para usar en la modulacién de la inflamacién de un tejido o un érgano (tal como el intestino) en un sujeto.

[0010] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion
de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o
una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), para uso en la modulacion de la produccion de células T (por ejemplo, células T reguladoras tales como
células T reguladoras capaces de expresar TIr5) en un sujeto.

[0011] La presente invencion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho
polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula
huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
para uso en el restablecimiento de la tolerancia inmunoldgica.

[0012] En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido flagelina Roseburia, y/lo un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para uso en la regulacion del sistema inmune de un sujeto.

[0013] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion
de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o
una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), para uso en el tratamiento de un trastorno en un sujeto, en el que dicho trastorno es un trastorno
inflamatorio y/o desorden autoinmune.

[0014] La presente invencion, en otro aspecto, se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para uso en la modulacién de células dendriticas (tales como células dendriticas
de médula 6sea) y/o células epiteliales en un tejido o un érgano de un sujeto.

[0015] La presente invencion, en un aspecto adicional, se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas de Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para uso en la regulacion de la producciéon de IL-10 y/o TGFB en una célula o
células de un sujeto.

[0016] En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificaciéon de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o que comprende un vector de dicha secuencia de
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polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para uso en la regulaciéon de la produccion de marcadores de superficie celular
implicados en respuestas inmunes y reconocimiento de antigenos tales como CD40, I-A/I-E, CD317/BST-2, CD103,
CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H y/o la especie equivalente en una célula o células de un sujeto.

[0017] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion
de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o
una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), para uso en la regulacion (p. ej. regulacion negativa) de la expresion de uno o mas genes de IFN Tipo |
(tales como, pero sin limitarse a, uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en IFN-B1, IFN-B3, /fi202b,
1fi203, IF144, IFTI, MXI, OASI, OAS2, OAS3, OASL, Irf3 e Irf4) en una célula o células de un sujeto.

[0018] La presente invencion, en un aspecto adicional, se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para su uso en la regulacion (por ejemplo, regulacion negativa) de la expresion de
uno o mas genes proinflamatorios (tales como uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en, pero no
se limita a, 1t1-B, IL4, IL5, IL6, IL8, IL12, IL13, IL17, IL21, IL22, IL23, IL27, IFN y, CCL2, CCL3, CCL5, CCL20,
CXCL5, CXCL10, CXCL12, CXCL13, y TNF-a) en una célula o células de un sujeto.

[0019] La presente invencion, en otro aspecto, se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para uso en la mejora de la microbiota intestinal en un sujeto.

[0020] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion
de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o
una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), para uso en la regulacion del apetito en un sujeto.

[0021] En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para uso en la regulacion (por ejemplo, regulacion negativa) de la expresion del
gen que codifica colecistoquinina (Cck) y/o la expresion del gen que codifica el glucagén (Gcg) en una célula o
células de un sujeto.

[0022] La presente invencion, en un aspecto adicional, se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para uso en la mejora de la salud del canal alimentario en un sujeto.

[0023] La presente invencion, en otro aspecto, se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector
que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o una célula’huesped que comprende dicho vector, y/o una
célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y un excipiente, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

[0024] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un suplemento nutricional que comprende una flagelina
Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector que
comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula
huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y un excipiente, vehiculo o diluyente
nutricionalmente aceptable.

[0025] En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un alimento, producto alimenticio, suplemento

dietético, o aditivo alimentario que comprende una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho
polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o que comprende un vector de dicha secuencia de polinucleétido, y/o una
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célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis).

[0026] La presente invencion, en un aspecto adicional, se refiere a un proceso para producir una composicion
farmacéutica de acuerdo con la presente invencion, comprendiendo dicho proceso mezclar una flagelina Roseburia,
y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o
la especie bacteriana Roseburia intestinalis), con un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable;
opcionalmente, dicha flagelina de Roseburia, y/o dicha secuencia de polinucleétidos, y/o dicho vector, y/o dicha
célula huesped que comprende dicho vector, y/o dicha célula huesped que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o dicha Roseburia (tal como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), esta encapsulada.

[0027] En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un procedimiento para producir un suplemento
alimenticio de acuerdo con la presente invencion, comprendiendo dicho procedimiento mezclar una flagelina
Roseburia, ylo una secuencia de codificacion de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector
comprendiendo dicha secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una
célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), con una nutricion excipiente, vehiculo o diluyente
aceptable; opcionalmente, dicha flagelina de Roseburia, y/o dicha secuencia de polinucledtidos, y/o dicho vector, y/o
dicha célula huesped que comprende dicho vector, y/o dicha célula huesped que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o dicha Roseburia (tal como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), esta encapsulada.

[0028] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la modulacion de la inflamacién de un tejido o un 6rgano
(tal como el intestino) en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una flagelina Roseburia, o una secuencia
de polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), y en donde se modula la inflamacién del tejido u érgano (tal como el intestino) en
el sujeto.

[0029] La presente invencion, en otro aspecto, se refiere a la modulacion de la produccion de células T (por ejemplo,
células T reguladoras, tales como células T reguladoras capaces de expresar TIr5) en un sujeto, que comprende
administrar una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina de Roseburia,
y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huesped que comprende dicho
vector, y/o una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos y/o Roseburia (tal como la
especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y en donde se modula la
produccion de células T (por ejemplo, células T reguladoras tales como células T reguladoras capaces de expresar
Tir5) en el sujeto.

[0030] La presente invencién, en un aspecto adicional, se refiere a la regulacion del sistema inmune de un sujeto,
que comprende administrar una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de
flagelina Roseburia, y/o que comprende un vector de dicha secuencia de polinucleétido, y/o una célula huesped que
comprende dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia
(tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y en donde esta
regulado el sistema inmune del sujeto.

[0031] En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a flagelina Roseburia para uso en un método de
tratamiento de un trastorno en un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion de una flagelina Roseburia,
y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o
la especie bacteriana Roseburia intestinalis), en donde dicho trastorno es un trastorno inflamatorio y/o un trastorno
autoinmune.

[0032] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la modulaciéon de las células dendriticas (tales como las
células dendriticas de la médula 6sea) y/o células epiteliales en un sujeto, que comprende administrar una flagelina
Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula
huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y en donde las células dendriticas (tales como las
células dendriticas de la médula ésea) y/o estan moduladas las células epiteliales en el sujeto.
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[0033] En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere la regulacion de la produccion de IL-10 y/o TGFB en
una célula o células de un sujeto, que comprende administrar una flagelina Roseburia y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha
secuencia de polinucleotidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para el sujeto, y en donde esta regulada la produccion de IL-10 y/o TGFB en una
célula o células del sujeto.

[0034] La presente invencion, en otro aspecto, se refiere a la regulacion de la produccion de marcadores de
superficie celular que participan en la respuesta inmune y el reconocimiento de antigenos, tales como CD40, I-A/I-E,
CD317/BST-2, CD103, CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H y/o la especie equivalente en una célula o células de un
sujeto, que comprende administrar una flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica
dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o célula huésped
que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o
Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y en
donde esta regulada la produccion de marcadores de superficie celular implicada en respuestas inmunes y
reconocimiento de antigenos tales como CD40, I-A/I-E, CD317/BST-2, CD103, CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H y/o
la especie equivalente en una célula o células del sujeto.

[0035] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la regulacion (por ejemplo, regulaciéon por disminucion) la
expresion de uno de mas genes IFN de tipo | (tales como uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en
pero no esta limitado a IFN-B1, IFN-B3, /fi202b, Ifi203, IFI44, IFTI, MXl, OASI, O AS2, OAS3, OASL, Irf3 e Irf4) en
una célula o células de un sujeto, que comprende administrar una flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis o la especie bacteria
Roseburia intestinalis), en donde esta regulada la expresion de uno o mas genes de IFN Tipo | (tales como uno o
mas genes seleccionados del grupo que consiste en pero no se limita a IFN-B1, IFN-B3, /fi202b, Ifi203, IFI44, IFTI,
MXI, OASI, OAS2, OAS3, OASL, Irf3 e Irf4) en una célula o células del sujeto.

[0036] En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a la regulacion (por ejemplo, regulacion por
disminucion) de la expresion de uno o mas genes pro-inflamatorios (tales como uno o mas genes seleccionados del
grupo que consiste de, pero no esta limitado a IL1- B, IL4, IL5, IL6, IL8, IL12, IL13, IL17, IL21, IL22, IL23, IL27, IFNy,
CCL2, CCL3, CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL10, CXCL12, CXCL13 y TNF-a en una célula o células de un sujeto, que
comprende administrar una flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina
de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huesped que
comprende dicho vector y/o una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia
(tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), en donde esta
regulada la expresion de uno o mas genes proinflamatorios (tal como uno o mas genes seleccionados del grupo que
consiste en, pero no esta limitado) a IL1-(3, IL4, IL5, IL6, IL8, IL12, IL13, IL17, IL21, IL22, IL23, IL27, IFNy, CCL3,
CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL10, CXCL12, CXCL13 y TNF-a) en una célula o las células del sujeto.

[0037] La presente invencién, en un aspecto adicional, se refiere a la mejora de microbiota intestinal en un sujeto,
que comprende administrar una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de
flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula huesped que
comprende dicho vector y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos, y/o Roseburia
(tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y en donde esta
mejorada la microbiota intestinal en un sujeto.

[0038] En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de flagelina Roseburia en la regulacion del apetito en
un sujeto, que comprende administrar una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho
polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula
huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y
en donde esta regulado el apetito en el sujeto.

[0039] La presente invencion, en otro aspecto se refiere al uso de flagelina Roseburia en la regulacion (por ejemplo,
regulacion por disminucion) de la expresion del gen que codifica la colecistoquinina (CCK) y/o la expresion del gen
que codifica glucagén (GCG) en una célula o células de un sujeto, que comprende administrar una flagelina de
Roseburia, y/o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula
huesped que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia
hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y en donde esta regulada la expresion del gen que codifica
la colecistoquinina (Cck) y/o la expresion del gen que codifica el glucagon (Geg) en una la célula o las células del
sujeto.
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[0040] En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a mejorar la salud canal alimentario en un sujeto,
que comprende administrar una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de
flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula huésped que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia
(tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y en donde se
mejora la salud del canal alimentario en un sujeto.

[0041] La presente descripcion también se refiere al uso de una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un medicamento para modular la inflamacién de un tejido o
un érgano (tal como el intestino) en un sujeto. Se describe adicionalmente el uso de una flagelina de Roseburia, y/lo
una secuencia de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o
la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un medicamento para modular la produccion de
células T (por ejemplo, células T reguladoras tales como células T reguladoras capaces de expresar TIr5) en un
sujeto. Ademas, se describe el uso de una flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica
dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos y/o una célula
huesped que comprende dicho vector y/o una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o
Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la
fabricacion de un medicamento para regular el sistema inmune de un sujeto. La presente descripcion se refiere
ademas al uso de una flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina de
Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende
dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la
especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno en un sujeto, en el que dicho trastorno es un trastorno inflamatorio
y/o un trastorno autoinmune. La presente descripcion se refiere ademas al uso de una flagelina de Roseburia, y/o
una secuencia de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o
la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un medicamento para modular células
dendriticas (tales como células dendriticas de la médula 6sea) y/o células epiteliales en un tejido o un érgano de un
sujeto. La presente divulgacion también se refiere al uso de una flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de
polinucleétidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula huesped que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un medicamento para regular la produccion de IL-10 y/o
TGFB en una célula o células de un sujeto. La presente divulgacion se refiere ademas al uso de una flagelina de
Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huesped que comprende dicho vector, y/o una célula
huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacién de un medicamento para
regular la produccion de marcadores de la superficie celular implicados en respuestas inmunes y reconocimiento de
antigenos tales como CDA40, I-A/lI-E, CD317/BST-2, CD103, CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H y/o las especies
equivalentes en una célula o células de un sujeto. También se describe aqui la utilizacion de una flagelina
Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o que comprende un
vector de dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula
huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las bacterias especies
hominis Roseburia, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un medicamento para la
regulacion (por ejemplo, la regulacion negativa) la expresion de uno de mas genes de IFN de tipo | (tales como uno
0 mas genes seleccionados del grupo que consiste en pero no se limita a IFN-183, IFN-B3, /fi202b, Ifi203, IFI44, Ifti,
MXI, OASI, OEA 2, OASS3, IVSA, IRF3 y IRF4) en una célula o células de un sujeto. La presente descripcion se
refiere ademas al uso de una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de
flagelina Roseburia, y/o que comprende un vector de dicha secuencia de polinucleétido, y/o una célula huésped que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia
(tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la
fabricacion de un medicamento para regular (por ejemplo, regular hacia abajo) la expresién de uno o mas genes pro-
inflamatorios (tales como uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste de, pero no se limita a IL1- (3, IL4,
IL5, IL6, IL8, IL12, IL13, IL17, IL21, IL22, IL23, IL27, IFNy, CCL2, CCL3, CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL10, CXCL12,
CXCL13, y TNF-a) en una célula o células de un sujeto. La presente descripcion también se refiere al uso de una
flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector
que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una
célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un
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medicamento para mejorar la microbiota intestinal en un sujeto. Descrito en este documento es el uso de una
flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector
que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una
célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un
medicamento para la regulacion del apetito en un sujeto. Ademas, la presente descripcion se refiere a la utilizacion
de una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un
vector que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o
una célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un
medicamento para la regulacion (por ejemplo, la regulacién negativa) de la expresion del gen que codifica la
colecistoquinina (CCK) y/o la expresion del gen que codifica glucagén (GCG) en una célula o células de un sujeto.
La divulgacién también se refiere al uso de una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho
polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o que comprende un vector de dicha secuencia de polinucleétido, y/o una
célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un medicamento para mejorar la salud del canal alimentario en un
sujeto. Ademas se describe el uso de una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de codificacion de dicho
polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucledtido, y/o una célula
huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), para uso en la medicina.

[0042] En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas hominis Roseburia, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para su uso en la restauracion de la tolerancia inmunoldégica.

[0043] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere al uso de una flagelina Roseburia, y/o una secuencia de
codificacién de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas hominis Roseburia, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), para la fabricacion de un medicamento para la restauracion de la tolerancia
inmunoldgica en un sujeto.

[0044] La presente descripcion se refiere a, en otro aspecto, a un método de restaurar la tolerancia inmunoldégica en
un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion de una flagelina Roseburia y/o una secuencia de
codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia, y/o que comprende un vector de dicha secuencia de
polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha
secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), y en donde se restaura la tolerancia inmunolégica en un sujeto.

FIGURAS
[0045]

Figura 1. Secuencia y anotacién de genoma R. hominis. Se produjo la secuencia completa del genoma de R.
hominis A2-183. Esta representada por un Unico cromosoma 3.592.125 pb con cuatro operones ribosémicos, 66
ARN y 3.273 proteinas predichas. (A) El mapa de genoma circular R. hominis con la ubicacion de los experimentos
de PCR (Tabla S1) se indica en las regiones seleccionadas por los cebadores. Las pistas del mapa del genoma, a
partir de la pista exterior 0, son: pista 0 (azul) - experimentos de PCR en tiempo real indicados por marcas de
graduacion numeradas; pista 1 (azul claro) - CDS delantera; pista 2 (azul palido) - CDS inversa; pista 3 (gris) - ARNr;
pista 4 (verde) - ARNt; pista 5 (rojo) - regiones marcadoras STS por PCR en tiempo real de marcado; grafico 1 -
contenido de GC; grafico 2 - sesgo GC. (B) Anotacion funcional del genoma R. hominis muestra que el mayor
numero de genes pertenecen a los carbohidratos, metabolismo de las proteinas y amino acidos y derivados.

Figura 2. R. hominis responde al ambiente intestino al regular hacia arriba los genes de motilidad,
movilizaciéon y quimiotaxis. A ratones machos libres de gérmenes GF C3H/HeN se les dio cultivo de R. hominis
por medio de una sonda para 28d, y se comparo con los animales de control sin gérmenes. En 14d y 28d, animales
tratados con R. hominis (N = 5) y animales de control (N = 4) fueron sacrificados y se recogieron ileon, colon y ciego.
(A) Validacion de PCR en tiempo real de los genes que participan en la transferencia de conjugacién/movilizacion.
(B) Validacion de PCR en tiempo real de los genes implicados en la motilidad y la quimiotaxis. (C) Transferencia
Western de R. hominis cultivadas in vitro en presencia de comida murina estandar irradiada con UV inmuno-tefiidas
con anticuerpo purificado por afinidad FLA1, antisuero especifico FLA2 y anticuerpo de girasa A anti-ADN (carril 1:
sin dieta, carril 2: 0,01 g dieta/10 mL de cultivo de R. hominis, carril 3: 0,02 g dieta/10 mL, carril 4: 0,05 g dieta/10
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mL, carril 5: 0,1 g dieta/10 mL, carril 6: 0,2 g dieta/10 mL, carril 7: 0,5 g dieta/10 mL, carril 8: 1 g dieta/10 ml). La
fotografia de microscopia electronica (EM) de R. hominis muestra flagelos (flechas negras). La inmunocitoquimica se
realizé en bacterias de contenido luminal de ratones colonizados y R. hominis cultivadas in vitro usando antisuero
especifico de FlaA1 y FlaA2. Aumento original X1000. (D) Validacion de PCR en tiempo real de los genes implicados
en el metabolismo de butirato. (E) Andlisis de PCR en tiempo real de transcripciones de R. hominis durante
exposicién in vitro a las células epiteliales intestinales humanas. Resultados de PCR en tiempo real se presentan
como cambio de veces, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Figura 3. Identificacion de los transcritos expresados diferencialmente en el intestino murino después de
mono-asociacion con R. hominis. (A) Analisis de micromatrices Affymetrix de genes expresados diferencialmente
en ratones colonizados con R. hominis (N=5) con respecto a GF (N=4). Los graficos de barras representan el
numero de genes superiores € inferiores expresados después de 14 y 28 dias. (B) Mapa de calor generada a partir
de genes expresados diferencialmente con importancia funcional entre GF y ratones colonizados con R. hominis a
14d y 28d. (C) Validacion de PCR en tiempo real de los genes que han demostrado ser significativamente diferentes
entre ratones colonizados con R. hominis y GF. Resultados de PCR en tiempo real se presentan como cambio de
veces, * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.

Figura 4. Induccion de células FoxP3 + Treg por Roseburia hominis. El andlisis de citometria de flujo de células
FoxP3 + Treg en lamina propia (P=0,0425 entre el control y tratamiento de R. hominis) y los ganglios linfaticos
mesentéricos (P = 0,0683) de C3H/HeN convencional tratados durante 14 dias con R. hominis.

Figura 5. Marcadores de células del colon T son inducidos de manera significativa por mono-colonizacién de
R. hominis. (A) El anadlisis de inmunofluorescencia de células de lamina propia de colon ascendente con anti-CD3 y
anti-FoxP3 en ratones C3H/HeN mono-colonizados libres de gérmenes y R. hominis (N=8) y C57BI/6 (N=3). (B) El
analisis de inmunofluorescencia de las células de lamina propia marcadas con (i) anti-Ly6G, (ii) anti-CD11b, (iii) anti-
CD3, y (iv) anti-CD3 y anti-FoxP3 en el colon ascendente de ratones de C3H/HeN tratados con GF y R. hominis. Los
datos se expresan como numero de células positivas por campo de vision en ratones GF (N=7-8) y ratones tratados
con R. hominis (N=8-10). * P <0,05. Aumento original x630.

Figura 6. Flagelina RH1 de R. hominis tiene efectos especificos sobre las células epiteliales intestinales y
células dendriticas derivadas de médula 6sea murina. (A) Mapa de calor generada a partir de genes expresados
diferencialmente en células Caco-2 epiteliales intestinales (N=1) tratadas con diferentes flagelinas bacterianas
Salmonella enteritidis (SE), E. coli K12 (CE), RH1 y RH2. (B) Expresion de (i) CD40; (ii) I-A/I-E y (iii) CD103 por
CD11c + B220 + CD317 + FIt3L- células dendriticas derivadas de C3H/HeN convencional, control (azul) y después
de 24 horas de incubacion con flagelina recombinante (SE, K12, RH1, RH2; verde) determinada por citometria de
flujo. Histograma representa los datos de tres experimentos. (C) Frecuencias de poblaciones de células dendriticas
derivadas de FIt3L y GMCSF tratadas con flagelina recombinante (SE, K12, RH1, RH2) de C3H/HeN convencional
cerrada en células CD11c+B220+CD317+ y células CD11c+CD11b+B220, respectivamente. Los datos se presentan
como porcentaje de células totales, vivas y singletes, media + SEM de tres experimentos. (D) La expresion de
proteinas de citoquinas IL-10 e IL-12 se midié6 mediante CBA en sobrenadantes de control (DCs no estimuladas;
N=3) y DCs tratadas con RH1 (N=3) derivadas de C3H/HeN y ratones C57BL/6. Los datos se presentan como media
+ SD. *** P <0,001. (E) Analisis cuantitativo de etiquetado de inmunofluorescencia de las células de lamina propia de
colon ascendente con anti-CD3 y anti-FoxP3 en ratones TIr5KO mono-colonizados libres de gérmenes y R. hominis
(N=2).

Figura 7. R. hominis atenua la inflamacién en un modelo experimental de colitis. Veintidds ratones hembra
C57BL/6 se utilizaron para evaluar el efecto terapéutico de R. hominis durante la colitis inducida por DSS. Los
ratones tratados fueron dosificados diariamente con 10° CFU R. hominis durante 14 dias. A partir del dia 8, se les
aplicé DSS a ratones en su agua de beber durante 6 dias. Los animales fueron sacrificados en el dia 14 y se realizo
muestreo de tejido intestinal. (A) Ratones DSS no tratados (N=8) tuvieron una fuerte elevacion de todos los genes en
comparacion con los ratones de control (N=4), mientras que la expresion diferencial de genes fue menor en animales
tratados con R. hominis (N=10). Resultados de PCR en tiempo real se presentan como cambio de veces, *** P
<0,001. (B) Puntuacioén de tejido de histopatologia se presentd como porcentaje medio de campos de visiéon en un
grado determinado. El tratamiento de DSS significativamente alter6 todos los campos de visién en los grados 0, 2, 3,
y 4. R. hominis redujo significativamente el % de campos de vista para la patologia de grado 4 (p = 0,02) y el
aumento de % de los campos de vista para el grado 0. Los datos se presentan como media + SD. (C) Colon
ascendente (tefiido con hematoxilina/eosina) de control, animales IL-10KO tratados con DSS y tratados con DSS/R.
hominis. Las imagenes mostradas son campos de vista representativos de cada grupo de tratamiento. Aumento
original x100.

Figuras complementarias
[0046]

Figura S1. R. hominis coloniza preferentemente el colon ascendente de ratones mono-colonizados. (A) R.
hominis colonizé el colon ascendente del intestino de ratéon con estrecha asociacion de las bacterias al epitelio
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huésped, detectada por FISH utilizando A2-183 (sonda especifica de R. hominis; FITC), Eub338 (sonda 16S
universal; Cy3) y DAPI (nucleos; azul). También se muestran las superposiciones de A2-183 + Eub338 y Eub338
+ DAPI. La gamma para el canal rojo se aumento en la superposicion Eub338 + DAPI para ilustrar las bacterias
marcadas. El aumento original x630. (B) PCR usando cebadores especificos a R. hominis mostréd una fuerte
sefial positiva en post-colonizacion de ADN fecal, mientras que las heces de los animales GF fueron negativas
para la presencia de cualquier bacteria. (C) Analisis de PCR en tiempo real que muestra los niveles de
colonizaciéon de R. hominis/g heces. EI ADN bacteriano aislado de heces se compard contra concentraciones
estandar conocidas de R. hominis crecidas en cultivo. Los niveles de bacterias similares se detectaron en todos
los ratones mono-colonizados, aproximando 1x10'° bacterias/g de heces. Las heces de los animales GF fueron
negativas para la presencia de cualquier bacteria.

Figura S2. Analisis de ontologia genética realizado en genes regulados a los 28 dias en el colon
ascendente. Interpretacion funcional basada en la ontologia genética (GO) de los datos se realizé utilizando
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov). Transcripciones significativamente diferentes (P <0,05) se asignaron en la
categoria GO 'Proceso biolégico' para encontrar los términos de GO enriquecidos significativamente. Los
procesos bioldgicos GO para 'actina polimerizacion' (GO: 0030041) y 'regulacién negativa de la cinasa de I-
kappaB/cascada de NF-kappaB ' (GO: 0043124) fueron afectados.

Figura S3. La identificacion de los transcritos expresados diferencialmente en el intestino murino
después de mono-asociacion con E. coli. (A) Analisis de micromatrices Affymetrix de genes expresados
diferencialmente en ratones colonizados con E. coli y R. hominis con el tiempo. Los graficos de barras
representan el numero de genes superiores e inferiores expresados después de 22 y 28 dias, respectivamente.
(B) Mapa de calor generada a partir de los genes expresados diferencialmente con significado funcional en
ratones colonizados con E. coli a 22d vs. 10d.

Figura S4. La identificacion de los transcritos expresados diferencialmente en el intestino de raton
TIr5KO después de mono-asociacion con R. hominis. (A) Mapa de calor generada a partir de genes
expresados diferencialmente en el colon ascendente de ratones de TIr5KO (N=3) y de tipo salvaje (N=3)
colonizados con R. hominis a 28d. (B) Mapa de calor generada a partir de genes inmunoasociados expresados
diferencialmente en el colon ascendente de ratones de TIr5KO y de tipo salvaje colonizados con R. hominis a
28d. (C) Mapa de calor generada a partir de genes expresados diferencialmente en ileon de ratones de TIr5KO y
de tipo salvaje colonizados con R. hominis a 28d. (D) Mapa de calor generada a partir de genes asociados al
sistema inmune expresados diferencialmente en ileon de ratones de TIr5KO y de tipo salvaje colonizados con R.
hominis a 28d.

Figura S5. Analisis de Ontologia de genes realizado en genes regulados hacia abajo a los 28 dias en el
colon ascendente. Procesos bioldgicos de GO implicados en la regulacion del apetito, tales como "la regulacion
negativa de la respuesta a la alimentacion" (GO: 0032096), "regulacion negativa del apetito” (GO: 0032099) y
"regulacion de la secrecion de catecolaminas" (GO: 0050433) fueron mayormente afectados.

Figura S6. La colonizacion de R. hominis influencia genes de saciedad y el peso corporal. Se llevé a cabo
el analisis de peso corporal seco y de carcasa de lipidos. (A) Pesos de carcasa seca de ratones asociados con
R. hominis eran significativamente mas pesados en comparacion con los animales de GF. (B) El Analisis de
lipidos de carcasa mostré que la adiposidad total también fue significativamente mayor en animales tratados con
R. hominis a 14d. Los datos se presentan como media + SD.

Figura 1A Representacion del vector de clonacion pCR-Blunt 1I-TOPO utilizados para la clonacion de flagelinas
recombinantes insolubles después de la lisis celular. Permite alta eficiencia de clonacion de ADN de los
productos de PCR de extremos romos. Codifica genes de resistencia de kanamicina y zeocina para la seleccion
en E. coli, y el inserto esta flanqueado por sitios multiplos de restriccion para la escision.

Figura 2A Representacion del vector de expresion T7-MAT-Tag-FLAG- utilizado para la clonacién de flagelinas
recombinantes insolubles después de la lisis celular. El sitio multiple de clonacion (MCS) esta flanqueado por
secuencia de MAT (Metal Affinity Tag) y secuencia de péptido de FLAG (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys), lo
que resulta en la produccion de flagelina de doble etiquetado, que puede purificarse adicionalmente mediante
columnas de afinidad. Este vector de expresion también codifica un promotor de pT7/lac (operén de fago T7 lac)
para IPTG inducible, la expresion de alto nivel de flagelinas recombinantes MAT-ORF-FLAG, un gen de lacl
interno que reprime la transcripcion en el estado basal en cualquier huésped de E. coli, y un gen AmpR para la
selecciéon de ampicilina.

Figura 3A Visualizacion en un SDS-PAGE de la flagelina recombinante clonada con el vector de clonacién pCR-
Blunt II-TOPO y se expresa a través del vector de expresion pT7-MAT-Tag-FLAG-2. Descripcion de carriles: 1,
estandar de proteinas (kDa); 2, RH1.

Figura B1A y B1 B muestran un Analisis de SDS de flagelinas recombinantes.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 660 823 T3

(A)j K12 (Escherichia coli K12); ER (Eubacterium rectale 33656); RI1 (Roseburia intestinalis Fla 1); RI2
(Roseburia intestinalis Fla 2);
(B) RH1 (Roseburia hominis Fla 1); RH2 (Roseburia hominis Fla 2); RI3 (Roseburia intestinalis Fla 3); RI4
(Roseburia intestinalis Fla 4).

Figura C1-C4. Alineacion de secuencias multiples confirmando la secuencia de nucleétidos de flagelina y el
ndmero de acceso.

Figura D.2 Analisis comparativo de la inducciéon de genes CCL20 por diferentes flagelinas. Células HT-29 y
Caco-2 se estimularon durante 2 horas con una sola flagelina recombinante a una concentraciéon de 100 ng/mL.
El ARN total se extrajo y se sometié a analisis de PCR cuantitativa en tiempo real para los genes CCL20 y B-
actina. Los experimentos se realizaron por triplicado en tres ocasiones distintas. La Tabla D2 indica diferencias
significativas entre cada tratamiento calculado con la prueba t pareada en HT-29.

Figura D.3 La secrecion de quimiocinas mediada por flagelina en células de HT-29 y Caco-2. Las Tablas D3a,
D3b, D3c y D3d indican diferencias significativas entre cada tratamiento calculado con prueba t pareada.

Figura D4, neutralizacion de TIr5 con un anticuerpo especifico anti-TLR5.

Figura D5A: Frecuencias de células dendriticas derivadas de GM-CSF/IL-4 estimuladas con flagelinas
recombinantes, los datos se muestran como el cambio de veces en comparaciéon con células dendriticas
derivadas de GM-CSF/IL-4 no estimuladas.

Figura D5B: Las frecuencias de las células dendriticas derivadas de FIt3L estimuladas con flagelinas
recombinantes, datos que se muestran como el cambio veces en comparacién con células dendriticas derivadas
de FIt3L no estimuladas.

Figura D 6 A y B Analisis de citometria de flujo de FoxP3+ Tregs en lamina propia de ratones BOY/J WT vy
Tir5KO tratados con R. hominis.

DESCRIPCION DETALLADA
Flagelina

[0047] La flagelina es el sustituyente principal del flagelo bacteriano, y esta presente en grandes cantidades en
bacterias casi completamente flageladas. Tipicamente, flagelinas son proteinas globulares que se ocupen en un
cilindro hueco para formar el filamento en flagelo bacteriano.

[0048] La diversidad de proteinas estructurales de flagelina y secuencias de genes es bien reconocida y varian
segun las especies bacterianas, geograficas y clinicas y origenes ambientales. Hay miles de flagelinas y genes de
flagelina relacionados. Algunos de los mas importantes de bacterias intestinales incluyen las flagelinas FLA, FLIiC
FIgC, FLIE, FlaB, MoA y FIiG.

[0049] Hay varios tipos de polipéptidos FLA (Fla). FlaA1, FlaA2, FlaA3, FlaA4 y FlaB son ejemplos de polipéptidos
de FLA.

Polipéptido FlaA1

[0050] EI término "polipéptido FlaA1" como se usa en el presente documento se refiere a la proteina de flagelina
FlaA1. Ejemplos de tales polipéptidos incluyen el polipéptido FlaA1 de Roseburia hominis, Roseburia cecicola,
Roseburia faecis, Roseburia intestinalis, y Roseburia inulinivorans; la secuencia de polipéptido mostrada como SEQ
ID NO 2 o SEQ ID NO 6; y polipéptidos que tienen al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o0 99% de
identidad con SEQ ID NO 2 o SEQ ID No 6 o variantes, homoélogos, fragmentos o derivados de los mismos.

[0051] SEQ ID NO 2 tiene la siguiente secuencia:

MVVQHNLTAMNANRQLGITTGAQAKSSEKLSSGYKINRAADDAAGLTISEKMRSQV
RGLNKASDNAQDGVSLIQVAEGALSETHSILQRMNELATQAANDTNTTSDRTAVQQ
EINQLASEITRIASTTOFNTMNLIDGNFTSKKLQVGSLCGQAITIDISDMSATGLGVSG
LYVSSFSAAGKAMSAAQDAISYVSSMRSKLGALQNRLEHTISHLDNISEHTSSAESRI
RDTDMAEEMVEYSKNNILAQAGQSMLAQANQSTQGVLSLLQ
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[0052] SEQ ID NO 2 se deposita con NCBI bajo el nimero de acceso ABI8297.1.
[0053] Los términos "polipéptido FlaA1" y "polipéptido FlaA1" se usan indistintamente en el presente documento.
[0054] Los términos "FlaA1", "FLA1" y "RH1" pueden usarse indistintamente en este documento.

[0055] En una realizacion, el polipéptido FlaA1 tiene al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o 99% de
identidad a la SEQ ID NO 2 o a variantes, homdlogos, fragmentos o derivados de los mismos. En un aspecto, los
aminoacidos en las posiciones 79 a 117 y las posiciones 408 a 439, asi como 411, 412, 420 de la SEQ ID NO 2 (o
equivalente de la misma) se consideran importantes. En un aspecto, los aminoacidos en las posiciones 411, 412,
420 de la SEQ ID NO 2 (o equivalente de las mismas) son alanina (A), glutamina (Q) y serina (S), respectivamente.

[0056] En una realizacion, el polipéptido de FlaA1 es el polipéptido mostrado como SEQ ID NO 2 o SEQ ID No 6.

[0057] Los polipéptidos FlaA1 se pueden derivar de ciertos microorganismos. En un aspecto, el polipéptido de
FlaA1 se deriva de una bacteria tal como un Firmicute. En un aspecto adicional, el polipéptido FlaA1 se deriva de un
Roseburia spp tales como un Roseburia hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Roseburia intestinalis, o
Roseburia inulinivorans.

[0058] Roseburia hominis y Roseburia intestinalis anaerobios intestinales comensales descritos recientemente del
cluster filogenético XIVa dentro de la Firmicutes phylum, que pertenece a un grupo dominante de bacterias en el
intestino humano y también son los principales productores de butirato. Un ejemplo de Roseburia hominis es la cepa
depositada bajo los términos del Tratado de Budapest en National Collections of Industrial, Food and Marine
Bacteria (NCIMB) en NCIMB Ltd., Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, Reino Unido, AB21
9YA, el 21 de octubre de 2004 por el Instituto de Investigacion de Rowett bajo el nimero de acceso NCIMB 140297
Roseburia hominis A2-183T (DSM = 168397). Otro ejemplo es la especie bacteriana Roseburia hominis como se
describe en Duncan, S. H., Aminov, R. |., Scott, K. P., Louis, P., Stanton, T. B., y Flint, H. J. (2006) Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 56: 2437-2441. Un ejemplo de Roseburia intestinalis es la cepa depositada bajo el nimero de acceso
NCIMB 13810 Rosburia intestinalis L1-827 (DSM = 14610") Otro ejemplo es la especie bacteriana es Roseburia
hominis como se describe en Duncan, S. H., Aminov, R. |, Scott, K. P., Louis, P., Stanton, T. B., y Flint, H. J. (2006)
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56: 2437-2441.

[0059] EI término "secuencia de polinucledtido que codifica el polipéptido FlaA1" tal como se utiliza aqui, se refiere a
una secuencia de polinucledtidos que codifica la proteina de flagelina FlaA1. Ejemplos de tales secuencias de
polinucledtidos incluyen el gen FlaA1 de R. hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Roseburia intestinalis, o
Roseburia inulinivorans; la secuencia de polinucleétido mostrado como SEQ ID NO 1 o SEQ ID NO 5; secuencias de
polinucledtidos que codifican el polipéptido mostrado como SEQ ID NO 2 o SEQ ID NO 6; secuencias de
polinucleétidos que tienen al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o 99% de identidad a SEQ ID NO 1 o
SEQ ID NO 5 o variantes, homadlogos, fragmentos o derivados de los mismos; y secuencias de polinucleétidos que
codifican el polipéptido mostrado como SEQ ID NO 2 o SEQ ID No 6 o que codifican un polipéptido que tiene al
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o0 99% de identidad con el polipéptido mostrado como SEQ ID NO 2
0 SEQ ID No 6 o variantes, homdlogos, fragmentos o derivados de los mismos.

[0060] SEQ ID NO 1 tiene la siguiente secuencia:
ATGGTAGTACAGCACAATCTTACAGCAATGAACGCTAACAGACAGTTAGGTATCA
CAACAGGCGCACAGGCTAAGTCTTCTGAGAAGTTATCTTCTGGTTACAAGATCAA

CCGCGCAGCAGATGACGCAGCAGGTCTTACGATTTCCGAGAAGATGAGAAGCC
AGGTTAGAGGCTTAAATAAAGCTTCTGACAACGCACAGGATGGTGTATCCCTTAT
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TCAGGTAGCTGAGGGTGCATTAAGTGAGACACACTCCATCTTACAGCGTATGAA
TGAGTTAGCAACTCAGGCAGCAAACGATACCAATACAACCTCAGACAGAACTGC
AGTTCAGCAGGAGATCAACCAGTTAGCATCTGAGATCACCAGAATCGCTTCTAC
AACTCAGTTCAACACAATGAACCTGATCGATGGTAACTTCACAAGTAAGAAGCTT
CAGGTAGGTTCCCTTTGCGGACAGGCTATCACAATCGATATCTCTGATATGTCTG
CTACAGGTCTTGGCGTTAGCGGATTAGTAGTATCTTCCTTCTCTGCAGCTGGTAA
GGCAATGTCTGCAGCTCAGGATGCTATCAGCTACGTATCTTCTATGCGTTCTAAG
CTGGGTGCATTACAGAACAGACTTGAGCACACAATCTCCCACCTGGACAACATT
TCTGAGCACACATCTTCTGCAGAGTCTCGTATCCGTGATACAGATATGGCTGAA
GAGATGGTTGAGTACAGCAAGAACAACATCCTTGCTCAGGCAGGACAGTCTATG
CTTGCTCAGGCTAACCAGTCTACTCAGGGTGTATTATCCTTATTACAGTAA

[0061] SEQ ID NO 1 se deposita con NCBI bajo el nimero de acceso DQ789140.1.

[0062] En una realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica el polipéptido FlaA1 tiene al menos 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o0 99% de identidad con la secuencia de polinucleétido mostrado como SEQ ID NO 1 o
SEQ ID NO 5 o variantes, homologos, fragmentos o derivados de los mismos.

[0063] En una realizacion, la secuencia de polinucledtido que codifica el polipéptido FlaA1 codifica un polipéptido
mostrado como SEQ ID NO 2 o SEQ ID No 6 o un polipéptido que tiene al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97 %,
98%, 0 99% de identidad con el polipéptido mostrado como SEQ ID NO 2 o SEQ ID No 6 o a variantes, homologos,
fragmentos o derivados de los mismos.

[0064] En una realizacion, el polipéptido FlaA1 es un polipéptido de FlaA1 truncado. Por ejemplo, el polipéptido
truncado comprende al menos 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200 aminoacidos de polipéptido mostrado
como SEQ ID NO 2 0 SEQ ID No 6.

[0065] Sin desear estar ligado por la teoria, dos regiones esenciales de la proteina de flagelina que participan en el
reconocimiento y la activacion de Tir5 son los aminoacidos 79-117 de la SEQ ID NO 2 (dominio N-D1) y aminoacidos
408-439 de la SEQ ID NO 2 (dominio C- D1). Sin desear estar ligado por la teoria, aminoacido: A411, Q412, S420
son aminoacidos importantes.

[0066] Los ejemplos de polipéptidos de FlaA1 truncados incluyen: polipéptidos que comprenden los aminoacidos 79-
117 y aminoacidos 408-439 de la SEQ ID NO 2; polipéptidos que tienen al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 0 99% de identidad a los aminoacidos 79-117 y aminoacidos 408-439 de la SEQ ID NO 2; polipéptidos que
tienen al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o 99% de identidad a los aminoacidos 79-117 y
aminoacidos 408-439 de la SEQ ID NO 2 en donde el aminoacido en la posicion 411 (o su equivalente) es la alanina
(A) y/o el aminoacido en la posicion 214 es la glutamina (Q) y/o el aminoacido en la posicién 420 es serina (S);
polipéptidos que comprenden los aminoacidos 79-439 de la SEQ ID NO 2; polipéptidos que comprenden los
aminoacidos 79-439 de la SEQ ID NO 2 en los que el aminoacido en la posicién 411 (o su equivalente) es alanina
(A); polipéptidos que tienen al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o0 99% de identidad a los aminoacidos
79-439 de la SEQ ID NO 2; y polipéptidos que tienen al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o 99% de
identidad a los aminoacidos 79-439 de la SEQ ID NO 2 en los que el aminoacido en la posicion 411 (o equivalente a
la misma) es alanina (A) y/o el aminoacido en la posicion 214 es la glutamina (Q) y/o el aminoacido en la posicion
420 es serina (S).

[0067] En un aspecto, los aminoacidos en las posiciones 411, 412, 420 de la SEQ ID NO 2 (o equivalente de la
misma) en un polipéptido de FlaA1 truncado son alanina (A), glutamina (Q) y serina (S), respectivamente.

[0068] En una realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica el polipéptido de FlaA1 codifica un polipéptido
de FlaA1 truncado.

[0069] En una realizacion, el polipéptido de FlaA1 es un polipéptido de fusion. Por ejemplo, el polipéptido se fusiona
con glutation S-transferasa (GST).

Género Roseburia
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[0070] Las bacterias Roseburia son células en forma de varillas ligeramente curvadas que son estrictamente
anaerdbicas e indigenas al intestino mamifero. Las bacterias son productoras de butirato y son activamente moviles
a través de multiples flagelos presentes a lo largo del lado concavo y en un clister en un extremo (Stanton y Savage
1983). En la actualidad, dentro del género Roseburia, cinco especies se han identificado y caracterizado: Roseburia
cecicola, Roseburia faecis, Roseburia hominis, Roseburia intestinalis, y Roseburia inulinivorans (Stanton y Savage
1983, Duncan et al 2006).

[0071] Stanton y Savage (1983 - Roseburia cecicola gen. nov., sp. nov., a motile, obligately anaerobic bacterium
from a mouse cecum. Int. J. Syst. Bacterial., 1983, 33, 618-627) describen Roseburia cecicola.

[0072] Duncan et al. (2006 - Proposal of Roseburia faecis sp. nov., Roseburia hominis sp. nov. and Roseburia inulin-
ivorans sp. nov., based on isolates from human faeces. Int. J. Syst. Evol. Microbiol, 2006, 56, 2437-2441) describen
Roseburia faecis.

[0073] Duncan et al. (2006 - Proposal of Roseburia faecis sp. nov., Roseburia hominis sp. nov. and Roseburia inulin-
ivorans sp. nov., based on isolates from human faeces. Int J. Syst Evol Microbiol, 2006, 56, 2437-2441) describen
Roseburia hominis.

[0074] Duncan et al. (2002 - Roseburia intestinalis sp. nov., a novel saccharolytic, butyrate-producing bacterium from
human faeces. Int. J. Syst. Evol. Microbiol, 2002, 52, 1615-1620) describen Roseburia intestinalis.

[0075] Duncan et al. (2006 - Proposal of Roseburia faecis sp. nov., Roseburia hominis sp. nov. and Roseburia
inulinivorans sp. nov., based on isolates from human faeces. Int J. Syst Evol Microbiol, 2006, 56, 2437-2441)
describen Roseburia inulinivorans.

Flagelina Roseburia

[0076] EI término "flagelina Roseburia" tal como se utiliza aqui se refiere a una proteina de flagelina derivada o
derivable de una bacteria Roseburia tal como Roseburia. hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Roseburia
intestinalis, y Roseburia inulinivorans.

[0077] La flagelina Roseburia puede ser flaA1, flaA2, flaA3, flaA4 o combinaciones de los mismos.

[0078] Los términos "FlaA1", "FlaB1", "flaA1" y "fla1" se usan indistintamente en este documento.

[0079] Los términos "FlaA2", "Fla2", "flaA2" y "fla2" se usan indistintamente en este documento.

[0080] EI término Fla se usa aqui para abarcar los polipéptidos que pueden ser flaA1, flaA2, flaA3 flaA4 o fliC.

[0081] En una realizacion, la presente invencién abarca el uso de al menos una flagelina Roseburia. Por ejemplo, la
presente invencién abarca el uso de una combinacién de al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, o al menos

cinco flagelinas Roseburia.

[0082] En algunas realizaciones, la combinacién de flagelina Roseburia comprende flagelinas que se derivan o son
derivables de al menos dos, tres, cuatro o cinco especies de Roseburia diferentes.

[0083] Ejemplos de flagelinas Roseburia incluyen flagelinas que se derivan o son derivables de bacteria Roseburia
tal como Roseburia hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Roseburia intestinalis, y Roseburia inulinivorans.
En una realizacion, la flagelina se deriva o es derivable de Roseburia hominis. En otra realizacion, la flagelina se
deriva o es derivable de Roseburia intestinalis.

[0084] Ejemplos de flagelina Roseburia incluyen secuencias de polipéptidos que tienen al menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO
10 o SEQ ID NO 12 o variantes, homologos, fragmentos o derivados de los mismos.

[0085] En una realizacion, la flagelina Roseburia tiene la secuencia de polipéptido mostrado como SEQ ID NO 2,
SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10 0 SEQ ID NO 12.

[0086] Ejemplos de flagelinas Roseburia hominis son Fla1 y Fla2 Roseburia hominis.

[0087] Un ejemplo de Fla1 de Roseburia hominis se muestra como SEQ ID NO 2. Fla1 de Roseburia hominis
también se denomina en el presente documento RhFlaA1, RHFlaA1, RhFla1, RHFla1, RH1 o Rh1.

[0088] SEQ ID NO 2 tiene la siguiente secuencia:

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 823 T3

MVVQHNLTAMNANRQLGITTGAQAKSSEKLSSGYKINRAADDAAGLTISEKMRSQVRGLNK
ASDNAQDGVSLIQVAEGALSETHSILORMNELATQAANDTNTTSDRTAVQQEINQLASEITRI
ASTTQFNTMNLIDGNFTSKKLQVGSLCGQAITIDISDMSATGLGVSGLVVSSFSAAGKAMSA

AQDAISYVSSMRSKLGALQNRLEHTISHLDNISEHTSSAESRIRDTDMAEEMVEYSKNNILAQ
AGQSMLAQANQSTQGVLSLLQ

[0089] SEQ ID NO 2 se deposita con NCBI bajo el nimero de acceso ABI48297.1.

[0090] Un ejemplo de Fla2 de Roseburia hominis se muestra como SEQ ID NO 4. Fla2 de Roseburia hominis
también se denomina en el presente documento RhFla22, RHFlaA2, RhFla2, RHFIa2, Rh2 o RH2.

[0091] SEQ ID NO 4 tiene la siguiente secuencia:

MVVNHNMAAICESRQLRYNVKKMEKSSKKLATGYKLNTANDDAAGLQISETMRHHVKGLNK
ASRNSQDGISMLOQTADAALQETODVLDRMVELTTQAANDINTDSDRRAIQDELDQLNKEVD
RIAYTTHFNQQYMLAEGTPQAAPGYYRIQSGALNGQAIDIHFVNASKESLGTDKVNVESHAK
ASESITMVQDAIEQAALWRDEFGSQQERLEHAVRNTDNTSQNTQSAESGIRDTNMNMEMY
LYSTNRILVHASQSILAQYNDDAKSVLEILK

[0092] Ejemplos de flagelina Roseburia intestinalis incluyen Roseburia intestinalis Fla1, Fla2, Fla3 y Fla4.

[0093] Un ejemplo de Fla1 Roseburia intestinalis se muestra como SEQ ID No 6. Roseburia intestinalis también se
denomina en el presente documento RiFlaA1, RIFlaA1, RiFla1, RIFla1, Ri1 o RI1.

[0094] SEQ ID NO 6 tiene la siguiente secuencia:

MRINYNVSAAIANKHLLGIEDNLSASMERLSSGLKINHSKDNPAGMAISNKMKAQIDGLNRAS
QNASDGISVIQIADGALSETTSILQRMRELSVQAASDATMTPADKEAIQKEITSLKDEVDRIST

DTEYNSKTLLDGSLDTRVYTKNATRVDISDHVKAGQYQLSIDTAATQAGPVTANQNYNSTAP
VGASGTMSINGSKVEIEAADTYAEAFEKIRNAAETGETTVKIEKNGALSFTAEQYGMSSILEIA
FDDKQLANALGFTADGGNSWWEDPENKGSYVYGQIQNGKVIVPSGTDAEVTLTKPSDGTGF
GDTATVKTDGNKITVTDRAGFEMSFLADAGYTGKLDFDVTDIGTMALHIGANEDQETRVRIP

EVSCKSLYIDDADVTTYNGAGRGITQFDDAISKVSEVRSRLGAYQNRLESTVSSLDTFEENM
TGAQSRLTDADMASEMTDYTHONVLNQAAISVLTQANDLPQ

[0095] Un ejemplo de Fla2 de Roseburia infestinalis se muestra como SEQ ID NO 8. Fla2 de Roseburia intestinalis
también se denomina en el presente documento RiFlaA2 o RIFIaA2 o Ri2 o RI2.

[0096] SEQ ID NO 8 tiene la siguiente secuencia:

MVVNHNMALICESRQLRCNVKNMEKS SKKLATGYKLLGANDDAAGLOQISETMRHQTRGLN
KASRNSQDGISMLQTADAALQETQEVLDRMTDLTTQAANDINTDADRRAIQDEIDQLNQEVD
RIAYTTNFNQQYILADGTPQARPCYYMIQTGSLAGQGIEIKFVNASKESLGVDKVDVSSHAK
ATESIAVVONAIEKAASFRDTFGAQQERLEHALRGTDNTSESTQRAESSRRDTNMNMEMY
QYSTNRILVQASQSILAQYNDDAKYVLEMLKQVLQILQ

[0097] Un ejemplo de Fla3 Roseburia intestinalis se muestra como SEQ ID No 10. Fla3 Roseburia intestinalis
también se denomina en el presente documento RiFla3 o RIFIa3 o Ri3 o RI3.
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[0098] SEQ ID NO 10 tiene la siguiente secuencia:

MVWQHNMTAMNANRMLGVTTSAQAKSSEKLSSGYRINRAGDDAAGLTISEKMRSQIRGLN

KASDNAQDGISLIQVAEGALSETHSILQRMNELATQAANDTNTTADRGAIQDEINQLTSEINRI
SSTTQFNTQNLIDGTFANKNLQVGSICGQRITVSIDSMSAGSLNVSANLVYKYNTFSAAGEAM
SNIQGAISAISTQRSYLGALQNRLEHTISNLDNISENTQSAESRIRDTDMAEEMVYTY SKNNILA
QAGQSMLAQANQSTQGVLSLLG

[0099] Un ejemplo de Fla4 de Roseburia intestinalis se muestra como SEQ ID No 12. Fla4 de Roseburia intestinalis
también se denomina en el presente documento RiFla4 o RIFla4 o Ri4 o RI4.

[0100] SEQ ID NO 12 tiene la siguiente secuencia:

MAMVWOHNMSAMNANRNLGVTTGMQAKSSEKLSSGYKINRAADDAAGLSISEKMRSQIR
GLNKASDNAQDGISLIQTAEGALNESHSILQRMRELSVQAANGTETDDDREAVQNEVSQL
QEELTRISETTEFNTMKLLDGSQSGSTSSTGSGPKFGVVDATLDCGALVTSNVKGIKVATAA
ATTTKAGQETAIWAADGKTLTLNLSKNKVYTQDEIDDLIANAKQEDSSATGAPAEVKVSLK
NGIFNADADTTAGTVTAGGVKAVSDEGTVTGFVGADTISFTANKYGAEFNDTVFKFKFDKA
AGKEEVETNTAIEIDGANAVTAGEYTIHLAAGKEYTAEDLEDVLKTAGFDFDVKLSGNTPDE
PNTLFATSGASTVTDITMGAGTAGAGLGSTDAMWGQAGYDSVSSGAGITLQIGANEGQT
MSFSIDDMSARALGVDGNKVDLSTOAGAQKATDTIDAAIKKVSAQRGRMGAIQNRLEHTIS
NLDTAAENTOQTAESRIRDTDMAEEMVEYSKNNILAQAGQSMLAQANQSTQGVLSLLO

[0101] Los términos "polipéptido FlaA1", "FlaA1 polipéptido", "polipéptido Fla1" y "Fla1polipéptido" se usan
indistintamente en el presente documento. Los términos "polipéptido Fla2" y "Fla2 polipéptido" se usan
indistintamente en el presente documento. Los términos "polipéptido Fla3" y "Fla3polipéptido" se usan
indistintamente en el presente documento. Los términos "polipéptido Fla4" y "Fla4 polipéptido" se usan
indistintamente en el presente documento.

[0102] En un aspecto, la flagelina Roseburia se selecciona del grupo que consiste en Fla1, Fla2, Fla3 y Fla4. En una
realizacion, la flagelina Roseburia se selecciona del grupo que consiste en Fla2, Fla1, Fla4 y combinaciones de los
mismos. En una realizacion adicional, la flagelina Roseburia es FlaZ2.

[0103] En un aspecto, la flagelina Roseburia se selecciona del grupo que consiste en Roseburia hominis Fla1,
Roseburia hominis Fla2, Roseburia intestinalis Fla1, Roseburia intestinalis Fla2, Roseburia intestinalis Fla3 y
Roseburia intestinalis Fla4. En una realizacion, la flagelina Roseburia se selecciona del grupo que consiste en
Roseburia hominis Fla2, Roseburia intestinalis Fla2, Roseburia intestinalis Fla1, Roseburia intestinalis Fla4 y
combinaciones de los mismos. En una realizacion adicional, la flagelina Roseburia se selecciona del grupo que
consiste en Roseburia hominis Fla2, Roseburia intestinalis Fla2 y combinaciones de los mismos. En otra realizacion,
la flagelina Roseburia es Roseburia intestinalis Fla2.

[0104] En una realizacion, la presente invencion abarca el uso de al menos una secuencia de polinucleétido que
codifica una flagelina Roseburia. Por ejemplo, la presente invencion abarca el uso de una combinacién de al menos
dos, al menos tres, al menos cuatro, o al menos cinco secuencias de polinucledtidos que codifican flagelina
Roseburia.

[0105] En una realizacion, la presente invencion abarca el uso de una secuencia de polinucleétido que codifica al
menos una flagelina Roseburia. Por ejemplo, la presente invencion abarca el uso de una secuencia de polinucleétido
que codifica una combinacién de al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, o al menos cinco secuencias de
polipéptidos que codifican flagelina Roseburia.

[0106] La secuencia de polinucledtido que codifica una flagelina Roseburia puede codificar flaA1, flaA2, fla3, fla4 o
combinaciones de los mismos.

[0107] En algunas realizaciones, la combinacion de secuencias de polinucledtidos que codifican flagelina Roseburia
comprende secuencias de polinucleétidos que codifican flagelinas que se derivan o son derivables de al menos dos,
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tres, cuatro o cinco diferentes especies Roseburia.

[0108] En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétido codifica una combinacion de flagelina Roseburia que
se derivan o son derivables de al menos dos, tres, cuatro o cinco diferentes especies Roseburia.

[0109] En otra realizacion, la presente invencion abarca el uso de una combinacién de al menos una flagelina
Roseburia y al menos una secuencia de polinucleétido que codifica una flagelina Roseburia.

[0110] Los ejemplos de secuencia de polinucledtidos que codifican flagelina Roseburia incluyen flagelinas que se
derivan o son derivables de bacteria Roseburia tal como Roseburia hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis,
Roseburia intestinalis, y Roseburia inulinivorans. En una realizacién, la secuencia de polinucleétido codifica una
flagelina Roseburia que se deriva o es derivable de Roseburia hominis. En ofra realizacion, la secuencia de
polinucledtido codifica una flagelina Roseburia que se deriva o es derivable de Roseburia intestinalis.

[0111] Los ejemplos de secuencias de polinucledtidos que codifican flagelina Roseburia incluyen las secuencias de
polinucleétidos que codifican un polipéptido que tiene al menos 75% de identidad a la SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4,
SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10 o SEQ ID NO 12 o variantes, homdlogos, fragmentos o derivados de los
mismos y las secuencias de polinucleétidos que tienen al menos 75% de identidad con SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3,
SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 9 0 SEQ ID NO 11 o variantes, homdlogos, fragmentos o derivados de los
mismos.

[0112] En una realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica flagelina Roseburia tiene la secuencia de
polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia mostrada como SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4, SEQ
ID NO 6, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10 o SEQ ID NO 12.

[0113] En una realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica la flagelina Roseburia tiene la secuencia de
polinucleétido mostrada como SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 5, SEQID NO 7, SEQID NO 9 0o SEQID
NO 11.

[0114] Los ejemplos de secuencias de polinucledtidos que codifican flagelinas Roseburia hominis son secuencias de
polinucleétidos que codifican Roseburia hominis Fla1 y Fla2.

[0115] Un ejemplo de una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia hominis Fla1 se muestra como SEQ
ID NO 1.

[0116] SEQ ID NO 1 tiene la siguiente secuencia:

ATGGTAGTACAGCACAATCTTACAGCAATGAACGCTAACAGACAGTTAGGTATCACAAC
AGGCGCACAGGCTAAGTCTICTCGAGAAGTTATCTTCTGGTTACAAGATCAACCGCGCAG
CAGATGACGCAGCAGGTCTTACCGATTTCCGAGAAGATGAGAAGCCAGGTTAGAGGCTT
AAATAAAGCTTCTGACAACGCACAGGATGGTGTATCCCTTATTCAGGTAGCTGAGGGTG
CATTAAGTGAGACACACTCCATCTTACAGCGTATGAATGAGTTAGCAACTCAGGCAGCA
AACGATACCAATACAACCTCAGACAGAACTGCAGTTCAGCAGGAGATCAACCAGTTAGC
ATCTGAGATCACCAGAATCGCTTCTACAACTCAGTTCAACACAATGAACCTGATCGATGG
TAACTTCACAAGTAAGAAGCTTCAGGTAGGTTCCCTTTGCGGACAGGCTATCACAATCG
ATATCTCTGATATGTCTGCTACAGGTCTTGGCGTTAGCGGATTAGTAGTATCTTCCTTCT
CTGCAGCTGGTAAGGCAATGTCTGCAGCTCAGGATGCTATCAGCTACGTATCTTCTATG
CGTTCTAAGCTGGGTGCATTACAGAACAGACTTGAGCACACAATCTCCCACCTGGACAA
CATTTCTGAGCACACATCTTCTGCAGAGTCTCGTATCCGTGATACAGATATGGCTGAAG
AGATGGTTGAGTACAGCAACAACAACATCCTTGCTCAGGCAGGACAGTCTATGCTITGCT
CAGGCTAACCAGTCTACTCAGGGTGTATTATCCTTATTACAGTAA

[0117] Un ejemplo de una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia hominis Fla2 se muestra como SEQ
ID NO 3.

[0118] SEQ ID NO 3 tiene la siguiente secuencia:
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ATGGTGGTTAATCATAATATGGCGGCAATCTGTGAGAGCAGGCAGCTGCGCTATAACGT
GAAGAAGATGGAAAAATCTTCCAAAAAGCTTGCGACAGGGTACAAGCTGAACACAGCAA
ATGATCGATGCGGCAGGCTTGCAGATATCAGAGACGATGCGGCATCATGTGAAAGGGCT

GAACAAAGCCTCCCGGAATTCACAGGACGGCATCAGTATGCTGCAGACGGCGGATGCA
GCGCTCCAAGAGACGCAGGATGTTCTCGATCGTATGGTGGAGCTGACGACGCAGGCAG
CCAATGACATCAACACAGACTCGGATCGCAGGGCTATTCAGGATGAGTTGGATCAGLTG

AACAAGGAAGTGGACCGCATCGCCTATACGACGCACTTCAATCAGCAGTATATGTTIGGC
GGAGGGAACGCCGCAGGCGGCACCGGGATATTACCGCATACAGTCCGGGGCACTGAA
CGGACAGGCGATAGATATCCATTTTGTAAATGCGAGCAAGGAGAGCCTTGGCACAGAC
AAAGTGAATGTATCTTCGCATGCCGAAGGCGTCGGAATCCATCACGATGGBTTCAGGACGC
GATTGAACAGGCGGCGCTCTGGAGAGACGAGTTCGGCAGCCAGCAGGAGCGTCTGGA
ACATGCCGTGCGCAATACGGACAACACATCACAAAATACGCAGAGTGCGGAGTCAGGG
ATCAGAGACACCAACATGAATATGCGAGATGGTATTATATTCGACCAACCGGATTCTGGT
GCATGCATCCCAGAGTATTCTGGCACAGTATAATGATGATGCAAAATCAGTGCTTGAGA
TTTTGAAATAG

[0119] Ejemplos de secuencias de polinucleétidos que codifican flagelinas Roseburia intestinalis son secuencias de
polinucleétidos que codifican Roseburia intestinalis Fla1, Fla2, Fla3 y Fla4.

[0120] Un ejemplo de una secuencia de polinucledtido que codifica Roseburia intestinalis Flal se muestra como
SEQ ID NO 5.

[0121] SEQ ID NO 5 tiene la siguiente secuencia:
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ATGCGTGGCGGAGACAATAGAAGGAGAAACAGAATGAGAATTAATTACAATGTGTCAGC
AGCGATTGCGAATAAACATTTACTTGGAATTGAGGATAATTTAAGTGCATCCGATGGAACG
GCTTTCATCGGGACTTAAGATCAACCATTCCAAGGACAATCCGGCAGGAATGGCTATTT
CCAACAAGATGAAAGCACAGATTGATGGTTTAAACCGGGCTTCCCAGAATGCATCGGAT
GGTATTTCTGTTATTCAGATCGCAGATGGTGCGCTGAGTGAAACGACCAGTATTTTACA
GCGTATGAGAGAACTTTCCGTGCAGGCAGCGAGTGATGCAACAATGACACCGGCGGAT
AAAGAAGCAATCCAGAAAGAAATCACTTCATTAAAAGATGAAGTTGACCGTATTTCTACA
GATACAGAGTATAACAGCAAAACACTTTTAGATGGTTCATTAGATACCAGGGTTTACACC
AAAAATGCAACAAGAGTGGACATTTCTGATCATGTGAAAGCAGGBACAGTATCAGCTTTC
CATTGATACTGCAGCTACACAGGCCGGACCGGTAACAGCAAATCAGAATTATAATTCCA
CAGCACCGGTCGGTGCGTCCGGAACAATGAGTATTAATGGTTCTAAAGTAGAGATAGAG
GCAGCCGACACCTATGCGGAGGCTTTTGAGAAGATCAGAAATGCAGCAGAGACTGGTG
AAACAACCGTTAAGATTGAAAAGAATGGAGCACTTTCATTTACCGCAGAACAGTACGGA
ATGTCAAGCATCTTAGAGATCGCATTNNTGATGATAAGCAGCTTGCTAATGCACTTGGAT
TTACAGCAGACGGAGGAAACAGTGTTGTAGAAGATCCAGAGAATAAAGGCAGCTATGTA
TACGGACAGATTCAGAATGGCAAACTGATCGTACCTTCCGGTACAGATGCCGAAGTAAL
GCTCACAAAACCGAGTGATGGAACCGGATTTGGETGATACAGCTACGGTAAAAACAGATG
GAAATAAGATTACGGTTACAGACAGAGCCGGATTTGAGATGTCATTTCTTGCTGATGCA
GGTTATACGGGTAAGCTGCATTTTIGATGTCACGGATATCGGAACGATGGCACTTCATAT
TGGAGCAAATGAGGATCAGGAAACAAGAGTGCGTATTCCGGAGGTTTCCTGCAAGAGC
CTTTACATTGATGATGCAGACGTGACGACTGTAAATGGAGCAGGCAGAGGTATCACACA

GTTTGACGATGCCATTTCAAAGGTCAGTGAAGTGCGTTCAAGACTTGGTGCATACCAGA
ATCGTCTTGAGAGTACGGTATCAAGCUTGGATACGTTTGAAGAAAATATGACAGGAGCC
CAGTCACGACTGACAGATGCGOATATGGCATCGGAAATGACAGATTATACACATCAGAA
TGTATTAAATCAGGCAGCAATCTCTGTTTTCGACACAGGCAAACGATCTGCCACAGCAGG
TATTGCAGATTCTGCAGTAA

[0122] Un ejemplo de una secuencia de polinucledtido que codifica Roseburia intestinalis Fla2 se muestra como
5 SEQIDNO 7.
[0123] SEQ ID NO 7 tiene la siguiente secuencia:
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ATGGTAGTTAATCATAATATGGCATTGATCTGTGAGAGTAGACAGTTACGATGTAATGTG
AAGAACATGGAGAAGTCTTCAAAAAAGCTGGCAACAGGTTATAAATTGCTTGGAGCAAA
TGATGATGCAGCAGGATTACAGATATCAGAAACCATGCGTCATCAGACCAGAGGTCTTA
ACAAAGCATCCAGAAATTCGCAAGATGGAATTAGTATG CTGCAGACAGCAGATGCAGCA
TTACAGGAGACACAGGAAGTGTTGGATCCAATCGACGGATCTGACAACACAGGCAGCTA
ATGATATCAATACGGATGCGGATCGTCGTGCAATTCAGGATGAAATCGATCAGTTAAATC
AGGAAGTGGATCGTATTGCATATACGACGAATTTTAATCAGCAGTATATATTAGCGGATG
GAACTCCGCAGGCAAGACCAGGATACTATATGATACAGACAGGAAGTCTTGCGGGACA
GGGAATAGAGATTAAGTTTGTTAATGCGAGCAAAGAGAGCTTGGGTGTGGACAAGGTTG
ATGTATCATCGCATGCAAAAGCGACAGAATCTATAGCAGTGGTACAGAATGCAATTGAA
AAGGCAGCTTCGTTTAGAGATACATTTCGGGCACAACAGGAGCGGTTAGAACACGCATT
GCGTGGAACGGATAATACATCAGAAAGTACACAGAGGGCAGAATCAAGTAGACGCGAT
ACCAACATCGAATATGGAGATGGTACAATATTCTACAAACCGTATTTTAGTACAGGCATCT
CAGAGTATTTTAGCACAGTACAATGATGATGCAAAATATGTGTTGGAAATGTTAAAATAG

[0124] Un ejemplo de una secuencia de polinucledtido que codifica Roseburia intestinalis Fla3 se muestra como
SEQID NO 9.

[0125] SEQ ID NO 9 tiene la siguiente secuencia:

ATGGTAGTACAGCACAATATGACCGCAATGAATGCGAACAGAATGTTAGGCGTTACAAC
AAGCGCACAGGCAAAATCTTCAGAGAAATTATCTTCTGGTTACAGAATCAACCGTGCAG

GTGATGACGCTGCTGGTTTAACAATTTCTGAGAAGATGAGAAGCCAGATCCGTGGATTA
AACAAAGCTTCTGACAACGCACAGGATGGTATTTCCTTAATCCAGGTTGCTGAGGGTGC
ATTATCTGAGACACATTCTATCTTACAGCGTATGAATCGAGTTAGCTACTCAGGCTGCTAA
CGATACCAATACAACTGCTGATAGAGGAGCTATTCAGGATGAGATCAACCAGTTAACAT

CTGAGATTAACAGAATCTCTTCTACAACTCAGTTCAATACTCAGAACCTCATCGATGGTA
CATTCGCAAATAAAAACCTTCAGGTTGGTTCTATCTGTGGACAGAGAATTACTGTTTCTA
TCGACAGTATGTCTGCTGGTAGCTTAAATGTATCTGCTAACTTAGTAAAGGTTAACACTT

TCAGTGCAGCAGGTGAAGCAATGTCCAATATTCAGGGTGCTATTTCTGCAATTTCTACAC
AGCGTTCTTACTTAGGAGCTCTTCAGAATCGTCTGGAGCATACAATCTCCAACTTGGACA
ACATTTCTGAGAATACTCAGTCTGCTGAATCTCGTATCCGTGATACAGATATGGCTGAAG
AGATGGTTACTTACAGCAAGAACAATATTCTTGCTCAGGCAGGACAGTCTATGCTTGCTC
AGGCTAACCAGTCTACTCAGGGTGTACTTTCTCTGTTACAGTAA

[0126] Un ejemplo de una secuencia de polinucledtido que codifica Roseburia intestinalis Fla4 se muestra como
SEQ ID NO 11.

[0127] SEQ ID NO 11 tiene la siguiente secuencia:
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ATGGCAATGGTAGTACAGCACAACATGTCCGCAATGAATGCGAACAGAAATTTAGGTGT
TACAACAGGAATGCAGGCAAAATCATCAGAGAAGTTATCTTCCGGTTACAAGATCAACC
GTGCAGCAGATGATGCAGCAGGACTTTCTATTTCTGAGAAGATGAGAAGCCAGATCCGC
GGTTTAAATAAAGCATCTGACAATGCACAGGATGGTATCTCTTTAATCCAGACCGUTGAG
GGAGCATTAAATGAGTCCCACTCTATTTTACAGAGAATGCAGAGAGTTATCCGTACAGGC
AGCCAACGGTACAGAGACAGATGACGACCGECGAGGCAGTACAGAACGAGGTTTCCCAG
TTACAGGAAGAGCTGACAAGAATTTCTGAGACAACAGAGTTCAACACGATGAAGCTGCT
GGATGGTTCTCAGAGTGGAAGTACATCTTCAACCGGGTCAGGTCCGAAGTTTGGTGTTG
TAGATGCAACATTAGACGGTGCACTTGTAACATCTAACGTGAAAGGTATTAAAGTAGCAA
CAGCAGCTGCCACAACAACAAAGGCAGGTCAGGAGACTGCTATCTGGGCTGCTGATGE
AAAGACATTAACTTTAAATCTTTCGAAAAATAAGGTATATACACAGGACGAAATTGATGAC
TTGATCGCAAATGCAAAACAGGAAGACAGTTCTGCAACGGGTGCACCGGCTGAAGTGA
AAGTATCTTTAAAGAATGGTATTTTTAATGCAGATGCAGACACAACTGCCGGAACTGTAA
CAGCCGGTGGTGTGAAGGCAGTATCTGATGAAGGAACAGTAACTGGATTTGTTGGTGC
AGATACAATTTCATTTACGGCAAATAAGTATGGAGCAGAGTTCAATCGATACTGTATTTAAA
TTCAAATTTGATAAGGCAGCAGGCAAAGAAGAAGTAGAGACAAATACAGCAATTGAAATT
GATGGAGCAAATGCGGTAACAGCAGGTGAATATACAATTCATCTTGCAGCAGGCAAAGA
ATATACGGCAGAAGATTTAGAAGATGTTCTTAAAACGGCAGGATTCGACTTTGATGTTAA
ATTAAGTGGAAATACACCAGATGAGCCAAATACTTTATTTGCAACCAGTGGCGCATCAAC
TGTGACTGATATTACAATGGGTGCTGGCACCGCCGGAGCTGGTCTTGGAAGTACAGAT
GCTATGTGGGGGCAAGCTGGTTATGACAGTTATCTTCTGGTGCTGGCATTACCTTGCAG
ATTGGTGCAAATGAAGGTCAGACCATGAGTTTCTCTATCGATGACATGAGTGCAAGAGC
ACTTGGCGTAGATGGCAACAAAGTTGATTTAAGCACACAGGCTGGCGCACAGAAAGCAA
CTGATACCATTGATGCAGCAATCAAGAAAGTATCTGCACAGCGTGGTAGAATGGGTGCG
ATCCAGAACCGTCTGGAGCACACCATCAGCAACCTTGATACAGCAGCAGAGAATACCCA
GACTGCAGAGTCCCGTATCCGTCATACAGATATGGCAGAAGAGATGGTTGAGTACTCCA
AGAACAACATTCTTGCACAGGCAGGTCAGTCTATGCTTGCACAGGCGAACCAGTCTACA
CAGGGTGTACTCTCCTTATTACAGTAA
[0128] En un aspecto, la secuencia de polinucledtido codifica una flagelina Roseburia seleccionada del grupo que
consiste en Fla1, Fla2, Fla3 y Fla4. En una realizacidon, la secuencia de polinucledtido codifica una flagelina

Roseburia seleccionada del grupo que consiste en Fla2, Fla1, Fla4 y combinaciones de los mismos. En una
realizacion adicional, la secuencia de polinucleétido codifica la flagelina Roseburia Fla2.

[0129] En un aspecto, la secuencia de polinucleétido que codifica flagelina Roseburia se selecciona del grupo que
consiste de una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia hominis Fla1, una secuencia de polinucleétido
que codifica Roseburia hominis Fla2, una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia intestinalis Fla1, una
secuencia de polinucledtido que codifica Roseburia intestinalis Fla2, una secuencia de polinucleétido que codifica
Roseburia intestinalis Fla3 y una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia intestinalis Fla4. En una
realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica flagelina Roseburia se selecciona del grupo que consiste de
una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia hominis Fla2, una secuencia de polinucleétido que codifica
Roseburia intestinalis Fla2, una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia intestinalis Fla1, una secuencia
de polinucleétido que codifica Roseburia intestinalis Fla4 y combinaciones de los mismos. En una realizacion
adicional, la secuencia de polinucleétido que codifica flagelina Roseburia se selecciona del grupo que consiste de
una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia hominis Fla2, una secuencia de polinucleétido que codifica
Roseburia intestinalis Fla2 y combinaciones de los mismos. En otra realizacion, la secuencia de polinucleétido que
codifica flagelina Roseburia es una secuencia de polinucleétido que codifica Roseburia intestinalis Fla2.
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[0130] El efecto terapéutico de flagelinas se evalud por los inventores por ensayos funcionales.

[0131] En una realizacion, la flagelina Roseburia es una flagelina Roseburia truncada. Por ejemplo, la flagelina
Roseburia truncada comprende al menos 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200 aminoacidos de polipéptido
mostrados como SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10 o SEQ ID NO 12.

[0132] En una realizacion, la flagelina Roseburia truncada es una flagelina Roseburia hominis truncada o una
flagelina Roseburia intestinalis truncada.

[0133] En una realizacién, la secuencia de polinucleétido que codifica la flagelina Roseburia codifica una FlaA1
truncada, Fla2, Fla3 o Fla4. Por ejemplo, la secuencia de polinucleétido codifica una flagelina Roseburia truncada
que comprende al menos 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200 aminoacidos de polipéptido mostrados como
SEQID NO 2, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 10 0 SEQ ID NO 12.

[0134] En una realizacién, la secuencia de polinucleétido que codifica la flagelina Roseburia codifica una FlaA1
truncada o Fla3.

[0135] En una realizacion, la flagelina Roseburia es un polipéptido de fusién. Por ejemplo, el polipéptido se fusiona
con glutation S-transferasa (GST).

22



ES 2 660 823 T3

Tabla A - resumen de las secuencias de flagelina Roseburia descritas en este documento y la cepa bacteriana de la
que pueden derivarse.

Bacteri | Abreviat | Secuenc | Secuencia de nucledtidos Secuenci | Secuencia de aminoacidos
a y | ura ia de a de
cepa nucleoti aminoaci
dos ID dos ID
ATGGTAGTACAGCACAATCTTACAGCAA MVYQHNLTAMNANRQLGITTGA
Rosebu | RhFlaAT | SEQID | o aacacacaGTraceTATeAG | SEQ 1D 2 QAKSSEKLSSGYKINRAADDAA
ra o 1 AACAGGCGCACAGGUTAAGTCTTCTGA GLTISEKMRSQVRGLNKASDNA
ini GAAGTTATCTTCTOGTTACAAGATCAAC
hominis | RHFlaA COOBCAGCABATGACGCAGCAGGTCTT QDGVSLIGVAEGALSETHSILAR
A2- 10 MNELATOAANDTNTTSDRTAVQ
ACCATTICCC/CAAGATEAGAMECCAG QEINQLASEITRIASTTOFNTMNLI
183(fla RhFla1 GTTAGAGGCTTAAATAAAGCTTCTGACA : T
ACGCACAGGATGGTGTATCCCTTATTCA DGNFTSKKLQVGSLCGQAITIDIS
1) o GGTAGCTGAGGGTGCATTAAGTGAGAC DMSATGLGYSGLVVSSFSAAGK
RHFla1 ACACTCCATCTTACAGCGTATGAATGAG AMSAAQDAISYVSSMRSKLGAL
Rh1 TTAGCAACTCAGGCAGCAAACGATACCA QNRLEHTISHLDNISEHTSSAES
o o ATACAAGCTCAGACAGAACTGCAGTTCA RIRDTDMAEEMVEYSKNNILAQA
RH1 GCAGGAGATCAACCAGTTAGCATCTGA GQSMLACANQSTQGVLSLLO

GATCACCAGAATCGCTTCTACAACTCAG
TTCAACACAATGAACCTGATCCGATGGTA
ACTTCACAAGTAAGAAGCTTCAGGTAGG
TTCCCTTTGCGGACAGGCTATCACAATC
GATATCTCTGATATGTCTGCTACAGGTC
TTGGUGTTAGCGGATTAGTAGTATCTTC
CTTCTCTGCAGUTGGTAAGGCAATGTCT
GCAGCTCAGGATGCTATCAGCTACGTAT
CTTCTATGCGTTCTAAGCTGGGTGCATT
ACAGAACAGACTTGAGCACACAATCTCC
CACCTGGACAACATTTCTGAGCACACAT
CTTCTGCAGAGTCTCGTATCCGTGATAC
AGATATGGCTGAAGAGATGGTTGAGTA
CAGCAAGAACAACATCCTTGCTCAGGC
AGGACAGTCTATGCTTGLTCAGGCTAAC
CAGTCTACTCAGGGTGTATTATCCTTAT
TACAGTAA

Rosebu | RhFlaA2 | SEQ ID ATGGTGGTTAATCATAATATGGCGGCAA SEQ ID 4 MVYNHNMAAICESRQLRYNVKK

) TCTGTGAGAGCAGGCAGCTGCGOTATA MEKSSKKLATGYKLNTANDDAA
ra or 3 ACGTGAAGAAGATGGAAAAATCTTCCAA GLOISETMRHHVKGLNKASRNS
hominis | RHFIlaA AAAGCTTGCGACAGGGTACAAGCTGAA QDGISMLOTADAALQETQDVLD
A2-183 20or CACAGCAAATGATGATGCGGCAGGCTT RMVELTTQAANDINTDSDRRAIG

GCAGATATCAGAGACGATGCBGGATCA DELDOLNKEVDRIAYTTHENQGY
(fla 2) RhFla2 TGTGAAAGGGCTGAACAAAGCCTCCCG MLAEGTPQAAPGYYRIQSGALN
or GAATTCACAGBACGGCATCAGTATGCT GOAIDIHFYNASKESLGTDKYNY
GCABACGGCGBATGCAGCGCTECAAGA SSHAKASESITMYQDAIEQAALW
RHFla2 GACGCAGGATGTTCTCGATCOTATGGT RDEFGSQQERLEHAVRNTDNTS
or Rh2 GGAGCTGACGACGCAGGCABCCAATGA QNTOSAESGIRDTNMNMEMVLY
CATCAACACAGACTCGGATCGCAGGGC STNRILVHASQSILAQYNDDAKS

or RH2 TATTCAGGATGAGTTGGATCAGCTGAAC VLEILK

AAGGAAGTGGACCGCATCGCCTATACG
ACGCACTTCAATCAGCAGTATATGTTGG
CGGAGGGAACGCCGCAGGCGGCACCG
GGATATTACCGCATACAGTCCGGGGCA
CTBAACGGACAGGCGATAGATATCCATT
TTETAAATGCGAGCAAGGAGAGCCTTG
GCACAGACAAAGTGAATGTATCTTCGCA
TGCGAAGGCGTCGGAATCCATCACGAT
GBTTCABGACGCGATTGAACAGGUGGC
GCTCTCCAGAGACGAGTTCGGCAGBCCA
GUAGGAGCGTCTGBAACATGCCGTGCG
CAATACGGACAACACATCACAAAATACE
CAGAGTGCGGAGTCAGBGATCAGAGAC
ACCAACATGAATATGGAGATGGTATTAT
ATTCGACCAACCGGATTCTGGTGCATG
CATCCCAGAGTATTCTGGCACAGTATAA
TGATGATGCAAAATCAGTGCTTGAGATT
TTGAAATAG
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(continuacion)

Bacteri

a y
cepa

Abreviat
ura

Secuenc
ia de
nucleoti
dos ID

Secuencia de nucledtidos

Secuenci
a de
aminoaci
dos ID

Secuencia de aminoacidos

Rosebu
ria
intestin
alis L1-
82
(fla1)

RiFlaA1
o)
RIFlaA1
RiFlal o
RIFla1 o
Ri1 o
RI1

SEQID
5

ATGCGTGGCGGAGACAATAGAAGGAGA
AACAGAATGAGAATTAATTACAATGETGT
CAGCAGCGATTGCGAATAAACATTTACT
TGGAATTGAGGATAATTTAAGTGCATCG
ATGGAACGOCTTTCATCGGBACTTAAGA
TCAACCATTCCAAGGACAATCCGGCAG
GAATGGCTATTTCCAACAAGATGAAAGC
ACABATTGATCOTTTAAACCGGGCTTCC
CAGAATGCATCGCATGGTATTTCTGTTA
TTCAGATCGCAGATGETGCGCTGAGTG
AAACGACCAGTATTTTACAGCGTATGAG
AGAACTTTCCGTGCAGGCAGCGAGTGA
TGCAACAATGACACCBGCGBATAAAGA
AGCAATCCAGAAAGAAATCACTTCATTA
AAAGATGAAGTTGACCGTATTTCTACAG
ATACAGAGTATAACAGCAAAACACTTTT
AGATGGTTCATTAGATACCAGGGTTTAC
ACCAAAABATGCAACAAGAGTGGACATTT
CTGATCATGTGAAAGCAGGACAGTATCA
GCTTTCCATTGATACTGCAGCTACACAG
GCCGGACCGGTAACAGCAAATCAGAAT
TATAATTCCACAGCACCGGTCGGTGCG
TCCGGAACAATGAGTATTAATGGTTCTA
AAGTAGAGATAGAGGCAGCCGACACCT
ATGCGGAGGCTTTTGAGAAGATCAGAA
ATGCAGCAGAGACTGGTGAAACAACCG
TTAAGATTGAAAAGAATGGAGCACTTIC
ATTTACCGCAGAACAGTACGGAATGTCA
AGCATCTTAGAGATCGCATTNNTGATGA
TAAGCAGCTTGCTAATGCACTTGGATTT
ACAGCAGACGGAGGAAACAGTGTTCTA
GAAGATCCAGAGAATAAAGGCAGCTAT
GTATACGGACAGATTCAGAATGGCAAA
GTGATCGTACCTTCCGGTACAGATGEC
GAAGTAACGCTCACAAAACCGAGTGAT
GGAACCGGATTTGGTGATACAGCTACG
GTAAAAACAGATGGAAATAAGATTACGG
TTACAGACAGAGCCGGATTTGAGATGTC
ATTTCTTGCTCGATGCAGGTTATACGGGT
AAGCTGGATTTTGATGTCACGGATATCG
GAACGATGGCACTTCATATTGGAGCAAA
TCAGGATCAGGAAACAAGAGTGCGTAT
TCCGGAGGTTTCCTGCAAGAGCCTTTAC
ATTGATGATGCAGACGTCGACGACTGTAA
ATGGAGCAGGCAGAGGTATCACACAGT
TTGACGATGCCATTTCAAAGGTCAGTGA
AGTGCGTTCAAGACTTGGTGCATACCA
GAATCGTCTTOAGAGTACGGTATCAAGC
CTGGATACGTTTGAAGAAAATATGACAG
CAGCCCACGTCACGACTBACAGATGOGG
ATATGGCATCGGAAATGACAGATTATAC
ACATCAGAATGTATTAAATCAGGCAGCA
ATCTCTGT GACACAGBCAAACGATC
TGCCACAGCAGGTATTGCAGATTCTGCA
GTAA

SEQID 6

MRINYNVSAAIANKHLLGIEDNLS
ASMERLESCGLKINHSKDNPAGM
AISNKMKAQIDGLNRASQNASD
GISVIQIADGALSETTSILGRMRE
L SVQAASDATMTPADKEAIQKE!
TSLKDEVDRISTDTEYNSKTLLD
GSLDTRVYTKNATRVDISDHVKA
GQYQLBIDTAATQAGPVTANQN
YNSTAPVGASGTMSINGSKVEIE
AADTYAEAFEKIRNAAETGETTY
KIEKNGALSFTAEQYGMSSILEIA
FDOKQLANALGFTADGGNSVVE

DPENKGSYVYGQIONGKVIVPS
GTDAEVTLTKPSOGTGFGDTAT
VYKTODGNKITYTDRAGFEMSFLAD
AGYTGKLDFDVTDIGTMALHIGA
NEDQETRVRIPEVSCKSLYIDDA
DVTTYNGAGRGITQFDDAISKVS
EVRSRLGAYQNRLESTVSSLDTF
EENMTGAQSRLTDADMASEMT
DYTHQONVLNQAAISVLTQANDLP
Q

Rosebu
ria
intestin
alis L1-
82
(fla2)

RiFla2 o
RIFla2 o
Ri2 o
RI2

SEQID

ATGGTAGTTAATCATAATATGGCATTGA
TCTGTGAGAGTAGACAGTTACGATGTAA
TGTGAAGAACATGGAGAAGTCTTCAAAA
AAGCTGGCAACAGGTTATAAATTGLTTG
GAGCAAATGATGATGCAGCAGGATTAC
AGATATCAGAAACCATGCGTCATCAGAC
CAGAGGTCTTAACAAAGCATCCAGAAAT
TCGCAAGATGGAATTAGTATGCTGCAGA
CAGCAGATCCAGCATTACAGGAGACAC
AGGAAGTGETTGGATCGAATGACGGATC
TGACAACACAGGCAGCTAATGATATCAA
TACGGATGCGGATCETCCTGCAATTCA
GGATGAAATCGATCAGTTAAATCAGGAA
GTGGATCGTATTGCATATACGACGAATT
TTAATCAGCAGTATATATTAGCGGATGG
AACTCCGCAGGUAAGACCAGGATACTA
TATGATACAGACAGGAAGTCTIGCGRE
ACAGGGAATACAGATTAAGTTTGTTAAT
GCGAGCAMAGAGAGCTTGGGTETEGGAC
AAGGTTGATGTATCATCGCATGCAAAAG
CGACAGAATCTATAGCAGTGGTACAGAA
TGCAATTGAAAAGGCAGCTTCGTTTAGA
GATACATTTGGGGCACAACAGGAGCGG
TTAGAACACGCATTGCGTGGAACGGAT
AATACATCAGAAAGTACACAGAGGGCA
GAATCAAGTAGACGCGATACCGAACATGA
ATATGGAGATGGTACAATATTCTACAAA
CCGTATTTTAGTACAGGCATCTCAGAGT
ATTTTAGCACAGTACAATGATGATGCAA
AATATCTCTTGCAAATCTTAAAATAG

SEQID 8

MVVNHNMALICESRQLRCNVKN
MEKSSKKLATGYKLLGANDDAA
GLAISETMRHQTRGLNKASRNS
QDCISMLQTADAALQETQEVLD
RMTOLTTQAANDINTDADRRAIQ
DEIDQLNQEVDRIAYTTNFNQQY
ILADGTPQARPGYYMIQTGSLAG
QGIEIKFVNASKESLGYDKVDVS
SHAKATESIAVVQNAIEKAASFR
DTFGAQQERLEHALRGTDNTSE
STQRAESSRRDTNMNMEMVQY
STNRILVQASQSILACYNDDAKY
VLEMLKQVLQILQ
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(continuacion)

Bacteri

a y
cepa

Abreviat
ura

Secuenc
ia de
nucleoti
dos ID

Secuencia de nucledtidos

Secuenci
a de
aminoaci
dos ID

Secuencia de aminoacidos

Rosebu
ria
intestin
alis L1-
82
(fla3)

RiFla3 o
RIFla3 o
Ri3 o
RI3

SEQID
9

ATGGTAGTACAGCACAATATGACCGCAA
TCAATGCGAACACGAATGTTAGGCGTTAC
AACAAGCGCACAGGCAAAATCTTCAGA
GAAATTATCTTCTGGTTACAGAATCAAC
CGTGCAGGTGATGACGCTGCTGGTITA

SEQ ID
10

MVVQHNMTAMNANRMLGVTTS
AQAKSSEKLSSGYRINRAGDDA
AGLTISEKMRSQIRGLNKASDNA
QDGISLIQVAEGALSETHSILQRM
NELATQAANDTNTTADRGAIQDE

ACAATTTCTGAGAAGATCAGAAGCCAGA
TCCOTGGATTAAACAAAGCTTCTGACAA
COCACAGGATGGTATTTCCTTAATCCAG
CTTGCTGAGGGTGCATTATCTGAGACA
CATTCTATCTTACAGCGTATGAATGAGT
TAGCTACTCAGGCTGCTAACGATACCAA
TACAACTGCTGATAGAGGAGUTATTCAG
GATGAGATCAACCAGTTAACATCTGAGA
TTAACAGAATCTCTTCTACAACTCAGTTC
AATACTCAGAACCTCATCGATGGTACAT
TCGCAAATAAAAACCTTCAGGTTGGTTC
TATCTGTGGACAGAGAATTACTGTTTCT
ATCGACAGTATGTCTGCTGGTAGCTTAA
ATGTATCTGCTAACTTAGTAAAGGTTAA
CACTTTCAGTGCAGCAGGTGAAGCAAT
GTCCAATATTCAGGGTBCTATTTCTGCA
ATTTCTACACAGCGTTCTTACTTAGGAG
CTCTTCAGAATCGTCTGGAGCATACAAT
CTCCAACTTGGACAACATTTCTGAGAAT
ACTCAGTCTGCTGAATCTCGTATCCGTG
ATACAGATATGGCTGAAGAGATGGTTAC
TTACAGCAAGAACAATATTCTTGCTCAG
GCAGGACAGTCTATGCTTGCTCAGGCT
AACCAGTCTACTCAGGGTGTACTTTCTC
TGTTACAGTAA

INQLTSEINRISSTTQFNTQNLID
GTFANKNLQVGSICGQRITVSID
SMSAGSLNVSANLVKVNTFSAA
GEAMSNIQGAISAISTARSYLGA
LOGNRLEHTISNLDNISENTQSAE
SRIRDTDMAEEMVTYSKNNILAQ
AGQSMLAQANGQSTQGVLSLLQ

Rosebu
ria
intestin
alis L1-
82
(flad)

RiFla4 o
RIFla4 o
Ri4 o
Ri4

SEQID
11

ATGGCAATGGTAGTACAGCACAACATGT
CCGCAATGAATGCGAACAGAAATTTAGG
TGTTACAACAGGAATGCAGGCAAAATCA
TCAGAGAAGTTATCTTCCGGTTACAAGA
TCAACCGTGCAGCAGATGATGUABCAG
GACTTTCTATTTCTGAGAAGATGAGAAG
CCAGATCCGCGGTTTAAATARAGCATCT
GACAATGCACAGGATGCTATCTCTTTAA
TCCAGACCGCTGAGGGAGCATTAAATG
AGTCCCACTCTATTTTACAGAGAATGAG
AGAGTTATCCGTACAGGCAGCUAACGE
TACAGAGACAGATGACGACCGCBAGGC
AGTACAGAACCAGGTTTCCCAGTTACAG
GAAGAGCTGACAAGAATTTCTGAGACAA

SEQID
12

MAMVVQHNMSAMNANRNLGYT
TGMQAKSSEKLSSGYKINRAAD

DAAGLSISEKMRSQIRGLNKASD
NAQDGISLIQTAEGALNESHSILQ
RMRELSVQAANGTETDDDREAV
QNEVSQLQEELTRISETTEFNTM
KLLDGSQSGSTSSTGSGPRFGY
VDATLDGALVTSNVKGIKVATAA

ATTTKAGQETAIWAADGKTLTLN
LSKNKVYTQDEIDDLIANAKQED

SCATGAPAEVKVSLKNGIFNADA
DTTAGTVTAGGVKAVSDEGTVT

GFVGADTISFTANKYGAEFNDTY
FKFKFDKAAGKEEVETNTAIEIDG

CAGAGTTCAACACGATGAAGCTGLTGG
ATGGTTCTCAGAGTGGAAGTACATCTTC
AACCGGGTCAGGTCCBAAGTTTGETET
TGTAGATGCAACATTAGACGGTGCACTT
GTAACATCTAACGTGAAAGGTATTAAAG
TAGCAACAGCAGCTGCCACAACAACAA
AGGCAGGTCAGGAGACTGCTATCTGGG
CTGCTGATGGAAAGACATTAACTTTAAA
TCTTTCGAAAAATAAGGTATATACACAC
GACGAAATTCATGACTTGATCGCAAATG
CAAAPCAGGAAGACAGTTCTGCAACGS
GTGCACCGGCTGAAGTBAAAGTATCTTT
AAAGAATGGTATTTTTAATGCAGATGCA
GACACAACTGBCCGGAACTETAACAGCC
GGTGOTCTGAAGGCAGTATCTGATGAA
GGAACAGTAACTGGATTTGTTGGTGCA
GATACAATTTCATTTACGGCAAATAAGT
ATGGAGCAGAGTTCAATGATACTGTATT
TAAATTCAAATTTGATAAGGCAGCAGGE
AAAGAAGAAGTAGAGACAAATACAGCAA
TTGAAATTGATGGAGCAAATGCGGTAAC
AGCAGGTGAATATACAATTCATCTTGCA
GCAGGCAAAGAATATACGGCAGAAGAT
TTAGAAGATGTTCTTAAAACGGCAGGAT
TCGACTTTGATGTTASATTAAGTGGAAA
TACACCAGATGAGCCAAATACTTTATTT
GCAACCAGTGGCGLUATCAACTGTCACT
GATATTACAATGGGTGCTGGCACCGCC
GGAGCTGGTCTTGGAAGTACAGATGCT
ATCTGGGGGCAAGCTGETTATGACAGT
TATCTTCTGGTGCTOGCATTACCTTGCA
GATTGGTGCAAATGAAGETCAGACCAT
GAGTTTCTCTATCGATGACATGAGTECA
AGAGCACTTGBCGTAGATGGCAACAAA
GTTGATTTAAGCACACAGGCTGGCGCA
CAGAAAGCAACTGATACCATTGATGCAG
CAATCAAGAAAGTATCTGCACAGCGTG
GTAGAATGGGTGCGATCCAGAACCETC
TGGAGCACACCATCAGCAACCTTGATAL

ANAVTAGEYTIHLAAGKEYTAED
LEDVLKTAGFDFDVKLSGNTPDE
PNTLFATSGASTVTDITMGAGTA
GAGLGSTDAMWGQAGYDSVSS
GAGITLQIGANEGQTMSFSIDDM
SARALGVDGNKYDLSTQAGAQK
ATDTIDAAIKKVSAQRGRMGAIQ
NRLEHTISNLDTAAENTQTAESRI
RDTDMAEEMVEYSKNNILAQAG
QSMLAQANQSTQGVLSLLQ
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(continuacion)

Bacteri | Abreviat | Secuenc | Secuencia de nucledtidos Secuenci | Secuencia de aminoacidos
a y | ura ia de a de
cepa nucleoti aminoaci

dos ID dos ID

AGCAGCAGAGAATACCCAGACTGLAGA
GTCCCGTATCCGTGATACAGATATGGCA
GAAGAGATGGTTGAGTACTCCAAGAAL
AACATTCTTGCACAGGCAGGTCAGTCTA
TACTTGCACABGCGAACCAGTCTACAC
AGGGTGTACTCTCCTTATTACAGTAA

Tabla B - resumen de los numeros de accesion para flagelina Roseburia descrita en este documento.

Bacterias y cepa Abreviatura Genoma o numero | Numero de | Numero de
de accesion de gen | accesion de | accesion de
proteina proteina
(GenBank) (Secuencia de
referencia NCBI)
Roseburia RhFlaA1 o | DQ789140.1 ABI48297 .1 ABI48297.1
hominis  A2-183 | RHFlaA1 o]
(fla 1) RhFla1 o RHFla1
o Rh1 0 RH1
Roseburia RhFlaA2 o | DQ789141.1 ABI48298.1 ABI48298.1
hominis  A2-183 | RHFIaA2 o)
(fla 2) RhFla2 o RHFla2
0 Rh2 o RH2
Roseburia RiFlaA1 o | ABYJ02000009.1 EEV02820 WP_006855378
intestinalis L1-82 | RIFlaA1 o RiFla1
(fla 1) o RIFla1 o Ri1 o
RI1
Roseburia RiFla2 o RIFla2 o | ABYJ02000032.1 EEV02466 WP_006855745
intestinalis L1-82 | Ri2 o RI2
(fla 2)
Roseburia RiFla3 o RIFla3 o | ABYJ02000104.1 EEV00779 WP_006857364
intestinalis L1-82 | Ri3 o RI3
(fla 3)
Roseburia RiFla4 o RIFla4 o | ABYJ02000202.1 EEU99488 WP_006858703
intestinalis L1-82 | Ri4 o RI4
(fla 4)

Modulacién/regulacién
[0136] Los términos "modulacién” y "regulacion” se pueden usar indistintamente en el presente documento.

[0137] En una realizacion, el término "modulaciéon” se refiere a un aumento y/o la induccion y/o la promocion
y/o activacion. En una realizacion alternativa, el término "modulacién” se refiere a una disminucion y/o reduccion y/o
inhibicion.

[0138] En una realizacion, el término "regulacion” se refiere a una regulacion al alza. En una realizacion alternativa,
el término "regulacion” se refiere a una regulacion a la baja.

[0139] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o polipéptido de Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtidos que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido de Fla (como FlaA1 o FlaA2), ylo
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), reduce la inflamacion de un tejido
0 un érgano.

[0140] Por ejemplo, se reduce la inflamacion del tubo digestivo o parte del mismo (tal como el intestino grueso).
[0141] EI término "inflamacién", como se usa aqui se refiere a uno o mas de los siguientes: enrojecimiento,

hinchazoén, dolor, ternura, calor, y la funcion de un tejido u érgano perturbado debido a un proceso inflamatorio
provocado por la sobre-reaccién del sistema inmune.
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[0142] Una reduccion en la inflamacién en un sujeto se puede determinar mediante la determinacion de los niveles
de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias en el tejido, suero y/o muestras de heces en un sujeto antes, y después,
la flagelina Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucledtido que codifica
dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia
de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por ejemplo, los niveles de uno o mas de los siguientes
pueden ser monitoreados: IL-1, IL-4, IL5, IL6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-17, IL-21, IL- 22, IL23, TNFa, IFNy, CXCLA1,
CXCL10, CCL2, suero CCL20 y calprotectina fecal, proteinas de union a calcio SA1009/SA1008, y los interferones
tipo 1, marcadores CD tales como CD163, CD14, factores de transcripcion inflamatorios tales como NF-kB, STAT, y
MAPKinasas, proteina C-reactiva (CRP), la velocidad de sedimentacion de eritrocitos (ESR), proteinas del
complemento, albumina sérica, la evaluacion histolégica de los tejidos y 6rganos diana, indices de actividad de la
enfermedad. Ademas, en los estudios de la calidad de vida humana (CdV) cuestionarios pueden llevarse a cabo
antes de, y después de, la flagelina Roseburia, y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0143] En una realizacion, la cantidad de un tejido u 6rgano que se inflama en un sujeto es al menos 10%, 20%,
30%, 40% o 50% menor en comparacion con la cantidad de tejido u érgano que es inflamado en un sujeto antes de
la flagelina Roseburia, y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica
dicha flagelina Roseburia ylo polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0144] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtidos que codifica la flagelina Roseburia y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), reduce la inflamacion por las células epiteliales del tejido
o el érgano.

[0145] Por ejemplo, las células epiteliales son células epiteliales del canal alimentario o parte del mismo (tal como el
intestino grueso).

[0146] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucleétidos que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotidos, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o |la especie bacteriana Roseburia intestinalis), aumenta la produccion de células T en un sujeto.

[0147] En una realizacion, las células T son células T reguladoras (también conocidas como células T reguladoras),
tales como células T reguladoras capaces de expresar Tir5 (receptor 5 de tipo Toll).

[0148] Sin desear estar vinculado por la teoria, un aumento en los nimeros de Treg combatira los efectos de otras
células T efectoras (también denominadas Teffs), tales como Th1, Th17 y Th2 que impulsan la inflamacion, la
autoinmunidad y condiciones alérgicas/atopicas. Por lo tanto esta propiedad de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica la flagelina Roseburia y/o el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas
Roseburia intestinalis), pueden ser explotadas para abordar muchas enfermedades en las que se pierde el equilibrio
de células Teff/Treg, por ejemplo, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

[0149] En una realizacion, la produccién de células T en un individuo se incrementa de tal manera que hay al menos
10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas células T, o mayor que 100% mas células T, cuando se compara con el nimero
de células T en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la
secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0150] El término "sistema inmune" como se usa en el presente documento puede referirse al sistema inmune
adaptativo y/o el sistema inmune innato.
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[0151] En un aspecto, la invencion se refiere a la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o la secuencia de polinucleétido que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), para su uso en la regulacion del
sistema inmune adaptativo de un sujeto.

[0152] Tal como se utiliza aqui, el término "sistema inmune adaptativo”, también conocido como el "sistema inmune
especifico” se refiere a células sistémicas altamente especializadas y procesos que eliminan o impiden el
crecimiento patégeno. La respuesta inmune adaptativa proporciona el sistema inmune de los vertebrados, con la
capacidad de reconocer y recordar patégenos especificos (para generar inmunidad), y montar ataques mas fuertes
cada vez que se encuentra el patégeno.

[0153] Tal como se utiliza aqui, el término "regulacion del sistema inmune adaptativo" significa la induccion de la
actividad del sistema inmune adaptativo, y/o la promocion de mecanismos homeostaticos inmunes aumentando el
nivel de actividad en relaciéon con el nivel basal de actividad. Preferiblemente, el sistema inmune adaptativo es
modulado hacia la regulacion inmune (y no la activacion inmune, reduciendo, por tanto, la inflamacion).

[0154] Los defectos y trastornos asociados con el sistema inmune adaptativo, particularmente relacionado con la
funcion de las células T, se asocian con muchas enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Las respuestas de
células T asociadas con Th1, Th2 y Th17 estan asociadas con enfermedades atdpicas, inflamatorias y autoinmunes.
Terapias que mejoran o incrementan poblaciones de células T reguladoras (Tregs) son importantes en el control de
enfermedades impulsadas por respuestas de células excesivas Th1, Th2 y Th17.

[0155] Otro aspecto de la invencion se refiere a la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o la secuencia de polinucleétido que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o la
célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para su uso en la regulacion del
sistema inmune innato de un sujeto.

[0156] Como se usa en este documento, el término "sistema inmune innato”, también conocido como el sistema
inmune no especifico, comprende las células y los mecanismos que proporcionan el huésped con la defensa
inmediata contra la infeccidon por otros organismos de una manera no especifica. Esto significa que las células del
sistema innato reconocen y responden a los patégenos de forma genérica, pero a diferencia del sistema inmune
adaptativo, no confiere inmunidad de larga duracién o de proteccion al huésped.

[0157] Tal como se utiliza aqui, el término "regulacién del sistema inmune innato" significa la induccion de la
actividad del sistema inmune innato, y/o aumentando el nivel de actividad en relacién con el nivel basal de actividad
de tal manera que promueve la homeostasis inmune.

[0158] La pérdida o la desregulacién de la funcidén inmune innata, ya sea debido a la pérdida de la barrera epitelial,
péptidos inmunes innatos tales como defensinas, quimiocinas y citocinas o la sefializacion de TLR defectuoso estan
asociadas con un mayor riesgo de enfermedades inflamatorias, en varios 6érganos del cuerpo, incluyendo el
intestino. Tales enfermedades incluyen la enfermedad inflamatoria intestinal.

[0159] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), restaura la tolerancia inmunologica.

[0160] Tal como se utiliza aqui, el término "tolerancia inmunolégica" se refiere al proceso mediante el cual el sistema
inmune no ataca a un antigeno tal como un auto-antigeno.

[0161] Tal como se utiliza aqui, el término "restauracion de la tolerancia inmunoldégica” se refiere a una restauracion
de la tolerancia inmunolégica a uno o mas antigenos (tales como un auto-antigeno) en un sujeto tal que el nivel de
tolerancia inmunoldgica al antigeno es mas alto cuando se compara con los niveles en un sujeto antes de la flagelina
Roseburia, ylo el polipéptido Fla (tales como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucledtido que codifica dicha
flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0162] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
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vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), activa las células dendriticas y/o células epiteliales.

[0163] Tal como se utiliza aqui, el término "activa las células dendriticas" se refiere a una regulacién de una o mas
células marcadoras (tales como marcadores I-A/I-E celulares, CD80 y CD86 y CD40) y/o un aumento en la
producciéon de una o mas citoquinas (tales como IL-10 y TGF) por células (tales como células dendriticas) en un
sujeto en comparacion con los niveles en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como
FlaA1 o FlaA2), y/o la codificacion de secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla
(como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula
huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales
como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al
sujeto.

[0164] EI término "IA/IE" tal como se utiliza aqui, se refiere a los marcadores celulares de MHC de clase Il.

[0165] CD40 tiene un papel esencial en la inmunidad, y es una de las moléculas coestimuladoras mejor
caracterizadas. Este receptor, un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral, se expresa por
las células presentadoras de antigeno profesionales, tales como células dendriticas. CD40 se une a su ligando
CD40L, que se expresa transitoriamente en células T y otras células no inmunes en condiciones inflamatorias.

[0166] CD40L es un ejemplo de un marcador de células T. CD3, CD4, CD25, FoxP3, CTLA-4, Ly6G y CD11b son
ejemplos adicionales de marcadores de células T.

[0167] CD80 y CD86 se expresan en células presentadoras de antigeno (tales como células dendriticas) y son
necesarias para el desarrollo y la coestimulacion de respuestas de células T. Las moléculas de CD28 y CTLA-4 en
las células T sirven como receptores para los antigenos coestimuladores CD80 y CD86.

[0168] CD3, CD4, CD25, FoxP3, CTLA-4, Ly6G y CD11b son ejemplos de marcadores de células T reguladoras de
colon.

[0169] Sin desear estar vinculado por la teoria, el agotamiento de Ly6G (por ejemplo Ly6g6c y ly6g6e) aumenta el
riesgo de infeccion, tracto tanto intestino como respiratorio y se asocia con enfermedades tales como la neutropenia.
Por lo tanto, en una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia
de polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), es para uso en el tratamiento de
neutropenia.

[0170] Otro aspecto de la invencion se refiere a la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o
FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho
vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las
especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), para su uso en el
mantenimiento de la homeostasis inmune en un sujeto. Tal como se usa en el presente documento "mantenimiento
de la homeostasis inmune" se refiere a la auto-regulacion del sistema inmunoldgico del cuerpo para mantener la
tolerancia oral o estabilidad inmune en respuesta a las condiciones cambiantes. La tolerancia oral se refiere a las
respuestas inmunes normales a bacterias de los alimentos y comensales en un intestino sano. Estos se pierden en
la enfermedad celiaca y enfermedades inflamatorias del intestino tales como la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa. Asi, en un aspecto, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), es para uso en el tratamiento de
la enfermedad celiaca y enfermedades inflamatorias del intestino tales como enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa.

[0171] En una realizacion, el nimero de un marcador celular en la célula de un sujeto esta regulado de tal manera
que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas del marcador celular en la célula, o mayor que 100% mas del
marcador de células en la célula, cuando se compara con el numero del marcador de células en la célula del sujeto
antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que
codifica dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis,
o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas o alternativamente, el nimero de
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células en un sujeto que tiene el marcador de células se incrementa de tal manera que hay al menos 10%, 20%,
30%, 40% o 50% mas de células que tienen el marcador de células, o mayor que 100% mas de células que tienen el
marcador de células, cuando se compara con el nimero de células con el marcador de células en el sujeto antes de
la flagelina Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica
dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia
de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0172] En un aspecto, las células son células T.
[0173] En otro aspecto, las células son células del tubo digestivo (tales como las células del intestino).

[0174] En un aspecto adicional, las células son del colon y/o pequefias células reguladoras T intestinales y pueden
ser positivas para CD4 o CD8.

[0175] En un aspecto, el marcador de células es un marcador de células T. En otro aspecto, el marcador de células
es un marcador de células T del colon.

[0176] Los marcadores que son de tipo I-A/I-E son ejemplos de un marcador de células. CD40 es otro ejemplo de un
marcador de células encontrado en las células dendriticas.

[0177] En una realizacion, el nivel de una citocina en un sujeto se incrementa de tal manera que el nivel de
citoquinas es al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas alto, o mayor que 100% mas alto, cuando se compara al
nivel de citoquinas en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la
secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector,
y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0178] Los ejemplos de células dendriticas incluyen células dendriticas de médula ésea y células dendriticas de la
mucosa intestinal.

[0179] Tal como se utiliza aqui, el término "activa las células epiteliales" se refiere a un aumento en la expresion de
uno o mas genes proinflamatorios por las células epiteliales en un sujeto cuando se comparan con los niveles de
expresion en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia
de polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0180] El término "gen pro-inflamatorio" tal como se utiliza aqui se refiere a un gen que, cuando se expresa,
promueve inflamacion. Ejemplos de genes pro-inflamatorios incluyen genes que codifican pero no limitan IL1-(3, L4,
IL5, IL6, IL8, IL12, IL13, IL17, IL21, IL22, IL23, IL27, IFNy, CCL2, CCL3, CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL10, CXCL12,
CXCL13, y TNF-a.

[0181] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledétido que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), regula al alza la produccion de una citoquina.

[0182] El término "regula al alza la produccion de una citoquina" tal como se utiliza aqui, se refiere a un aumento en
el nivel de una citocina en un sujeto en comparacion con el nivel de la citoquina en un sujeto antes de la flagelina
Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha
flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0183] En una realizacion, el nivel de la citoquina se incrementa de tal manera que el nivel es de al menos 10%,
20%, 30%, 40% o 50% mas alto, o mayor que 100% mas alto, en comparacion con el nivel en el sujeto antes de la
flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica
dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis,
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o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0184] En otra realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), regula al alza la produccion de IL-10 y/o TGFp.

[0185] EI término "regula al alza la produccién de IL-10", como se usa aqui, se refiere a un aumento en el nivel de
IL-10 en un sujeto en comparacién con el nivel de IL-10 en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o la célula
de huésped que comprende dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido,
y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), se administra al sujeto.

[0186] En una realizacion, el nivel de IL-10 se incrementa de tal manera que el nivel es de al menos 10%, 20%,
30%, 40% o 50% mas alto, o mayor que 100% mas alto, cuando se compara con el nivel en el sujeto antes de la
flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica
dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucleotido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis,
o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0187] En algunos aspectos, IL-10 es producida por células dendriticas tales como células dendriticas derivadas de
médula ésea y células dendriticas de la mucosa intestinal en subconjuntos particulares CD103 +.

[0188] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o la secuencia de polinucleétido que
codifica la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucleotido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis,
o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), regula al alza los marcadores de superficie celular de produccion
involucrados en la respuesta inmune y el reconocimiento del antigeno en una célula o células de un sujeto.

[0189] Los ejemplos de marcadores de superficie celular que participan en la respuesta inmune y el reconocimiento
de antigenos incluyen CD40, IA/I- E, CD317/BST-2, CD103, CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H y/o las especies
equivalentes.

[0190] Se puede referir a marcadores de superficie celular (por ejemplo CD317/BST-2) por diferentes nombres en
diferentes especies o el marcador de superficie celular puede todavia no haberse identificado en las células de una
especie en particular. El término "especie equivalente" tal como se utiliza en este documento abarca estos
marcadores de superficie celular.

[0191] El término "regula al alza la produccion de CD40", como se usa aqui, se refiere a un aumento en el nivel de
CD40 en un sujeto en comparacion con el nivel de CD40 en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, yl/o el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas
Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por ejemplo, el nimero de células que llevan el marcador de células
CD40 se incrementa y/o se aumenta el nimero de marcadores CD40 en una célula.

[0192] En una realizacion, los nimeros del marcador de células CD40 en la célula de un sujeto estan regulados de
tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas del marcador de células en la célula, o mayor que
100% mas del marcador de células en la célula, cuando se compara con el nimero del marcador de células en la
célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas o
alternativamente, el nimero de células en un sujeto que tiene el marcador de células CD40 se incrementa de tal
manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de células que tienen el marcador de células, o mayor
de 100% mas de células que tienen el marcador de células, en comparacion con el nimero de células con el
marcador de células en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la
secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector,
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y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0193] El término "regula al alza la produccion de I-A/I-E" tal como se utiliza aqui, se refiere a un aumento en el nivel
de I-A/I-E en un sujeto en comparacion con el nivel de I-A/I-E en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo el
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas
Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por ejemplo, el nimero de células que portan uno o mas marcadores
de células I-A/I-E se incrementa y/o se aumenta el nimero de marcadores de células I-A/I-E en una célula.

[0194] En una realizacion, los numeros de los marcadores de células I-A/I-E en la célula de un sujeto estan
regulados de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de los marcadores celulares I-A/I-E en
la célula, o mayor que 100% mas de marcadores de células I-A/I-E en la célula, cuando se compara con el nimero
de marcadores de células I-A/I-E sobre la célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla
(como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido
Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la
célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia
(tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se
administra al sujeto. Ademas o alternativamente, el nimero de células en un sujeto que tienen marcadores de
células I-A/I-E se incrementa de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas células que tienen
marcadores de células I-A/I-E, o mayor que 100% mas de células que tienen marcadores de células I-A/I-E, cuando
se compara con el nimero de células con marcadores de células I-A/I-E, en el sujeto antes de la flagelina Roseburia,
y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la codificacién de secuencia de dicho polinucleétido de flagelina
Roseburia y/o dicho Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0195] EI término "regula al alza la produccion de CD317/BST-2", como se usa aqui, se refiere a un aumento en el
nivel de CD317/BST-2 en un sujeto en comparacion con el nivel de CD317/BST-2 en un sujeto antes de la flagelina
Roseburia, ylo el polipéptido Fla, y/o la secuencia de polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o el
polipéptido Fla, y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula
huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales
como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al
sujeto. Por ejemplo, el nimero de células que portan uno o mas marcadores de células CD317/BST-2 se incrementa
y/o el nimero de marcadores de células CD317/BST-2 en una célula es mayor.

[0196] En una realizacion, los nimeros de los marcadores de células CD317/BST-2 en la célula de un sujeto estan
regulados de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de los marcadores de células CD317/-
BST-2 en la célula, o mas que 100% de marcadores de células CD317/BST-2 en la célula, cuando se compara con
el numero de marcadores de células CD317/BST-2 en la célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla, y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla,
y/o que comprende el vector de dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho
vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las
especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.
Ademas o alternativamente, el numero de células en un sujeto que tienen marcadores de células CD317/BST-2 se
aumentan de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas células que tienen marcadores
celulares CD317/BST-2, o mas que 100% mas de células que tienen marcadores de células CD317/BST-2, cuando
se compara con el nimero de células con marcadores de células CD317/BST-2 en el sujeto antes de la flagelina
Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha
flagelina Roseburia y/o dicho Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0197] EI término "regula al alza la produccion de CD103" tal como se utiliza aqui, se refiere a un aumento en el
nivel de CD103 en un sujeto en comparacion con el nivel de CD103 en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o
el polipéptido Fla, y/o la codificacion de secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o el polipéptido
Fla, y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho
vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las
especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por
ejemplo, el nimero de células que llevan uno o mas marcadores de células CD103 se incrementa y/o se aumenta el
numero de marcadores de células CD103 en una célula.
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[0198] En una realizacion, los nimeros de los marcadores de células CD103 en la célula de un sujeto estan
regulados de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de marcadores de células CD103 en la
célula, o mas que 100% de marcadores de células CD103 en la célula, en comparaciéon con el numero de
marcadores de células CD103 en la célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o la
codificacion de secuencia de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla, y/o que
comprende el vector de dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo dicho vector la célula huésped, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas o
alternativamente, el nimero de células en un sujeto que tienen marcadores de células CD103 se incrementa de tal
manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de células que tienen marcadores de células CD103, o
mas que 100% mas de células que tienen marcadores de células CD103, cuando se compara con el numero de
células con marcadores de células CD103 en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como
FlaA1 o FlaA2), y/o codificando la secuencia de polinucledtido dicha flagelina Roseburia y/o dicho Fla (como FlaA1 o
FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo dicho vector la célula
huésped, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las
especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0199] EI término "regula al alza la produccion de CD80" tal como se utiliza aqui, se refiere a un aumento en el nivel
de CD80 en un sujeto en comparacion con el nivel de CD80 en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla, y/o la codificacion de secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla,
y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector,
y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por ejemplo,
el ndmero de células que portan uno o mas marcadores de células CD80 se incrementa y/o se aumenta el nimero
de marcadores de células CD80 en una célula.

[0200] En una realizacion, los nimeros de los marcadores de células CD80 en la célula de un sujeto estan
regulados de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de marcadores de células CD80 en la
célula, o mas que 100% mas de marcadores de células CD80 en la célula, en comparaciéon con el nimero de
marcadores de células CD80 sobre la célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o la
codificacion de secuencia de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla, y/o que
comprende el vector de dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo el vector dicha célula huésped, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas o
alternativamente, el nimero de células en un sujeto que tienen marcadores de células CD80 se incrementa de tal
manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas células que tienen marcadores de células CD80, o mas
que 100% mas de células que tienen marcadores de células CD80, en comparacion con el numero de células con
marcadores de células CD80 en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o
FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector,
y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleédtido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0201] El término "regula al alza la produccion de CD86" tal como se utiliza aqui, se refiere a un aumento en el nivel
de CD86 en un sujeto en comparacion con el nivel de CD86 en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla, y/o la codificacion de secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla,
y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector,
y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por ejemplo,
el nimero de células que portan uno o mas marcadores de células CD86 se incrementa y/o se aumenta el nimero
de marcadores de células CD86 en una célula.

[0202] En una realizacion, los nimeros de los marcadores de células CD86 en la célula de un sujeto estan
regulados de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de marcadores de células CD86 en la
célula, o mas que 100% mas de marcadores de células CD86 en la célula, en comparaciéon con el nimero de
marcadores de células CD86 en la célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o
codificando la secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla, y/o comprendiendo
el vector dicha secuencia de polinucleoétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas o alternativamente, el
numero de células en un sujeto que tienen marcadores de células CD86 se incrementa de tal manera que hay al
menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas células que tienen marcadores de células CD86, o mas que 100% mas
células que tienen marcadores de células CD86, en comparacion con el nimero de células con marcadores de
células CD86 en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o la secuencia de polinucleétido
que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho Fla, y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledétido,
y/lo comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de
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polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0203] El término "regula al alza la produccion de CD83" tal como se utiliza aqui, se refiere a un aumento en el nivel
de CD83 en un sujeto en comparacion con el nivel de CD83 en un sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla, y/o codificando la secuencia de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla, y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por ejemplo,
el ndmero de células que portan uno o mas marcadores de células CD83 se incrementa y/o se aumenta el nimero
de marcadores de células CD83 en una célula.

[0204] En una realizacion, los nimeros de los marcadores de células CD83 en la célula de un sujeto estan
regulados de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de marcadores de células CD83 en la
célula, o mas que 100% mas de marcadores de células CD83 en la célula, en comparaciéon con el nimero de
marcadores de células CD83 sobre la célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o
codificando la secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla, y/o comprendiendo
el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucleotido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia
hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas o alternativamente, el
numero de células en un sujeto que tienen marcadores de células CD83 se incrementa de tal manera que hay al
menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas células que tienen marcadores de células CD83, o mas que 100% mas de
células que tienen marcadores de células CD83, en comparacion con el nimero de células con marcadores de
células CD83 en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o codificando la secuencia de
dicho polinucledtido de flagelina Roseburia y/o dicho Fla, y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0205] EI término "regula al alza la produccion de Siglec-H" tal como se utiliza aqui, se refiere a un aumento en el
nivel de Siglec-H en un sujeto en comparacion con el nivel de Siglec-H en un sujeto antes de la flagelina Roseburia,
y/o el polipéptido Fla, y/o codificando la secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o el polipéptido
Fla, y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho
vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las
especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Por
ejemplo, el nimero de células que llevan uno o mas marcadores de células Siglec-H se incrementa y/o se aumenta
el niumero de marcadores de células Siglec-H en una célula.

[0206] En una realizacion, los nimeros de los marcadores de células Siglec-H en la célula de un sujeto estan
regulados de tal manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas de de marcadores de células Siglec-H
en la célula, o mas que 100% mas de marcadores de células Siglec-H en la célula, cuando se compara con el
numero de marcadores de células Siglec-H en la célula del sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido
Fla, y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla, y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas o
alternativamente, el nimero de células en un sujeto que tienen marcadores de células Siglec-H se incrementa de tal
manera que hay al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas células que tienen marcadores de células Siglec-H, o
mas que 100% mas de células que tienen marcadores de células Siglec-H, en comparacién con el nimero de
células con marcadores Siglec-H de células en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla, y/o la
secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho Fla, y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la
especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0207] En algunos aspectos, la produccion de CD40 I-A/I-E, CD317/BST-2, CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H es por
las células dendriticas (tales como células dendriticas tolerogénicas CD103* expandidas en FLT3L.).

[0208] En una realizacion, la expresion de uno o mas genes de IFN de tipo | en una célula o células de un sujeto se
regula hacia abajo.

[0209] En una realizacion, el nivel de expresion de uno o mas genes IFN de Tipo | se reduce de tal manera que el
nivel es al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% menos en comparacion con el nivel en el sujeto antes de la flagelina
Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha
flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
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secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0210] Ejemplos de genes IFN de Tipo | incluyen, pero no se limitan a IFN-B1, IFN-B3, /fi202b, Ifi203, IFI44, IFTI,
MXI, OASI, OAS2, OASS3, IVSA, irf3y irf4.

[0211] En una realizacion, la expresion de uno o mas genes pro-inflamatorios en una célula o células de un sujeto se
regula hacia abajo.

[0212] En una realizacion, el nivel de expresion de uno o mas genes pro-inflamatorios se reduce de tal manera que
el nivel es de al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% menor en comparacion con el nivel en el sujeto antes de la
flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica
dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucleotido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis,
o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0213] EIl término "microbiota intestinal" tal como se utiliza aqui se refiere a microorganismos que viven en el tracto
digestivo de los animales huésped. Estos microorganismos realizan una amplia variedad de funciones metabdlicas,
estructurales, de proteccion y otras funciones beneficiarias.

[0214] Tal como se utiliza aqui, el término "mejorar microbiota intestinal" se refiere a aumentar el nimero y/o tipo de
microorganismos presentes en el intestino de un sujeto (por ejemplo, la huesped), y/o el aumento de la actividad de
dichos microorganismos en términos de sus funciones metabdlicas, estructurales, de proteccion y funciones
beneficiarias de otro tipo. Por ejemplo, los numeros (es decir, niveles) de bacterias de grupo Clostridium XIVa se
incrementan y los numeros de E. coli se reducen; tal mejora en microbiota intestinal puede ocurrir en sujetos con
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) una vez que la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o
FlaA2), y/o codificando la secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o dicha polipéptido Fla (como
FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula
huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (como
las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se ha administrado
al sujeto.

[0215] En una realizacion, el nimero de microorganismos presentes en el intestino de un sujeto (por ejemplo, el
huésped), se incrementa de tal manera que el nimero de microorganismos es por lo menos 10%, 20%, 30%, 40% o
50% mayor, o mas que 100% mas alto, en comparacion con el nivel en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o
el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o
dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas
Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas, o alternativamente, los tipos de microorganismos presentes
en el intestino de un sujeto (por ejemplo, el huésped), se aumentan de tal manera que hay al menos 5%, 10%, o
15% mas tipos de microorganismos en comparacion con los tipos en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el
polipéptido Fla (tales como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia
y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas
Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0216] Tal como se utiliza aqui, el término "regulacion del apetito” se refiere a la capacidad de modular (es decir,
aumento o disminucién) el deseo de un sujeto para comer comida.

[0217] En una realizacion, el apetito en el sujeto se estimula (es decir, se incrementa).

[0218] Sin desear estar vinculado por la teoria, la flagelina Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o codificando la secuencia de polinucledtido dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o
FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho
vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las
especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), ejerce un efecto
estimulante sobre el apetito de un sujeto mediante la regulacion negativa de la expresion de genes asociados con la
supresion de apetito (tales como los genes que codifican hormonas de la saciedad). Agt, Caript, Cck, Cxcl12 y Gcg
son ejemplos de genes asociados con la regulacion del apetito y la regulacion hacia abajo de uno o mas de estos
genes asociados con la supresion de apetito.

[0219] Cck y la Gcg son ejemplos de hormonas de la saciedad.
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[0220] En un aspecto, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleotidos, y/o Roseburia (tales como las especies de
bacterias Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), estimula el apetito en el sujeto tal
que el sujeto consume al menos 5%, 10%, o 15% mas de alimentos cuando se compara al sujeto antes de la
flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica
dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Hominis Roseburia,
o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto. Ademas, o alternativamente, la flagelina
Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha
flagelina Roseburia y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), estimula el apetito en el sujeto de tal manera que después de 1 mes de
administracion, el peso del sujeto es por lo menos 2%, 5%, o 10% superior en comparacion con el sujeto antes de la
flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (tales como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica
dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia
de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0221] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), reduce el nivel de
colecistoquinina (CCK) y/o de glucagén (GCG) en la sangre de un sujeto.

[0222] En un aspecto, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), ylo
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia infestinalis), reduce el nivel de
colecistoquinina (CCK) y/o de glucagén (GCG) en la sangre de un sujeto en al menos 5%, 10%, 15% o 20% en
comparacion con el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la
secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétidos, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector,
y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0223] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia de
codificacion de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), regula a la baja la expresion del
gen que codifica la colecistoquinina (CCK) y/o la expresion del gen que codifica glucagén (GCG) en una célula o
células de un sujeto.

[0224] En un aspecto, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), ylo
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), disminuye la expresion del gen
que codifica la colecistoquinina (CCK) de tal manera que el nivel de expresion es al menos 5%, 10%, 15% o 20%
menor en comparacion con el nivel de expresion en el sujeto antes de la flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla
(como FlaA1 o FlaA2) y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla
(como FlaA1 o FlaA2) y/o Roseburia (tales como las especies bacterianas Roseburia hominis, o las especies
bacterianas Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0225] En un aspecto, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), ylo
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como las especies
bacterianas Roseburia hominis, o las especies bacterianas Roseburia intestinalis), disminuye la expresion del gen

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 823 T3

que codifica glucagén (GCG) de tal manera que el nivel de expresion es al menos 5%, 10%, 15% o 20% menor en
comparacion con el nivel de expresion en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como
FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla
(como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtidos, y/o la célula huésped que
comprende dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia
(tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra
al sujeto.

[0226] EI término "mejorar la salud del canal alimentario" tal como se utiliza aqui se refiere a la reduccion del nivel
de inflamacion en el canal alimentario o parte del mismo y/o mejorar la microbiota intestinal.

[0227] En una realizacion, el nivel de inflamacion en el canal alimentario es de al menos 10%, 20%, 30%, 40% o
50% menor en comparacion con el nivel de inflamacién en el tubo digestivo de un sujeto antes de la flagelina
Roseburia, ylo el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha
flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0228] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia de
codificacion de dicho polinucledtido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como la especie
bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), regula la expresion de al menos un
gen seleccionado de TIr5, Tir1, Vnn1, Defb37, Pla2g, Muc16, Itin, Sprria, Cldn4, Pmp22, Crb3, Magi3, Marveld3,
Mpp7, Defcr20, Pcgf2, Itbp4, Igsf8 y Tcfe2a. Muchos de estos genes son los genes y antimicrobianos de la barrera
intestinal y por lo tanto trabajan para reducir la invasividad de los patdgenos intestinales y también reducen el
numero de patégenos viables.

[0229] En una realizacion, la expresion de uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en genes
relacionados con el TLR (por ejemplo, Tir5, Tir1, y Vnn1), genes que codifican péptidos antimicrobianos (por ejemplo
Defb37, Pla2g, Muc16, y ltln), genes de funcién de barrera intestinal (por ejemplo Sprr1a, Cldn4, Pmp22, Crb3, y
Magi3), genes inmunes innatos (por ejemplo Defcr20, Pcgf2, Itbp4, Igsf8 y Tcfe2a) en una célula o células de un
sujeto se regula al alza.

[0230] En una realizacion, la expresién de uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en genes
relacionados con el TLR (por ejemplo, Tir5, Tir1, y Vnn1), genes que codifican péptidos antimicrobianos (por ejemplo
Defb37, Pla2g, Muc16, y ltln), genes de funcién barrera del intestino (por ejemplo Sprria, Cldn4, Pmp22, Crb3, y
Magi3), genes inmunes innatas (por ejemplo Defcr20, Pcgf2, Itbp4, Igsf8 y Tcfe2a) se aumenta de tal manera que el
nivel es de al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas alto, o mas que 100% mas alto, en comparacion con el nivel
en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucledtido que codifica dicha flagelina Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o
comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como la especie
bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0231] En una realizacion, la expresion de uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en Tir5, Tir1,
Vnn1, Defb37, Pla2g, Muc16, ltin, Sprria, Cldn4, Pmp22, Crb3, Magi3, Marveld3, Mpp7, Defcr20, Pcgf2, Itbp4, Igsf8
y Tcfe2a en una célula o células de un sujeto se regula al alza.

[0232] En una realizacion, el nivel de expresion de uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en TIr5,
Tir1, Vnn1, Defb37, Pla2g, Muc16, Itin, Sprr1a, Cldn4, Pmp22, Crb3, Magi3, Marveld3, Mpp7, Defcr20, Pcgf2, Itbp4,
Igsf8 y Tcfe2a se incrementa de tal manera que el nivel es de al menos 10%, 20%, 30%, 40% o 50% mas alto, o
mas que 100% mas alto, en comparacion con el nivel en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido
Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido
Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la
célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia
(tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se administra
al sujeto.

[0233] En una realizacion, la expresion de uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en genes que
codifican la acetiltransferasa de acetilo-CoA, 3-hidroxiacilo-CoA deshidrogenasa, deshidrogenasa de butiril-CoA y
carboxiquinasa de fosfoenolpiruvato [ATP] en una célula o células de un sujeto se modula.

[0234] En una realizacion, el nivel de expresion de uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en genes
que codifican la acetiltransferasa de acetilo-CoA, deshidrogenasa de 3-hidroxiacilo-CoA, deshidrogenasa de butirilo-
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CoA y carboxiquinasa de fosfoenolpiruvato [ATP] se modula de tal modo que el nivel es de al menos 10%, 20%,
30%, 40% o 50% superior o inferior cuando se compara con el nivel en el sujeto antes de la flagelina Roseburia, y/o
el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o codificando la secuencia de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia
y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huesped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), se administra al sujeto.

[0235] En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un microorganismo transformado (tal como un
Firmicutes por ejemplo, una Roseburia spp tales como R. hominis o R. intestinalis) en el que la expresién de una
flagelina (por ejemplo flagelina Roseburia) tales como FlaA1 o FlaA2 se mejora en comparacion con el
microorganismo equivalente antes de la transformacion, y usos de los mismos para diversos usos terapéuticos y
nutricionales como se describe en el presente documento. Por ejemplo, el microorganismo transformado puede
haber sido transformado con una secuencia de nucledtidos (tal como un promotor) de manera que el
microorganismo es capaz de regular positivamente la expresion del gen que codifica una flagelina (por ejemplo
flagelina Roseburia) tales como FlaA1 o FlaA2. En otro ejemplo, el microorganismo transformado puede haberse
transformado con un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una flagelina
(por ejemplo flagelina Roseburia) tales como FlaA1 o FlaA2 unido operativamente a una secuencia reguladora (tal
como un promotor) de manera que el microorganismo es capaz de sobreexpresar el gen que codifica la flagelina
(por ejemplo flagelina Roseburia) tales como FlaA1 o FlaA2.

[0236] Tal como se utiliza aqui, el término "vector de expresion” se refiere a una construccion de ADN que contiene
una secuencia de codificacion de ADN (por ejemplo, secuencia de genes) que esta unida operativamente a una o
mas secuencias de control adecuadas capaces de afectar a la expresién de la secuencia codificante en un huésped.
Tales secuencias de control incluyen un promotor para efectuar la transcripcion, una secuencia operadora opcional
para controlar dicha transcripcién, una secuencia que codifica sitios de unién de ribosoma ARNm adecuados, y
secuencias que controlan la terminacién de la transcripcion y la traduccion. El vector puede ser un plasmido, una
particula de fago, o simplemente un inserto genémico potencial. Una vez transformado en un huésped adecuado, el
vector puede replicarse y funcionar independientemente del genoma anfitrién, o puede, en algunos casos, integrarse
en el propio genoma. El plasmido es la forma mas comunmente utilizada de vector de expresion. Sin embargo, la
descripcion pretende incluir tales otras formas de vectores de expresion que sirven funciones equivalentes y que
son, o se convierten en, conocidas en la técnica.

[0237] EI término "unido operativamente" se refiere a una yuxtaposicién en la que los elementos estan en una
disposicion que les permite ser funcionalmente relacionados. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a
una secuencia codificante si controla la transcripcion de la secuencia de codificacion.

Tejidos

[0238] En una realizacion, el tejido u érgano es el canal alimentario o una seccion del mismo (por ejemplo, el
esofago, el estobmago o el intestino, tales como el intestino delgado o el intestino grueso y el colon) u otros sitios de
la mucosa (tales como los pasajes nasales y los pulmones).

[0239] En una realizacion, el tejido u 6rgano es el canal alimentario o parte del mismo.

[0240] Ejemplos de partes del tubo digestivo incluyen el eséfago, el estbmago y el intestino (tales como el intestino
delgado (por ejemplo, el duodeno, el yeyuno y el ileon) y/o el intestino grueso (por ejemplo, el intestino ciego, colon
ascendente, colon transverso, colon descendente y colon sigmoide)).

Sujeto

[0241] En una realizacion, el sujeto es un animal monogastrico.

[0242] Los ejemplos de los animales monogastricos incluyen aves de corral, seres humanos, ratas, cerdos, perros,
gatos, caballos y conejos.

[0243] En otra realizacion, el sujeto es un mamifero tal como un mamifero monogastrico.

[0244] Los ejemplos de mamiferos monogastricos incluyen omnivoros (tales como seres humanos, ratas y cerdos),
carnivoros (tales como perros y gatos), y herbivoros (como caballos y conejos).

[0245] En una realizacion, el sujeto es un humano.
[0246] Tipicamente, TLES5 es capaz de ser expresada en las células de dicho sujeto.

Trastornos
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[0247] La flagelina Roseburia, y/o polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia de codificacion de dicho
polinucleétido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector
dicha secuencia de polinucledtidos, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la
especie bacteriana Roseburia intestinalis), se puede utilizar en el tratamiento de un trastorno en un sujeto, en el que
dicho trastorno es un trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune.

[0248] En una realizacion, el trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune afecta el canal alimentario, o una
seccion del mismo, de dicho sujeto.

[0249] En una realizacion, el trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune afecta a un sitio de la mucosa de un
sujeto. Ejemplos de sitios de la mucosa incluyen el canal alimentario o una seccién del mismo (por ejemplo, el
esofago, el estdbmago o el intestino, tales como el intestino delgado o el intestino grueso y colon), las fosas nasales y
los pulmones.

[0250] En una realizacion, el trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune se selecciona del grupo que consiste
en artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, diabetes tipo |, enfermedad celiaca, dermatitis atdpica, rinitis,
sindrome del intestino irritable (Sll), colitis, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), colitis ulcerosa, la pouchitis, la
enfermedad de Crohn, dispepsia funcional, enfermedades atdpicas, enterocolitis necrotizante, y combinaciones de
los mismos.

[0251] En un aspecto, el trastorno inflamatorio es colitis. En un aspecto adicional, la enfermedad inflamatoria es la
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o pouchitis.

[0252] En un aspecto, el trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune afecta el intestino.

[0253] En un aspecto, el trastorno intestinal es SlI. La fisiopatologia precisa de Sl que queda por esclarecer.
Estudios recientes han descrito inflamacion de la mucosa y alteraciones en la microbiota intestinal en pacientes con
Sl 'y una correlacion de la enfermedad con infecciones intestinales.

[0254] En un aspecto adicional, el trastorno intestinal es la enfermedad de Crohn.
[0255] En un aspecto, el trastorno es un trastorno autoinmune.

[0256] En un aspecto, el trastorno autoinmune se selecciona del grupo que consiste en colitis ulcerosa,
pouchitis, artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, diabetes tipo |, alergias (incluyendo la enfermedad
celiaca), dermatitis atdpica y rinitis.

[0257] En particular, debido a su funcion en la restauracion de la tolerancia inmune, las enfermedades autoinmunes,
artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, diabetes de tipo | son de particular relevancia.

[0258] Tal como se utiliza aqui, el término "medicamento” abarca medicamentos para tanto el uso humano como
animal en medicina humana y veterinaria. Ademas, el término "medicamento”, como se usa en este documento
significa cualquier sustancia, que proporciona un efecto terapéutico y/o beneficioso. El término "medicamento”, como
se usa en el presente documento no se limita necesariamente a las sustancias, que necesitan la aprobacion de
comercializacion, sino que puede incluir sustancias que se pueden utilizar en cosméticos, nutracéuticos, alimentos
(incluyendo alimentos y bebidas, por ejemplo), cultivos probidticos, suplementos nutricionales y remedios naturales.
Ademas, el término "medicamento”, como se usa en este documento abarca un producto disefiado para su
incorporacion en la alimentacion animal, por ejemplo de alimentacion de ganado y/o alimentos para mascotas.

Aplicaciones profilacticas

[0259] La flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que
codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la
especie bacteriana Roseburia intestinalis), de acuerdo con la invencion también se pueden usar en aplicaciones
profilacticas. En aplicaciones profilacticas, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (tales como FlaA1 o FlaA2),
y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2),
y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector,
y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como la especie
bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), de acuerdo con la invencion se
administran a un paciente susceptible a, o de otra manera en riesgo de una enfermedad particular en una cantidad
que es suficiente para al menos parcialmente reducir el riesgo de desarrollar una enfermedad. Tal cantidad se define
para ser "una dosis efectiva profilactica". Las cantidades precisas dependen de un nimero de factores especificos,
tales como estado de salud y peso del sujeto.
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Encapsulacion

[0260] En una realizacion, la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de
polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia del polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el
vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la
célula huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia
hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se encapsula.

[0261] En una realizacion adicional, la composicion farmacéutica que comprende la flagelina Roseburia, y/o €l
polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o
dicho polipéptido Fla (tales como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o
comprendiendo la célula huésped dicho vector, o que comprende la célula huésped dicha secuencia de
polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), se encapsulan.

[0262] En otra realizacion, el suplemento nutricional que comprende la flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla
(como FlaA1 o FlaA2), y/o la secuencia de polinucleétido que codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido
Fla (tales como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo
la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o
Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), se
encapsulan.

[0263] En una realizacion adicional, el pienso, producto alimenticio, suplemento dietético, o aditivo alimentario se
encapsula.

[0264] El término "encapsulado”, como se usa aqui se refiere a un medio para proteger el polipéptido, y/o la
secuencia de polinucledtido, y/o el vector, y/o la célula huésped, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana
Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), desde un entorno incompatible por separacion
fisica de modo que pueda administrarse al sitio diana (por ejemplo, el intestino) sin degradacion o degradacion
significativa con el fin de que la secuencia de polipéptido, y/o polinucleétido, y/o el vector, y/o la célula huésped, y/o
la Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), pueden
tener un efecto en el sitio de destino. Un ejemplo es una capsula con recubrimiento entérico.

[0265] Incluso cuando el objetivo de la encapsulacion es el aislamiento del polipéptido, y/o la secuencia de
polinucledtidos, y/o el vector, y/o la célula huésped, y/o la Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia
hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), de su entorno, la capa protectora o cascara deben romperse
en el momento de accidon deseada. La ruptura de la capa protectora o cubierta se lleva tipicamente
aproximadamente a través de la aplicacion de estimulos quimicos y fisicos tales como presion, ataque enzimatico,
reaccion quimica y la desintegracion fisica.

[0266] Por ejemplo, la encapsulacion asegura que el polipéptido, y/o secuencia/polinucleétido, y/o el vector, y/o la
célula huésped, y/o la Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), puede ser ingerida de forma que el polipéptido, y/o secuencia/polinucleétido, y/o el vector, y/o
la célula huésped y/o la Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), puede administrarse al intestino (es decir, el sitio diana) en una cantidad que es eficaz para
producir un efecto en el intestino.

Composicion farmacéutica

[0267] La composicion farmacéutica puede ser cualquier composicion farmacéutica. En un aspecto, la composicion
farmacéutica se va a administrar por via oral, por via enteral o por via rectal. Por ejemplo, la composicién puede ser
una composicion comestible. "Comestible" significa un material que esta aprobado para el consumo humano o
animal.

[0268] Las composiciones farmacéuticas pueden ser para uso humano o animal en medicina humana y veterinaria.
[0269] Los ejemplos de tales excipientes adecuados para las diversas formas diferentes de composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento se pueden encontrar en el "Handbook of Pharmaceutical
Excipients", 22 edicion, (1994), editado por A Wade y PJ Weller.

[0270] Portadores o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica, y se
describen, por ejemplo, en Pharmaceutical Sciences de Remington, Mack Publishing Co. (AR Gennaro edit. 1985).

[0271] Los ejemplos de vehiculos adecuados incluyen lactosa, almidon, glucosa, metilcelulosa, estearato de
magnesio, manitol, sorbitol y similares. Ejemplos de diluyentes adecuados incluyen etanol, glicerol y agua.
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[0272] La eleccion del vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con respecto a la via de
administracion prevista y la practica farmacéutica estandar. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender
como, o ademas de, el portador, excipiente o diluyente cualquier aglutinante, lubricante, agente de suspension,
agente de recubrimiento, agente solubilizante.

[0273] Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azlicares naturales tales como glucosa,
lactosa anhidra, lactosa de flujo libre, beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas, tales como
acacia, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa y polietilenglicol.

[0274] Los ejemplos de lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio,
benzoato sddico, acetato sddico, cloruro sadico y similares.

[0275] Los conservantes, estabilizantes, colorantes e incluso agentes aromatizantes pueden proporcionarse en la
composicion farmacéutica. Los ejemplos de conservantes incluyen benzoato sédico, acido soérbico y ésteres de
acido p-hidroxibenzoico. Los antioxidantes y agentes de suspension también pueden usarse.

Suplementos nutricionales

[0276] Portadores nutricionalmente aceptables, diluyentes y excipientes incluyen los que sean adecuados para el
consumo humano o animal y que se utilizan como estandar en la industria alimentaria. Vehiculos, diluyentes y
excipientes tipicos nutricionalmente aceptables seran familiares para la persona experta en la técnica.

Piensos/productos

[0277] Un aspecto adicional de la invencién se refiere a piensos, productos alimenticios, suplementos dietéticos y
aditivos alimentarios que contienen flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o una
secuencia de codificacion de dicho polinucleétido de flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o
FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho
vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha secuencia de polinucleétido, y/o Roseburia (tales como la
especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis).

[0278] Los términos "alimento", "producto alimenticio", "aditivo alimentario" y "suplemento dietético" como se usa en
la presente memoria se destina a cubrir todos los productos consumibles que pueden ser sélidos, en gelatina o
liquido.

[0279] Productos alimenticios adecuados pueden incluir, por ejemplo, productos funcionales de alimentos,
composiciones de alimentos, alimentos para mascotas, alimento para ganado, alimentos saludables, alimentos para
animales y similares. En un aspecto, el producto alimenticio es un alimento saludable.

[0280] Tal como se utiliza aqui, el término "producto alimenticio funcional" significa comida que es capaz de
proporcionar no soélo un efecto nutricional, sino también es capaz de suministrar un efecto beneficioso adicional al
consumidor. Por consiguiente, los alimentos funcionales son alimentos ordinarios que tienen componentes o
ingredientes (tales como los descritos en el presente documento) incorporados a los que imparten a la comida un
beneficio funcional especifico - por ejemplo, médico o fisiologico - diferente a un efecto puramente nutritivo.

[0281] Ejemplos de productos especificos de alimentos que son aplicables a la presente invencion incluyen
productos a base de leche, postres listos para comer, polvos para reconstitucion con, por ejemplo, leche o agua,
bebidas de leche de chocolate, bebidas de malta, platos listos para el comer, platos instantaneos o bebidas para
seres humanos o composiciones alimenticias que representan una dieta completa o parcial destinada a animales
domésticos o ganado.

[0282] En un aspecto, el alimento, producto alimenticio, suplemento dietético o aditivo alimentario de acuerdo con la
presente invencion estan destinados para los seres humanos, animales domésticos o de granja, tales como
animales monogastricos. El alimento, producto alimenticio, suplemento dietético o aditivo alimentario pueden estar
destinados a animales seleccionados del grupo que consiste en perros, gatos, cerdos, caballos, o aves de corral. En
otra forma de realizacién, el producto alimenticio, suplemento dietético o aditivo alimentario esta dirigido a las
especies adultas, en particular los humanos adultos.

[0283] EI término "producto a base de leche" como se usa en este documento significa cualquier producto a base de
leche o suero de leche liquido o semi-solido que tiene un contenido de grasa variable. El producto a base de leche
puede ser, leche por ejemplo, leche de vaca, leche de cabra, leche de oveja, desnatada, leche entera, leche
recombinada a partir de leche en polvo y suero de leche sin ningun procesamiento, o un producto procesado, tales
como yogur, leche cuajada, requeson, leche agria, leche entera agria, suero de mantequilla y otros productos de
leche agria. Otro grupo importante incluye bebidas de leche, tales como bebidas de suero de leche, leches
fermentadas, leches condensadas, infantiles o leches para bebés; leches aromatizadas, helado; alimentos como los
dulces que contienen leche.
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[0284] Los piensos, productos alimenticios, suplementos dietéticos o aditivos alimentarios de la presente invencion
pueden ser - o se pueden afadir a - suplementos alimenticios, también denominados aqui como suplementos
dietéticos o nutricionales o aditivos alimentarios.

[0285] Los piensos, productos alimenticios, suplementos dietéticos o aditivos alimentarios de acuerdo con la
invencion también se pueden usar en la alimentacion animal (por ejemplo en la nutricion de cerdo), en particular en
el periodo de destete temprano y creciente periodo de engorde. Se espera que los piensos productos alimenticios,
suplementos dietéticos o aditivos alimentarios mejoren la funcidon inmune para reducir y prevenir enfermedades
infecciosas, alteren beneficiosamente la composicion de la microbiota, y mejoren el crecimiento y el rendimiento de
los animales, por ejemplo, mediante una mayor eficiencia de conversion del pienso.

Producto probiéticos o bioterapéutico vivo

[0286] La flagelina Roseburia, y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia de polinucleétido que
codifica dicha flagelina Roseburia y/o dicho polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha
secuencia de polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula
huésped dicha secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la
especie bacteriana Roseburia intestinalis), puede ser utilizada en un producto probiético o bioterapéutico vivo.

[0287] Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion probidtica que comprende la flagelina Roseburia,
y/o el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia de codificacion de dicho polinucledtido de flagelina
Roseburia ylo dicho polipéptido Fla (tales como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de
polinucledtido, y/o comprendiendo la célula huésped dicho vector, y/o comprendiendo la célula huésped dicha
secuencia de polinucledtido, y/o Roseburia (tales como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis).

[0288] Tal como se usa en el presente documento, el término "probidtico” significa preparaciones de células
microbianas o componentes de células microbianas con un efecto beneficioso sobre la salud o el bienestar del
huésped. (Salminen S, Ouwehand A. Benno Y. et al. "Probiotics: how should they be defined" Trends Food Sci.
Technol. 1999: 10 107-10).

[0289] En un aspecto, la composicion probidtica es una composicion administrable por via oral de bacterias
probidticas activadas, irradiadas o lisadas, metabdlicamente activas, es decir, vivas y/o liofilizadas, o no viables. La
composicion probidtica puede contener otros ingredientes. La composicion probiética puede administrarse por via
oral, es decir, en forma de una tableta, capsula o polvo. La composiciéon probiética puede comprender la especie
bacteriana R. hominis o R. intestinalis. Los productos encapsulados se favorecen para R. hominis y R. intestinalis ya
que son anaerobios. Otros ingredientes (como la vitamina C, por ejemplo) pueden incluirse como eliminadores de
oxigeno y sustratos prebidticos (mejoran la colonizacioén y la supervivencia in vivo). Alternativamente, la composicion
probidtica de la invencién puede administrarse por via oral como un producto alimenticio o nutricional, tal como leche
o productos lacteos fermentados a base de suero, o como un producto farmacéutico.

[0290] Una dosis diaria adecuada de las bacterias probicticas es de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1
x 10" unidades formadoras de colonias (CFU); por ejemplo, de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x
10'° CFU; en otro ejemplo de aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'® CFU.

[0291] En un aspecto, la composicion probidtica contiene la especie bacteriana y/o sus componentes celulares,
como ingredientes activos, en una cantidad de aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'" CFU/g, con
respecto al peso de la composicion; por ejemplo, de aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'® CFU/g.
La dosis puede ser de 1g, 3g, 5g y 10g.

[0292] Tipicamente, un probidtico se combina opcionalmente con al menos un compuesto prebidtico adecuado. Un
prebidtico suele ser un carbohidrato no digerible, como un oligo o polisacarido, o un alcohol de azucar, que no se
degrada ni se absorbe en el tracto digestivo superior. Los prebidticos conocidos incluyen productos comerciales
tales como inulina y transgalacto-oligosacaridos.

[0293] En un aspecto, la composicién probidtica de la presente invencion incluye un prebidtico en una cantidad de
aproximadamente 1 a aproximadamente 30% en peso, con respecto a la composicion de peso total (por ejemplo, de
5 a 20% en peso). Los carbohidratos se pueden seleccionar del grupo que consiste en: fructooligosacaridos (o FOS),
fructooligosacaridos de cadena corta, inulina, isomaltosoligosacaridos, pectinas, xilooligosacaridos (o XOS),
quitosanooligosacaridos (o COS), beta-glucanos, almidones modificados y resistentes a la goma arabiga,
polidextrosa, D-tagatosa, fibras de acacia, algarrobo, avena y fibras citricas. En un aspecto, los prebioticos son los
fructooligosacaridos de cadena corta (por simplicidad, mostrados a continuacion como FOSs-c-c); dichos FOSs-c-c
no son carbohidratos digeribles, generalmente obtenidos por la conversion del azdcar de remolacha e incluyendo
una molécula de sacarosa a la que se unen tres moléculas de glucosa.
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Administracion

[0294] Las composiciones farmacéuticas, suplementos nutricionales, alimentos para animales, productos
alimenticios, suplementos dietéticos o aditivos alimentarios de la presente invencidon se pueden adaptar para
administracion oral, rectal, vaginal, parenteral, intramuscular, intraperitoneal, intraarterial, intratecal, intrabronquial,
subcutanea, vias de administracion intradérmica, intravenosa, nasal, bucal o sublingual.

[0295] En un aspecto, las composiciones farmacéuticas, los suplementos nutricionales, los alimentos, los productos
alimenticios, los suplementos dietéticos o los aditivos alimentarios de la presente invenciéon estan adaptados para las
vias de administracion oral, rectal, vaginal, parenteral, nasal, bucal o sublingual.

[0296] En un aspecto adicional, las composiciones farmacéuticas, los suplementos nutricionales, los piensos, los
productos alimenticios, los suplementos dietéticos o los aditivos alimentarios de la presente invencién estan
adaptados para la administracion oral.

[0297] Para la administracion oral, se hace un uso particular de tabletas comprimidas, pildoras, tabletas, gotas y
capsulas.

[0298] Otras formas de administracion comprenden soluciones o emulsiones que pueden inyectarse por via
intravenosa, intraarterial, intratecal, subcutanea, intradérmica, intraperitoneal o intramuscular, y que se preparan a
partir de soluciones estériles o esterilizables. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también
pueden estar en forma de supositorios, pesarios, suspensiones, emulsiones, lociones, ungientos, cremas, geles,
aerosoles, soluciones o polvos para espolvorear.

[0299] Un medio alternativo de administracion transdérmica es mediante el uso de un parche para la piel. Por
ejemplo, el ingrediente activo se puede incorporar a una crema que consiste en una emulsién acuosa de
polietilenglicoles o parafina liquida. En otro ejemplo, el ingrediente activo también se puede incorporar en una
pomada que consiste en una base de cera blanca blanda o de parafina blanda junto con los estabilizadores y
conservantes que se requieran.

[0300] Las composiciones farmacéuticas, los suplementos nutricionales, alimentos para animales, productos
alimenticios, suplementos o aditivos alimentarios en la dieta pueden formularse en forma de dosificacion unitaria, es
decir, en forma de porciones discretas que contienen una dosis unitaria, o una unidad multiple o subunidad de una
dosis unitaria

Dosificacion

[0301] Una persona medianamente experta en la técnica puede determinar facilmente una dosis apropiada de la
flagelina de Roseburia, y/o el polipéptido Fla (tal como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicha flagelina de Roseburia y/o el polipéptido Fla (tal como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector
dicha secuencia de polinucleétidos, y/o la célula huesped que comprende dicho vector, y/o la célula huesped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o
la especie bacteriana Roseburia intestinalis), para administracion a un sujeto sin excesiva experimentacion.
Tipicamente, un médico determinara la dosificacion real que serda mas adecuada para un paciente individual y
dependera de una variedad de factores que incluyen la actividad de la cepa bacteriana especifica empleada, la
estabilidad metabodlica y la duracion de la accion de esa cepa, la edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta,
modo y tiempo de administracion, tasa de excrecion, combinacién de medicamentos, la gravedad de la afeccion en
particular y el individuo que se somete a la terapia. Las dosificaciones divulgadas en este documento son ejemplares
del caso medio. Por supuesto, puede haber casos individuales en los que se merecen intervalos de dosificacion
mayores 0 menores, y estan dentro del alcance de esta invencion.

Combinaciones

[0302] En un aspecto, la flagelina de Roseburia, y/o el polipéptido Fla (tal como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia
de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia y/o el polipéptido Fla (tal como FlaA1 o FlaA2), y/o
comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétidos, y/o la célula huesped que comprende dicho vector, y/o
la célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis o la especie bacteria Roseburia intestinalis), se administra en combinacién con al menos uno o
dos, o tres, cuatro o cinco otros agentes activos. En tales casos, la flagelina de Roseburia, y/o el polipéptido Fla
(como FlaA1 o FlaA2), y/o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia y/o polipéptido
Fla (como FlaA1 o FlaA2), y/o comprendiendo el vector dicha secuencia de polinucleétidos, y/o la célula huesped
que comprende dicho vector, y/o la célula huesped que comprende dicha secuencia de polinucleotidos, y/o
Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), puede
administrarse consecutivamente, simultanea o secuencialmente con uno o mas agentes activos adicionales.

[0303] Al menos uno o dos, o tres, cuatro o cinco agentes activos adicionales se pueden seleccionar del grupo que

consiste en: flagelinas de Roseburia, el polipéptido Fla (como FlaA1 o FlaA2), secuencias de polinucleétidos que
codifican dicha flagelina de Rosaburia, secuencias de polinucledtido que codifican dicho polipéptido Fla (tal como
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FlaA1 o FlaA2), vectores que comprenden dicha secuencia de polinucleétido, células huésped que comprenden
dichos vectores, células huésped que comprenden dichas secuencias de polinucleétidos y microorganismos (por
ejemplo, Roseburia tal como R. hominis y/o R. intestinalis).

[0304] Al menos uno o dos, o tres, cuatro o cinco otros agentes activos pueden ser un microorganismo (por ejemplo,
una Roseburia tal como R. hominis y/o R. intestinalis). Los ejemplos de microorganismos adecuados incluyen:
Roseburia hominis A2-183 y Roseburia intestinalis L1-82.

Identidad de secuencia o homologia de secuencia
[0305] Los términos "polipéptido”, "secuencia de polipéptido", "proteina" y "secuencia de aminoacidos" se usan aqui
de forma intercambiable.

[0306] Los términos "secuencia de polinucledtido" y "secuencia de nucleétidos" se usan indistintamente en este
documento.

[0307] La presente invencion también abarca el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia
o homologia de secuencia con secuencias de aminoacidos de un polipéptido descrito en la presente memoria (p. €j.
variantes, homologos y derivados) o de cualquier secuencia de nucledtidos que codifica dicho polipéptido (en lo
sucesivo denominado "secuencias homologas"). Aqui, el término "homdlogo" significa una entidad que tiene una
cierta homologia con las secuencias de aminoacidos en cuestion y las secuencias de nucleétidos diana. Aqui, el
término "homologia" se puede equiparar con "identidad".

[0308] En el presente contexto, se toma una secuencia homdloga para incluir un aminoacido o una secuencia de
nucledtidos que puede ser al menos 50, 60, 70, 75, 80, 85 0 90% idéntica. en algunas realizaciones al menos 95, 96,
97, 98 0 99% idéntica a la secuencia diana. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de
similitud (es decir, residuos de aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de
la presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

[0309] En algunas realizaciones, se toma una secuencia homdloga para incluir una secuencia de aminoacidos o una
secuencia de nucledtidos que tiene una o varias adiciones, deleciones y/o sustituciones en comparacion con la
secuencia diana.

[0310] En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere al uso de una proteina cuya secuencia de
aminoacidos se representa en el presente documento o una proteina derivada de esta proteina (parental) por
sustitucion, delecion o adiciéon de uno o varios aminoacidos, tales como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 aminoacidos o mas
aminoacidos, tales como 10 o mas de 10 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina original y que
tienen la actividad de la proteina original.

[0311] En algunas realizaciones, la presente invenciéon se refiere al uso de una secuencia de acido nucleico (o
genes) que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos esta representada en el presente documento o
que codifica una proteina derivada de esta proteina (padre) por sustitucion, delecién o adicion de uno o varios
aminoacidos, como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 aminoacidos o mas aminoacidos, como 10 o mas de 10 aminoacidos en la
secuencia de aminoacidos de la proteina original y teniendo la actividad de la proteina padre.

[0312] En el presente contexto, se toma una secuencia homadloga para incluir una secuencia de nucleétidos que
puede ser al menos 50, 60, 70, 75, 85 o 90% idéntica, en algunas realizaciones al menos 95, 96, 97, 98 o 99%
idéntica a una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido descrito en este documento (la secuencia diana).
Tipicamente, los homologos comprenderan las mismas secuencias o secuencias equivalentes que codifican el (los)
dominio(s), etc. como la secuencia diana. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de
similitud (es decir, residuos de aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de
la presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

[0313] La secuencia de aminoacidos y/o secuencia de nucledtidos homdloga puede proporcionar y/o codificar un
polipéptido que retiene la actividad funcional y/o mejora la actividad del polipéptido.

[0314] En algunos aspectos, una secuencia de aminoacidos como se describe en la presente tiene al menos 50, 60,
70, 75, 80, 85 o 90% de identidad, en algunas realizaciones al menos 95, 96, 97, 98 o 99% de identidad con la
secuencia diana.

[0315] En algunos aspectos, una secuencia de nucledtidos como se describe aqui tiene al menos 50, 60, 70, 75, 80,
85 0 90% de identidad, en algunas realizaciones al menos 95, 96, 97, 98 o 99% de identidad con la secuencia de
diana.

[0316] Las comparaciones de homologia se pueden realizar a simple vista, o0 mas habitualmente, con la ayuda de
programas de comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles
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comercialmente pueden calcular el % de homologia entre dos o mas secuencias.

[0317] El % de homologia puede calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la
otra secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente
en la otra secuencia, un residuo a la vez. Esto se llama una alineaciéon "desacoplada". Tipicamente, tales
alineaciones no acumuladas se realizan solo en un nimero relativamente corto de residuos.

[0318] Aunque esto es un método muy simple y consistente, no toma en consideraciéon que, por ejemplo, en un par
de secuencias de otro modo idéntico, una inserciéon o eliminacion hara que los siguientes residuos de aminoacidos
se desalineen, lo que potencialmente da como resultado una gran reduccion en el % de homologia cuando se realiza
una alineacion global. En consecuencia, la mayoria de los métodos de comparacion de secuencias estan disefiados
para producir alineaciones optimas que tienen en cuenta posibles inserciones y eliminaciones sin penalizar
indebidamente el puntaje de homologia global. Esto se logra insertando "huecos" en la alineacion de secuencia para
tratar de maximizar la homologia local.

[0319] Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan "penalizaciones de hueco" a cada espacio que se
produce en la alineacién, de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, una alineaciéon de
secuencias con el numero minimo posible de huecos - lo que refleja una mayor relacion entre las dos secuencias
comparadas - lograra una puntuacion mas alta que una con muchos huecos. "Costos de hueco afines" son
tipicamente usados que cobran un costo relativamente alto por la existencia de un hueco y una penalizacion menor
por cada residuo subsiguiente en el hueco. Este es el sistema de calificacion de hueco mas cominmente utilizado.
Las penalizaciones de alto hueco produciran, por supuesto, alineaciones optimizadas con menos huecos. La
mayoria de los programas de alineacion permiten modificar las penalizaciones de hueco. Tipicamente, los valores
predeterminados se usan cuando se usa dicho software para comparaciones de secuencias.

[0320] EI calculo del maximo % de homologia, por lo tanto, en primer lugar requiere la produccion de una alineacion
optima, teniendo en cuenta las penalizaciones de hueco. Un programa informatico adecuado para llevar a cabo
dicha alineacion es Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de software que pueden realizar comparaciones de
secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST (véase Ausubel et al. 1999 Short Protocols in Molecular
Biology, 42 Ed - Capitulo 18), BLAST 2 (véase FEMS Microbiol Lett 1999 174 (2) : 247 - 50; FEMS Microbiol Lett
1999 177 (1): 187 - 8 y tatiana@ncbi.nim.nih.gov), FASTA (Altschul y col., 1990, J. Mol. Biol. 403 - 410) y AlignX, por
ejemplo. Al menos BLAST, BLAST 2 y FASTA estan disponibles para la busqueda fuera de linea y en linea (véase
Ausubel et al 1999, paginas 7-58 a 7-60).

[0321] Aunque el % de homologia final se puede medir en términos de identidad, el propio proceso de alineacion
tipicamente no se basa en una comparacion de pares de todo o nada. En cambio, generalmente se usa una matriz
de puntaje de similitud escalada que asigna puntajes a cada comparacién por pares en funcion de la similitud
quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de una matriz de este tipo cominmente utilizada es la matriz
BLOSUM62, la matriz predeterminada para el conjunto de programas BLAST. Los programas vectoriales NTI
generalmente utilizan los valores predeterminados publicos o una tabla de comparacion de simbolos personalizada
si se suministran (consulte el manual de usuario para obtener mas informacién). Para algunas aplicaciones, se
prefiere usar los valores predeterminados para el paquete Vector NTI.

[0322] Como alternativa, las homologias porcentuales pueden calcularse utilizando la caracteristica de alineacion
multiple en Vector NTI (Invitrogen Corp.), basado en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM
(1988), Gene 73 (1), 237- 244).

[0323] Una vez que el software ha producido una alineacion éptima, es posible calcular el % de homologia, por
ejemplo, el % de identidad de secuencia. El software generalmente hace esto como parte de la comparacion de
secuencia y genera un resultado numérico.

[0324] En caso de que se usen penalizaciones de hueco al determinar la identidad de secuencia, entonces se
pueden usar los siguientes parametros para la alineacion por pares, por ejemplo:

PARA BLAST
HUECO ABIERTO 0
EXTENSION DE HUECO 0
PARA CLUSTAL ADN PROTEINA
TAMANO DE PALABRA 2 1 K triple
PENALIZACION DE HUECO 15 10
EXTENSION DE HUECO 6,66 0,1

[0325] En una realizacion, CLUSTAL se puede usar con la penalizacion de hueco y el conjunto de extension de
hueco tal como se definié anteriormente.
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[0326] En una realizacion, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos se determina en al
menos 20 nucledtidos contiguos, por ejemplo, sobre al menos 30 nucleétidos contiguos, por ejemplo, sobre al menos
40 nucledtidos contiguos, por ejemplo, sobre al menos 50 nucleétidos contiguos, por ejemplo, sobre al menos 60
nucledtidos contiguos, por ejemplo, sobre al menos 100 nucledtidos contiguos, por ejemplo sobre al menos 200
nucleétidos contiguos, por ejemplo sobre al menos 300 nucledtidos contiguos.

[0327] En una realizacion, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos puede determinarse a
lo largo de toda la secuencia.

Recombinante

[0328] En un aspecto, el polipéptido de flagelina de Roseburia y/o la secuencia de polinucleétidos para uso en la
presente invencion es una secuencia recombinante, es decir, una secuencia que se ha preparado usando técnicas
de ADN recombinantes.

[0329] Estas técnicas de ADN recombinantes estan dentro de las capacidades de una persona de experiencia
ordinaria en la técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografia, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T.
Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Libros 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Sintético

[0330] En un aspecto, la secuencia de polinucleétido de flagelina de Roseburia para su uso en la presente invencion
es una secuencia sintética - es decir, una secuencia que se ha preparado mediante sintesis quimica o enzimatica in
vitro. Incluye, pero no se limita a, secuencias hechas con el uso éptimo de codones para organismos hospedadores,
tales como las levaduras metilotréficas Pichia y Hansenula.

Expresion de enzimas

[0331] La secuencia de nucledtidos para uso en la presente invencién se puede incorporar en un vector
recombinante replicable. El vector puede usarse para replicar y expresar la secuencia de nucleétidos, en forma de
proteina, en y/o de una célula huesped compatible.

[0332] La expresion puede controlarse usando secuencias de control, por ejemplo, secuencias reguladoras.

[0333] La proteina producida por una célula huésped recombinante por expresidon de la secuencia de nucledtidos
puede secretarse o puede contenerse intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector utilizado. Las
secuencias codificantes pueden disefiarse con secuencias de sefial que dirigen la secrecion de las secuencias
codificantes de la sustancia a través de una membrana celular procariota o eucariota particular.

Vector de expresion

[0334] En un aspecto, la presente invencion se refiere a un vector (tal como un vector de expresion) que comprende
al menos una secuencia de polinucledtidos que codifica al menos una flagelina de Roseburia.

[0335] EI término "vector de expresion” significa una construccion capaz de expresion in vivo o in vitro.

[0336] En una realizacion, el vector de expresion se incorpora en el genoma de un organismo huésped adecuado.
El término "incorporado” en un aspecto cubre la incorporacion estable en el genoma.

[0337] La secuencia de nucledtidos de la presente descripcion puede estar presente en un vector en el que la
secuencia de nucleotidos esta operativamente unida a secuencias reguladoras capaces de proporcionar la expresion
de la secuencia de nucleotidos por una célula huesped adecuada u organismo huésped.

[0338] Los vectores para uso en la presente invencion pueden ser transformados en un organismo de la célula
huésped o organismo huésped adecuado tal como se describe en el presente documento para proporcionar la
expresion de un polipéptido de la presente descripcion.

[0339] La eleccion del vector, por ejemplo, un plasmido, cosmido o vector de fago dependera a menudo de la célula
huesped en la que se va a introducir.

[0340] Los vectores para uso en la presente invencidon pueden contener uno o mas genes marcadores
seleccionables, tales como un gen, que confiere resistencia a antibidticos, por ejemplo, resistencia a ampicilina,
kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Alternativamente, la seleccion se puede realizar por cotransformacion (como
se describe en WO91/17243).
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[0341] Los vectores pueden usarse in vitro, por ejemplo para la produccion de ARN o usarse para transfectar,
transformar, transducir o infectar una célula huésped.

[0342] Por lo tanto, en una realizacion adicional, la descripciéon proporciona un método para preparar secuencias de
nucledtidos de la presente descripcion introduciendo una secuencia de nucleétidos de la presente descripcidon en un
vector replicable, introduciendo el vector en una célula huésped compatible, y haciendo crecer la célula huésped en
condiciones que provocan la replicacion del vector.

[0343] El vector puede comprender ademas una secuencia de nucleétidos que permite que el vector se replique en
la célula huésped en cuestion. Los ejemplos de tales secuencias son los origenes de la replicacion de los plasmidos
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

[0344] Un vector de expresion puede comprender al menos dos, tres, cuatro o cinco secuencias de polinucleotidos
que codifican flagelinas de Roseburia.

[0345] Los ejemplos de vectores de expresion incluyen pGEX-6P-1, pCR-Blunt [I-TOPO y T7-MAT-Tag-FLAG-.

[0346] EI vector de expresion pGEX-6P-1 se puede usar para clonar flagelinas recombinantes. El vector de
expresion pGEX-6P-1 comprende un promotor tac para expresion de alto nivel quimicamente inducible de proteinas
recombinantes marcadas con GST, un gen interno lacq para uso en cualquier huésped de E. coli, un gen AmpR para
seleccion de ampicilina y un sitio de PreScission Protease para escision, si se desea, la proteina del producto de
fusion.

[0347] EI vector de clonacion pCR-Blunt II-TOPO se puede usar para clonar flagelinas recombinantes, en particular
las que son insolubles después de la lisis celular. Tipicamente, este vector permite la clonacion de ADN de alta
eficiencia de productos de PCR de extremos romos. El vector comprende genes de resistencia a kanamicina y
zeocina para la seleccion en E. coli, y el inserto esta flanqueado por multiples sitios de restriccion para la escision.

[0348] El vector de expresion T7-MAT-Tag-FLAG- puede usarse para clonar flagelinas recombinantes, en particular
aquellas que son insolubles después de la lisis celular. El sitio de clonacion multiple (MCS) esta flanqueado por la
secuencia MAT (Metal Affinity Tag) y la secuencia del péptido FLAG (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Lys), que da como
resultado la produccioén de flagelina de doble etiqueta, que puede ser mas purificada por columnas de afinidad. Este
vector de expresion también comprende un promotor pT7/lac (fago T7 lac operon) para IPTG inducible, expresion de
alto nivel de flagellinas recombinantes MAT-ORF-FLAG, un gen lacl interno que reprime la transcripcion en estado
basal en cualquier huésped de E. coli, y un gen AmpR para la seleccion de ampicilina.

Secuencias regulatorias

[0349] En algunas aplicaciones, la secuencia de nucleétidos para usar en la presente invencion esta operativamente
unida a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia de nucleétidos, tal
como mediante la célula huesped elegida. A modo de ejemplo, la presente invencion cubre un vector que
comprende la secuencia de nucledtidos de la presente invencidn operativamente unida a dicha secuencia
reguladora, es decir, el vector es un vector de expresion.

[0350] El término "unido operativamente" se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan
en una relaciéon que les permite funcionar de la manera pretendida. Una secuencia reguladora "operativamente
unida" a una secuencia codificante se liga de tal manera que la expresién de la secuencia codificante se consigue en
condiciones compatibles con las secuencias de control.

[0351] EIl término "secuencias reguladoras" incluye promotores y potenciadores y otras sefiales de regulacion de la
expresion.

[0352] EI término "promotor" se usa en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de unidn de polimerasa
de ARN.

[0353] La expresion potenciada de la secuencia de nucledtidos que codifica una flagelina de la presente
descripcion también puede lograrse mediante la seleccién de regiones reguladoras heterdlogas, por ejemplo,
promotor, lider de secrecion y regiones de terminacion.

[0354] En una realizacion, la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la presente descripcion esta operativamente
unida a al menos un promotor.

[0355] Otros promotores pueden incluso usarse para dirigir la expresion del polipéptido de la presente descripcion.

[0356] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de nucleétidos en una
bacteria, hongos o huésped de levadura son bien conocidos en la técnica.
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[0357] EI promotor puede incluir adicionalmente caracteristicas para asegurar o aumentar la expresion en un
huesped adecuado. Por ejemplo, las caracteristicas pueden ser regiones conservadas, como una caja Pribnow o
una caja TATA.

Constructos
[0358] El término "constructo” - que es sindnimo de términos tales como "conjugado”, "casete" e "hibrido" - incluye
una secuencia de nucledtidos para su uso segun la presente invencion directa o indirectamente unida a un promotor.

[0359] Un ejemplo de una unién indirecta es la provision de un grupo espaciador adecuado tal como una secuencia
de intron, tal como el intrén Sh1 o el intron ADH, intermedio del promotor y la secuencia de nucleétidos de la
presente descripcién. Lo mismo es cierto para el término "fusionado" en relaciéon con la presente descripcion que
incluye la unién directa o indirecta. En algunos casos, los términos no cubren la combinacion natural de la secuencia
de nucledtidos que codifica la proteina normalmente asociada con el promotor del gen de tipo salvaje y cuando
ambos estan en su entorno natural.

[0360] La construccion puede incluso contener o expresar un marcador, lo que permite la seleccion de la
construccion genética.

[0361] Para algunas aplicaciones, la construccion de la presente descripcion comprende al menos la secuencia de
nucleétidos de la presente descripcién unida operativamente a un promotor.

Células huésped

[0362] El término "célula huésped" - en relacién con la presente descripcion incluye cualquier célula que comprende
la secuencia de nucledtidos y/o un vector de expresion como se describe en este documento. Tipicamente, la célula
huesped es capaz de la producciéon recombinante de una proteina que tiene las propiedades especificas como se
define aqui.

[0363] Los ejemplos de células huésped incluyen bacterias tales como Roseburia spp. y células competentes. Los
ejemplos de Roseburia spp son Roseburia hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Roseburia intestinalis y
Roseburia inulinivorans. Los ejemplos de células competentes incluyen células de E. coli competentes (tales como
E. coliBL21 (DE3) pLysS y/o E. coli B21 Rosetta).

[0364] Por lo tanto, una realizacion adicional de la presente descripcidon proporciona células huésped transformadas
o transfectadas con una secuencia de nucleétidos de la presente descripcion. Ademas, o alternativamente, una
realizacion adicional de la presente descripcion proporciona células huésped transformadas o transfectadas con una
secuencia de nucledtidos (por ejemplo, un promotor tal como un promotor heterologénico o un exdgeno) que es
capaz de regular positivamente (sobreexpresar) la expresion de una secuencia de nucleétidos (p. ej. gen - tal como
un gen homologo o un gen enddgeno) que codifica una flagelina de la presente descripcion cuando se compara con
el microorganismo equivalente antes de la transformacion. Las células se elegiran para que sean compatibles con
dicho vector y pueden ser, por ejemplo, células bacterianas (por ejemplo, procariotas), fingicas o de levadura.

[0365] La secuencia de nucledtidos que codifica la flagelina de la presente descripcion puede ser heterdloga u
homologa a la célula huésped. Tipicamente, cuando la secuencia de nucledtidos que codifica la flagelina es
homologa a la célula huésped, la célula huesped comprende multiples copias de la secuencia de nucleétidos.
Ademas o alternativamente, la secuencia de nucleétidos que codifica la flagelina esta operativamente unida a un
promotor heterdlogo; tipicamente, dicho promotor es capaz de regular positivamente (sobreexpresar) la secuencia
de nucleétidos homadloga que codifica la flagelina.

[0366] En un ejemplo, la célula huésped comprende la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de
flagelina de la presente descripcion (tal como una secuencia de nucledtidos homologa o enddégena) bajo el control
de un promotor heterdlogo o exdgeno.

[0367] En una realizacion, la célula huésped se transforma o transfecta con una o mas secuencias de nucleétidos
que codifica al menos una flagelina (por ejemplo, flagelina de Roseburia) seleccionada del grupo que consiste en
Fla1, Fla2, Fla3 y Fla4. En otra realizacion, la célula huésped se transforma o transfecta con una o mas secuencias
de nucledtidos que codifican al menos una flagelina (por ejemplo, flagelina de Roseburia) seleccionada del grupo
que consiste en Fla2, Fla1 y Fla4. En una realizacion adicional, la célula huésped se transforma o se transfecta con
una secuencia de nucledtidos que codifica la flagelina (por ejemplo flagelina Roseburia) Fla2.

[0368] La célula huésped puede comprender multiples copias de secuencias de polinucleétidos que codifican
flagelinas de Roseburia.

[0369] Una célula huésped puede comprender al menos 1, 2, 3, 4 o 5 secuencias de polinucleétidos que codifican
al menos 1, 2, 3, 4 o 5 flagelinas Roseburia.

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 823 T3

[0370] En una realizacion, la célula huésped comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica al menos una
flagelina de Roseburia derivada o derivable de una especie de Roseburia y al menos otra secuencia de
polinucleétidos que codifica al menos una flagelina de Roseburia derivada o derivable de una especie de Roseburia
diferente. Por ejemplo, la célula huésped comprende al menos una secuencia de polinucleétidos que codifica una
flagelina de R. hominis (por ejemplo, Fla1 o Fla2) y al menos una secuencia de polinucleétidos que codifica una
flagelina de R. intestinalis (por ejemplo, Fla1 o Fla2).

[0371] Una célula huésped puede comprender al menos 1, 2, 3, 4 o 5 vectores de expresion que comprenden al
menos 1, 2, 3, 4 o 5 secuencias de polinucleétidos que codifican la flagelina de Roseburia.

[0372] En una realizacion, la célula huésped comprende un vector de expresion que comprende una secuencia de
polinucledtidos que codifica flagellinas de Roseburia derivadas o derivables de una especie de Roseburia y al menos
un vector de expresion adicional que comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica flagellinas de
Roseburia derivadas o derivables de una diferente Especie de Roseburia. Por ejemplo, la célula huesped comprende
al menos un vector de expresion que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una flagelina de R.
hominis (por ejemplo Flal o Fla2) y al menos un vector de expresidon que comprende una secuencia de
polinucledtidos que codifica una flagelina de R. intestinalis (por ejemplo, Fla1 o Fla2)

[0373] La secuencia de nucledtidos que codifica la flagelina puede ser endégena o exdgena a la célula huésped.
Tipicamente, cuando la secuencia de nucleotidos que codifica la flagelina es enddgena a la célula huésped, la célula
huesped comprende multiples copias de la secuencia de nucleétidos. Ademas o alternativamente, la secuencia de
nucledtidos que codifica la flagelina esta operativamente unida a un promotor exégeno; tipicamente dicho promotor
es capaz de regular positivamente (que sobreexpresa) la secuencia de nucledtidos endogena que codifica la
flagelina.

[0374] Los ejemplos de organismos huésped bacterianos adecuados son especies bacterianas gram positivas o
gram negativas.

[0375] En una realizacion, la célula huésped es un microorganismo.

[0376] En una realizacion, la célula huésped es una especie bacteria de acido lactico, especie Lactococcus, una
especie Bifidobacterium, una especie Lactobacillus o una especie Propionibacterium.

[0377] Los ejemplos de bacterias de acido lactico incluyen, pero no se limitan a, Lactobacillus spp., Leuconostoc
spp., Pediococcus spp., Lactococcus spp., Streptococcus spp., Aerococcus spp., Carnobacterium spp.,
Enterococcus spp., Oenococcus spp., Sporolactobacillus spp., Tetragenococcus spp., Vagococcus spp., y Weisella

spp.

[0378] Ejemplos de Lactobacillus spp incluyen Lactobacillus paracasei, L. acidophilus, L. fermentum, L. brevis,
gasseri, L. plantarum, L. bulgaricus, L. helveticus, L. reuteri, L. casei, L. jensenii, L. rhamnosus, L. crispatus,
johnsonii, L. salivarius, L. acetotolerans, L. acidifarinae, L. acidipiscis, L. agilis, L. Algido, L. alimentarius,
amylolyticus, L. amylophilus, L. amylotrophicus, L. amylovorus, L. animalis, L. Antri, L. apodemi, L. aviarius,
bifermentans, L. buchneri, L. camelliae, L. catenaformis, L. ceti, L. coleohominis, L. collinoides, L. composti,
concavus, L. coryniformis, L. crustorum, L. curvatus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis, L. dextrinicus, L. diolivorans, L. equi, L. equigenerosi, L. farraginis, L.
farciminis, L. fornicalis, L. fructivorans, L. frumenti, L. fuchuensis, L. galUnarum, L. gastricus, L. ghanensis, L.
graminis, L. hammesii, L. hamsteri, L. harbinensis, L. hayakitensis, L. hilgardii, L. homohiochii, L. iners, L. ingluviei, L.
intestinalis, L. kalixensis, L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. kimchii, L. kitasafonis, L. kunkeei, L. leichmannii, L. lindneri,
L. malefermentans, L. mail, L. manihotivorans, L. mindensis, L. mucosae, L. murinus, L. nagelii, L. namurensis, L.
nantensis, L. oligofermentans, L. oris, L. panis, L. pantheris, L. parabrevis, L. parabuchneri, L. paracollinoides, L.
parafarraginis, L. parakefiri, L. paralimentarius, L. paraplantarum, L. pentosus, L. perolens, L. pontis, L. psittaci, L.

L.

L.

e

rennini, L. rimae, L. rogosae, L. rossiae, L. ruminis, L. saerimneri, L. sakei, L. sanfranciscensis, L. satsumensis,
secaliphilus, L. sharpeae, L. siliginis, L. spicheri, L. suebicus, L. fhailandensis, L. ultunensis, L. vaccinostercus,
vaginalis, L. versmoldensis, L. vini, L. vitulinus, L. zeae, y L. zymae.

[0379] Ejemplos de Propionibacterium incluyen, pero no se limitan a Propionibacterium freudenrechli subsp.
shermanii (PAB), Propionibacterium acidifaciens, Propionibacterium acidipropionici, Propionibacferium acnes,
Propionibacterium australiense, Propionibacterium avidum, Propionibacterium cyclohexanicum, Propionibacterium
freudenrelchli subsp. freudenrelchli, Propionibacterium granulosum, Propionibacterium jensenii, Propionibacterium
microaerophilum, Propionibacterium propionicum, y Propionibacterium thoenii.

[0380] En una realizacion, el Propionibacterium es Propionibacterium freudenrechli subsp. shermanii (PAB).
[0381] Los ejemplos de Bifidobacterium incluyen, pero no se limitan a, Bifidobacterium adolescentis, B. breve, B.

longum, B. animalis, B. infantis, B. thermophilum, B. bifidum, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium
pseudocatenulatum, Bifidobacterium angulatum y B. lactis.
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[0382] En otra realizacion, la célula huésped es una Firmicute - por ejemplo, una especie Roseburia como Roseburia
hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Roseburia intestinalis, o Roseburia inulinivorans). En una realizacion,
la célula huésped comprende al menos una secuencia de polinucleétido heterélogo que codifica una flagelina
Roseburia. Ademas o alternativamente, la célula huésped comprende al menos dos copias de una secuencia de
polinucleétidos homadloga que codifica una flagelina Roseburia; por ejemplo, la célula huésped comprende al menos
3, 4 0 5 copias homodlogas de una secuencia de polinucleétido que codifica una flagelina Roseburia.

[0383] Dependiendo de la naturaleza de la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de la presente
descripcion, y/o la conveniencia de un procesamiento adicional de la proteina expresada, huéspedes eucariotas
tales como levaduras u otros hongos pueden ser utilizados. En general, las células de levadura se utilizan sobre las
células fungicas porque son mas faciles de manipular. Sin embargo, algunas proteinas son pobremente secretadas
de la célula de levadura, o en algunos casos no se procesan adecuadamente (por ejemplo, hiperglucosilacion en la
levadura). En estos casos, un organismo huésped fungico diferente debe ser seleccionado.

[0384] El uso de células huésped adecuadas - tales como células huésped de levadura, fungicas y plantares -
podran prever modificaciones post-traduccionales (por ejemplo miristoilacion, glicosilacion, truncamiento, lipidacion y
fosforilacion de tirosina, serina o treonina) como puede ser necesario para conferir actividad bioldgica 6ptima a los
productos de expresion recombinantes de la presente descripcion.

[0385] La célula huésped puede ser una proteasa deficiente o proteasa menos cepa. Puede ser por ejemplo la cepa
deficiente de proteasa de Aspergillus oryzae JaL 125 habiéndose eliminado el gen de proteasa de alcalina llamado
"alp". Esta cepa se describe en el documento WO97/35956.

[0386] El término "célula huésped" no cubre secuencias de codificacion de nucledtidos nativas en su medio natural
cuando estan bajo el control de su promotor nativo que esta también en su entorno natural.

Organismo

[0387] El término "organismo" en relacion con la presente descripcion incluye cualquier organismo que podria
comprender la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de acuerdo con la presente descripcion y/o
productos obtenidos de los mismos, y/o en el que un promotor puede permitir la expresion de la secuencia de
nucleétidos de acuerdo con la presente descripcion cuando esta presente en el organismo.

[0388] Los organismos adecuados pueden incluir una bacteria (tal como un procariota), un hongo, una levadura o
una planta.

[0389] EI término "organismo transgénico" en relacion con la presente descripcion incluye cualquier organismo que
comprende la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de acuerdo con la presente descripcion y/o los
productos obtenidos a partir del mismo, y/o en el que un promotor puede permitir la expresion de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con la presente descripcion dentro del organismo. En una realizacion, la secuencia de
nucleétidos se incorpora en el genoma del organismo.

[0390] EI término "organismo transgénico" no cubre secuencias de codificacion de nucledtidos nativas en su medio
natural cuando estan bajo el control de su promotor nativo que esta también en su entorno natural.

[0391] Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente descripcion incluye un organismo que comprende una
cualquiera de, o combinaciones de, la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de acuerdo con la
presente descripcion, construcciones de acuerdo con la presente descripcion, los vectores de acuerdo con la
presente descripcion, los plasmidos de acuerdo con la presente descripcion, las células de acuerdo con la presente
descripcion, o los productos de los mismos.

[0392] Por ejemplo el organismo transgénico puede comprender la secuencia de nucledtidos que codifica para el
polipéptido de la presente descripcion (tal como una secuencia de nucleétidos homdloga) bajo el control de un
promotor heterélogo.

Transformacion de células huésped/organismo

[0393] Como se indicod anteriormente, el organismo huésped puede ser un procariota 0 un organismo eucariota.
Ejemplos de huéspedes procariotas adecuados incluyen Roseburia hominis, Roseburia cecicola, Roseburia faecis,
Roseburia intestinalis, Roseburia inulinivorans, E. coliy Bacillus subtilis.

[0394] Las ensefanzas sobre la transformacion de huéspedes procariotas estan bien documentadas en la técnica,
por ejemplo véase Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, 1989, Cold Spring
Harbor Laboratory Press). Si se utiliza un huésped procaridtico entonces puede ser necesario modificarse
adecuadamente antes de la transformacion de la secuencia de nucleétidos - tal como por eliminacion de intrones.

[0395] Las células de hongos filamentosos pueden transformarse utilizando varios métodos conocidos en la técnica -
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tales como un proceso que implica la formacién de protoplastos y la transformacion de los protoplastos seguido de la
regeneracion de la pared celular de una manera conocida. El uso de Aspergillus como microorganismo huésped se
describe en EP 0 238 023.

[0396] Otro organismo huésped puede ser una planta. Una revision de las técnicas generales utilizadas para
transformar plantas puede encontrarse en los articulos por Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991]
42: 205-225) y Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech marzo/abril de 1994 17-27). Ensefianzas adicionales sobre la
transformacion de plantas se pueden encontrar en el documento EP-A-0449375.

[0397] Ensefianzas generales sobre la transformacion de hongos, levaduras y plantas se presentan en las
siguientes secciones.

Hongo transformado

[0398] Un organismo huésped puede ser un hongo - tal como un molde. Ejemplos de tales huéspedes adecuados
incluyen cualquier miembro que pertenece a los géneros Thermomyces, Acremonium, Aspergillus, Penicillium,
Mucor, Neurospora, Trichoderma y similares.

[0399] En una realizacion, el organismo huésped puede ser un hongo filamentoso.

[0400] La transformacion de hongos filamentosos se discute en US-A-5741665 que afirma que las técnicas estandar
para transformacion de hongos filamentosos y el cultivo de los hongos que son bien conocidos en la técnica. Una
extensa revision de las técnicas aplicadas a N. crassa se encuentra, por ejemplo en Davis y de Serres, Methods
Enzymol (1971) 17A: 79-143.

[0401] Otras ensefianzas que también se pueden utilizar en la transformacion de hongos filamentosos se revisan en
US-A-5674707.

[0402] Ademas, la expresion de genes en hongos filamentosos se ensefia en Punt et al. (2002) Trends Biotechnol
2002 Mayo; 20 (5): 200-6, Archer y Peberdy Crit Rev Biotechnol (1997) 17 (4): 273-306.

[0403] La presente descripcion abarca la produccion de hongos filamentosos transgénicos de acuerdo con la
presente descripcion preparada por el uso de estas técnicas estandar.

[0404] En un aspecto, el organismo huésped puede ser del género Aspergillus, tal como Aspergillus niger.

[0405] Un Aspergillus transgénico de acuerdo con la presente descripcion puede prepararse también mediante el
seguimiento, por ejemplo, de las ensefianzas de Turner G. 1994 (Vectors for genetic manipulation. In: Martinelli S.D.,
Kinghorn J.R.(Editors) Aspergillus: 50 years on. Progress in industrial microbiology vol 29. Elsevier Amsterdam 1994.
pp 641-666).

Levadura transformada

[0406] En otra realizacion, el organismo transgénico puede ser una levadura.

[0407] Una revision de los principios de la expresion génica heterdloga en la levadura estan dentro de, por ejemplo,
Methods Mol Biol (1995), 49: 341-54, y Curr Opin Biotechnol (1997) Oct; 8 (5): 554-60.

[0408] A este respecto, la levadura - tales como la especie Saccharomyces cerevisi o Pichia pastoris (véase FEMS
Microbiol Rev (2000 24 (1): 45-66)., se puede utilizar como un vehiculo para la expresion génica heteréloga.

[0409] Una revision de los principios de expresion génica heterdloga en Saccharomyces cerevisiae y la secrecion de
productos génicos viene dada por E Hinchcliffe E Kenny (1993, "Yeast as a vehicle for the expression of
heterologous genes ", Yeasts, Vol 5, Anthony H. Rose y J. Stuart Harrison, eds, 22 ediciéon, Academic Press Ltd.).
[0410] Para la transformacion de levadura, varios protocolos de transformacion se han desarrollado. por ejemplo, un
Saccharomyces transgénico de acuerdo con la presente descripcion se puede preparar siguiendo las ensefianzas de
Hinnen et al., (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 75, 1929); Beggs, J D (1978,
Nature, Londres, 275, 104); e lto, H et al (1983, J. Bacteriology 153, 163-168).

[0411] Las células de levadura transformadas pueden seleccionarse utilizando varios marcadores selectivos - tales
como marcadores auxotréficos marcadores de resistencia a antibidticos dominantes.

Plantas transformadas/células vegetales

[0412] Un organismo huésped adecuado para la presente descripcion puede ser una planta. A este respecto, el
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principio basico en la construccién de plantas modificadas genéticamente consiste en insertar informacion genética
en el genoma de la planta a fin de obtener un mantenimiento estable del material genético insertado. Una revision de
las técnicas generales puede encontrarse en los articulos por Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991]
42: 205-225) y Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech marzo/abril de 1994 17-27).

[0413] La infeccion directa de los tejidos vegetales por Agrobacterium es una técnica simple que ha sido
ampliamente empleada y que se describe en Butcher D.N. et al., (1980), Tissue Culture Methods for Plant
Pathologists, eds.: DS Ingrams y JP Helgeson, 203-208.

[0414] Otras técnicas para la transformacién de plantas incluyen la transformacion balistica, la técnica de carburo de
whisker de silicio (véase Frame BR, Drayton PR, Bagnaall SV, Lewnau CJ, Bullock WP, Wilson HM, Dunwell JM,
Thompson JA y Wang K (1994) Production of fertile transgenic maize plants by silicon carbide whisker-mediated
transformation, The Plant Journal 6: 941-948) y técnicas de transformacion virales (por ejemplo, véase Meyer P,
Heidmann | y Niedenhof | (1992) The use of cassava mosaic virus as a vector system for plants, Gene 110: 213-
217).

[0415] Las ensefanzas adicionales sobre la transformacion de plantas se pueden encontrar en el documento EP-A-
0449375.

[0416] Las células vegetales pueden cultivarse y mantenerse de acuerdo con métodos de cultivo de tejidos bien
conocidos, tales como por cultivar las células en un medio de cultivo adecuado suministrado con los factores de
crecimiento necesarios tales como aminoacidos, hormonas vegetales, vitaminas, etc.

[0417] En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a un sistema vector que lleva una secuencia de
nucledtidos o constructo de acuerdo a la presente descripcion y que es capaz de introducir la secuencia de
nucledtidos o constructo en el genoma de un organismo, tal como una planta. El sistema vector puede comprender
un vector, pero puede comprender dos vectores. En el caso de dos vectores, el sistema vector se denomina
normalmente como un sistema vector binario. Sistemas de vectores binarios se describen con mayor detalle en
Gynheung An et al., (1980), Binary Vectors, Plant Molecular Biology Manual A3, 1-19.

[0418] Un sistema ampliamente empleado para la transformacion de células de plantas utiliza el plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens o un plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes An et al., (1986), Plant Physiol. 81, 301-
305 y Butcher D.N. et al., (1980), Tissue Culture Methods for Plant Pathologisfs, eds.: D.S. Ingrams y J.P. Helgeson,
203-208. Después de cada método de introduccion del promotor deseado o constructo o secuencia de nucleétidos
de acuerdo con la presente descripcion en las plantas, la presencia y/o insercion de otras secuencias de ADN puede
ser necesario. Si, por ejemplo, para la transformacion se utiliza el plasmido Ti o Ri de las células de la planta, por lo
menos el limite derecho y a menudo sin embargo, el limite derecho e izquierdo del plasmido Ti y Ri de ADN-T, como
areas de flanqueo de los genes introducidos, se puede conectar. El uso de T-ADN para la transformacion de células
vegetales ha sido intensamente estudiado y se describe en el documento EP-A-120516; Hoekema, en: The Binary
Plant Vector System Offset-drukkerij Kanters B.B., Alblasserdam, 1985, Capitulo V; Fraley, et al., Crit. Plant Rev. Sci,
4: 1-46;. y An et al, EMBO J. (1985) 4:277-284.

Cultivo y produccion
[0419] Las células huésped transformadas con la secuencia de nucleétidos de la presente descripcion y/o un vector
de expresion de la presente descripcidon pueden cultivarse en condiciones que conducen a la produccion del

polipéptido codificado, y que facilitan la recuperacion del polipéptido de las células y/o medio cultural.

[0420] EI medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para el cultivo de
la célula huésped en preguntas y obtener la expresién del polipéptido.

[0421] La proteina producida por una célula recombinante puede aparecer en la superficie de la célula.

[0422] La proteina puede secretarse de las células huésped y puede convenientemente recuperarse del medio de
cultivo usando procedimientos bien conocidos.

Secrecion

[0423] En algunas realizaciones, la proteina es secretada desde el huésped de expresion en el medio de cultivo de
donde puede recuperarse la proteina. Segun la presente descripcion, la secuencia lider de secrecidon puede
seleccionarse sobre la base de la huésped de expresion deseada. Secuencias de sefial hibridas también se pueden
utilizar con el contexto de la presente descripcion.

[0424] Los ejemplos tipicos de secuencias lider de secrecion heterdlogas son las que se originan a partir del gen de

amiloglucosidasa fungico (AG) (glaA - versiones de aminoacidos tanto 18 como 24, por ejemplo de Aspergillus), el
gen del factor A (levaduras, por ejemplo Saccharomyces, Kluyveromyces'y Hansenula) o el gen a-amilasa (Bacillus).
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[0425] A modo de ejemplo, la secrecion de proteinas heterdlogas en E. coli se revisa en Methods Enzymol (1990)
182: 132-43.

Deteccion

[0426] Una variedad de protocolos para detectar y medir la expresion de la secuencia de aminoacidos son
conocidos en la técnica. Los ejemplos incluyen ensayo ligado a enzima de inmunoabsorcion (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

[0427] Una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacion son conocidas por los expertos en la técnica y
se pueden usar en diversos ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos.

[0428] Un numero de compafiias tales como kits comerciales de suministro de Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ),
Promega (Madison, WI), y US Biochemical Corp (Cleveland, OH) y protocolos para estos procedimientos.

[0429] Las moléculas indicadoras o marcadores adecuados incluyen los radionuclidos, enzimas, agentes
fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas
magnéticas y similares. Las patentes que ensefian el uso de tales marcadores incluyen los documentos US-A-
3.817.837; US-A-3.850.752; US-A-3.939.350; US-A-3.996.345; US-A-4.277.437; US-A-4.275.149 y US-A-4.366.241.

[0430] Ademas, las inmunoglobulinas recombinantes se pueden producir como se muestra en US-A-4.816.567.
Proteinas de fusion

[0431] La secuencia de aminoacidos para su uso segun la presente descripcion se pueden producir como una
proteina de fusién, por ejemplo para ayudar en la extraccion y purificacion. Ejemplos de acompafantes de la
proteina de fusion incluyen la glutation-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (union a ADN y/o dominios de activacion
transcripcional) y (B-galactosidasa). También puede ser conveniente incluir un sitio de escision proteolitica entre el
acompafante de proteina de fusion y la secuencia de proteina de interés para permitir la eliminacién de secuencias
de proteinas de fusion.

[0432] Tipicamente, la proteina de fusién no dificultara la actividad de la secuencia de la proteina.

[0433] Sistemas de expresion de fusion de genes en E. coli se han revisado en Curr Opin Biotechnol (1995) 6 (5):
501-6.

[0434] En otra realizacion, la secuencia de aminoacidos puede ligarse a una secuencia heteréloga para codificar
una proteina de fusion. Por ejemplo, para el cribado de bibliotecas de péptidos para agentes capaces de afectar la
actividad de la sustancia, puede ser util codificar una sustancia quimérica que expresa un epitopo heterélogo que es
reconocido por un anticuerpo disponible comercialmente.

[0435] La presente invencion se describe adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos no limitativos.
EJEMPLOS

[0436] La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales
de quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de las
capacidades de una persona de experiencia ordinaria en la técnica. Tales técnicas se explican en la literatura.
Véase, por ejemplo, J. Sambrook, EF Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda
Edicion, Libros 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periddicos;
Current Protocols in Molecular Biology, cap 9, 13, y 16, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y
A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons; J.M. Polak y James O'D.
McGee, 1990, In Situ Hybridization: Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait (Editor), 1984,
Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; D.M.J. Lilley y J.E. Dahlberg, 1992, Methods of
Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic
Press; y E.M. Shevach y W. Strober, 1992 y suplementos peridédicos, Current Protocols in Immunology, John Wiley &
Sons, Nueva York, NY.

Material y métodos

FLAGELINAS DEL GENERO ROSEBURIA

Diversidad de flagelina

[0437] Flagelinas de bacterias del género Roseburia, en particular, Roseburia hominis y Roseburia intestinalis se
clonaron, se expresaron, se purificaron y se analizaron.
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[0438] La Figura B1A y B1B muestran un analisis SDS de flagelinas recombinantes.
[0439] Nomenclatura de proteina flagelina:
Género Roseburia
Especie Roseburia
[0440]
Roseburia hominis

Roseburia hominis FlaA1 (Esto también se denomina en este documento RhFlaA1 o Rh1)
Roseburia hominis FlaA2 (Esto también se denomina en este documento RhFlaA2 o Rh2)

Roseburia intestinalis

Roseburia intestinalis FlaA1 (Esto también se denomina en este documento RiFlaA2 o Ri1 o RI1)
Roseburia intestinalis FlaA2 (Esto también se denomina en este documento RiFlaA2 o Ri2 o RI2)
Roseburia intestinalis FlaA3 (Esto también se denomina en este documento RiFlaA3 o Ri3 o RI3)
Roseburia intestinalis FlaA4 (Esto también se denomina en este documento RiFlaA1 o Ri4 o R14)

Véase:

ELY, B., ELY, TW., CRYMES, W.B.,JR y MINNICH, S.A., 2000. A family of six flagellin genes contributes to the
Caulobacter crescentus flagellar filament. Journal of Bacteriology, 182(17), pp. 5001-5004.
IBRAHIM, G.F., FLEET, G.H., LYONS, M.J. y WALKER, R.A., 1985. Method for the isolation of highly purified
Salmonella flagellins. Journal of clinical microbiology, 22(6), pp. 1040-1044.

NEVILLE,B.A., FORDE,B.M., CLAESSON,M.J., DARBY,T., COGHLAN, A., NALLY,K., ROSS,R.P. y O'TOOLE,
P.W., 2012. Characterization of pro-inflammatory flagellin proteins produced by Lactobacillus ruminis and related
motile Lactobacilli. PloS one, 7(7), pp. e40592.

NG, S.Y., CHABAN, B. and JARRELL, K.F., 2006. Archaeal flagella, bacterial flagella and type IV pili: a
comparison of genes and posttranslational modifications. Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology,
11(3-5), pp. 167-191.

WATSON, R.O. and GALAN, J.E., 2005. Signal transduction in Campylobacter jejuni-induced cytokine
production. Cellular microbiology, 7(5), pp. 655-665.

Condiciones de crecimiento bacterianas

[0441] R. hominis A2-183T (= DSM 16839 = NCIMB 14029") se cultivo anaerdbicamente a 37°C en medio YCFA. El
cultivo se centrifugd y el sedimento se resuspendié en un mL del medio YCFA, suplementado con 2% de cisteina
(p/v, Sigma-Aldrich) y acido ascoérbico al 3% (p/v, Sigma-Aldrich).

[0442] R. intestinalis L1-82T (= DSM 146107 = NCIMB 138107) se cultivd anaerobicamente a 37°C en medio YCFA.
El cultivo se centrifugd y el sedimento se resuspendio en un mL del medio YCFA, suplementado con 2% de cisteina
(p/v, Sigma-Aldrich) y acido ascorbico al 3% (p/v, Sigma-Aldrich).

Ratones

[0443] C3H/HeN y ratones C57BL/6 fueron adquiridos de Harlan Laboratories. C3H GF/HeN fueron suministrados y
mantenidos en la instalacion gnotobidtica de cria de roedores INRA en Jouy-en-Josas (ANAXEM plateform, Institut
Micalis, INRA, Jouy-en-Josas, Francia). GF TLR5KO y C57BL/6 de tipo salvaje fueron proporcionados por Andrew
Gewirtz (Centro para la inflamacién, la inmunidad y la infeccion y el Departamento de Biologia de la Universidad
Estatal de Georgia, Atlanta, GA 30303, EE.UU.) y se mantuvieron en la instalacién de cria de roedores gnotobidticos
INRA en Jouy-en-Josas. TLR5KO Convencional y BOY/J de tipo salvaje fueron proporcionados por Adam
Cunningham (Centro MRC para la regulaciéon inmune, Instituto de Microbiologia e Infeccion de la Division de la
Inmunidad e Infeccion de la Universidad de Birmingham Reino Unido). La gestién y los procedimientos
experimentales fueron aprobados por los comités locales de evaluacion ética respectivos.

Experimentos con animales

[0444] Experimentos en animales libres de gérmenes se realizaron en la instalacion gnotobidtica de cria de roedores
INRA en Jouy-en-Josas (ANAXEM Plateform, Institut Micalis, INRA, Jouy-en-Josas, Francia). Ratones macho GF
C3H/HeN se asignaron en el control (N=8) y grupos de tratamiento (N=10) y se enjaularon individualmente en
aisladores de plastico. En el dia 0, 1 y 2, los animales en el grupo de tratamiento recibieron 100 pyL de R. hominis
cultivado por medio de una sonda, mientras que se les administré a los animales de control 100 yL de medio YCFA.
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Se recogieron muestras de ileon, colon ascendente e intestino ciego a 14d y 28d. Seis ratones machos GF
C3H/HeN fueron tratados con E. coli MG1655 (K12) como se describid anteriormente, y tres animales se sacrificaron
a 10d y 22d para dar N=3. Tres ratones GF TIr5KO y tres ratones C57BL/6 WT se inocularon con cultivo R. hominis
como se describe anteriormente para evaluar la importancia funcional de flagelinas R. hominis. Después de 28d
estos animales se sacrificaron junto con sus homodlogos GF. Veintidds ratones hembra C57BL/6 se dosificaron a
diario con 50 pL de 10° CFU R. hominis durante 14 dias. Los animales de control se dosificaron con medio de cultivo
solo. A partir del dia 8, se les dio ratones DSS (MW 50 kDa, 30 g/l) en el agua potable durante 6 dias. Los animales
fueron sacrificados en el dia 14 y se realiz6 la toma de muestras de tejido como se ha descrito anteriormente.

Experimentos de cultivo de tejidos

[0445] Células Caco-2 (células de adenocarcinoma epiteliales colorrectales Homo sapiens) y HT29 (de
adenocarcinoma colorrectal Homo sapiens) se cultivaron en placas Transwell dentro de una estaciéon de trabajo
anaerobica. El cultivo de A2-183 R. hominis o R. intestinalis L1-82" se cosecharon en la fase exponencial, y 100 uL
de suspension bacteriana (108 CFU/ml) se afiadié a los pocillos experimentales. Las células bacterianas (no
adherentes y adherentes) y eucariotas (células Caco-2 y HT-29) se recogieron después de 2 h y 4 h de incubacion y
se almacenaron en RNAlater. Para los experimentos de cultivo de tejidos con flagelinas recombinantes, células
Caco-2 5x10* se cultivaron en placas de 24 pocillos a 37°C en una atmosfera humidificada de 75% de 5% de CO2.
Las células alcanzaron la confluencia en el dia 5-6 y se usaron tres dias después de la confluencia. Las células se
incubaron con flagelinas recombinante a una concentracion final de 100 ng/ul durante 2 horas a 37°C en una
atmosfera humidificada de 75% de 5% de CO..

Analisis FISH

[0446] El analisis FISH se realizd en secciones de tejido intestinal fijadas con formalina tamponada neutra utilizando
una sonda bacteriana general Eub338 y una sonda especifica A2-183 de R. hominis de nuevo disefio y una sonda
especifica L1-82T de R. intestinalis.

Construccion de biblioteca R. hominis

[0447] ADN cromosomico de R. hominis para construccion de bibliotecas de pequefio tamafio y pirosecuenciacion
se aisl6 utilizando un kit de Aislamiento de ADN microbial UltraClean™ (Mo Bio Laboratories Inc) y ADN de alto peso
molecular para bibliotecas de fdsmido se aisl6 utilizando un kit de purificacion de ADN genomico Wizard (Promega).

Andlisis de micromatriz
Micromatriz bacteriana

[0448] ARN bacteriana fue aislada de contenidos de intestino ciego del ratén y se proceso adicionalmente utilizando
kits comerciales segun las recomendaciones del fabricante. Productos de PCR amplificados a partir de 6.000 clones
en la biblioteca de plasmidos E. coli de R. hominis fueron dispuestos por duplicado en portaobjetos de microscopio
recubiertos de aminosilano (Corning) utilizando un MicroGrid Il TAS (BioRobotics).

Analisis de micromatrices de ratén

[0449] El ARN total se extrajo a partir de ileon y tejido de colon ascendiente, procesado en ARNc/ARNa marcado
con biotina (dependiendo de kit Affymetrix utilizado), y se hibridé a la matriz de ratén GeneChip NuGO y matriz de
genoma delratén GeneChip (Affymetrix) usando técnicas estandar. El andlisis de datos se realizd con los paquetes
de software R (http: //www.r-project.org) y bioconductor (http://www.bioconductor.org).

Andlisis de RT-PCR

[0450] Cebadores especificos a R. hominis de 5-CCCACTGACAGAGTATGTAATGTAC-3' y 5-
GCACCACCTGTCACCAC-3' se utilizaron para analisis de PCR de muestras fecales para validar los niveles de
colonizacion de los intestinos. El analisis de PCR en tiempo real se realizé con un 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) con el Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Todas las muestras se
realizaron por triplicado. GyrA se utiliz6 como gen de referencia para la normalizacion. Para la expresion de genes
de acogida, se transcribi6 a la inversa ARN eucariota total aislado del ileon y colon ascendente en ADNc utilizando
el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). El analisis de PCR en tiempo real se realizd
con un 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) con el QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) y
QuantiTect Primer Assays (Qiagen). Todas las muestras se realizaron por triplicado. HPRT fue seleccionado como
un gen de referencia para la normalizacion. Todos los datos de RT-PCR se analizaron en una escala logaritmica con
la base 2 por ANOVA de una via con una significacion de corte de P <0,05. Las diferencias se volvieron a
transformar para calcular los cambios de veces.
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Transferencia Western

[0451] Los anticuerpos policlonales de conejo Immuno-purificados contra FlaA1 y FlaA2 Roseburia hominis fueron
producidos como se describe en Duck et al. (Duck et al. 2007). Para la transferencia Western, R. hominis se cultivd
en presencia de cantidades variables (0,01 g a la dieta 1 g/10 mL de cultivo) de comida estandar del ratén irradiada
con UV durante 3 horas, se filtré para eliminar componentes de la dieta y se diluyé en tampon de Laemmli que
contiene urea 8M. Las muestras se cargaron en un gel NUPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y
electroforesis, seguido de un procesamiento adicional mediante el sistema de inmunodeteccidon cromogénica
WesternBreeze (Invitrogen). FlaA1 y anticuerpos FlaA2 se utilizaron a 1:1000 y girasa A anti-ADN de control de
carga (Abcam) a 1:300, seguido de anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina. La deteccion fue por el desarrollo
de color del sustrato en relacion con el desarrollo de color de control de carga.

Inmunofluorescencia

[0452] Inmuno-localizacion de flagelina R. hominis se examind en contenidos del colon de ratones utilizando
antisueros especificos generados contra secuencias de péptidos definidas a partir de ambas proteinas de flagelina
FlaA2 y FlaA1. El frotis de contenido de intestino se fijo en metanol previamente enfriado, se incubd con antisueros
de conejo anti-FlaA1 o anti-FlaA2 (CovalLabs) a 4°C durante la noche y se visualizaron utilizando anti conejo de
burro Alexa 488 (Molecular Probes).

[0453] Los marcadores de células T se examinaron en seccion criogénica secuencial 8 ym. Secciones de tejido
fijadas se incubaron con Ly6G-FITC, CD3-FITC, CD11b-FITC (BD Biosciences), anticuerpo primario doble marcado
con FoxP3 (Abcam) y CD3-FITC (BD Biosciences) o IgG isoespecifico. Las secciones se contratifieron con DAPI y
se montaron con Vectashield (Vector Laboratories). Para la cuantificacion de células positivas, se examind un
minimo de cinco campos de visién de cada seccion del ratén.

Clonacion y purificacion de flagelinas recombinantes

[0454] Genes de flagelina se aislaron a partir de cultivos bacterianos liquidos de R. hominis, R. intestinalis, S.
typhimurium, S. enteritidis, Eubacterium rectale 33656 y E. coli K12 mediante amplificacién por PCR vy purificacion.
Las células Caco-2 fueron incubadas con flagelinas recombinantes a una concentracion final de 100 ng/ul durante 2
horas a 37°C en una atmdsfera humidificada al 75% de CO2 al 5%.

Aislamiento de células intestinales y MLN

[0455] Las células fueron aisladas a partir del intestino delgado y el nodo linfatico mesentérico como se ha descrito
previamente con modificaciones menores (Monteleone et al. 2008). Brevemente, las suspensiones celulares se
incubaron con 100 U/ml de colagenasa VIII (Sigma-Aldrich) en medio RPMI suplementado con 20% FBS a 37°C
durante 20 min (nddulos linfaticos mesentéricos) o 1 hora (piezas intestinales). Suspensiones de células individuales
se analizaron entonces mediante citometria de flujo (como se describe).

Generacion de células dendriticas derivadas de médula 6sea y cultivos

[0456] La médula 6sea fue cosechada de fémur y tibia de ratones C3H/HeN y ratones C57BI6. Para las células
dendriticas derivadas de GMCSF, células de médula 6sea se resuspendieron a 1x108/ml en RPMI suplementado con
FCS al 10% y 20 ng/mL rmGM-CSF y se sembraron a 10 ml/placa de 100 mm? de placas de cultivo de tejidos.
Después de tres dias de cultivo, células adherentes sin apretar se recogieron y se volvieron a sembrar con medio
suplementado con GM-CSF en 1x10%/ml en placas de cultivo de tejido de 12 pocillos.

[0457] En el dia 5, las células se estimularon con 100 ng/mL de flagelinas antes de cosecharse en el dia 6. Para las
células dendriticas derivadas de FIt3L, células de médula o6sea se resuspendieron a 2x108ml en RPMI
suplementado con 10% de FCS y 200 ng/mL de rmFIt3 y se sembraron a 2 ml/pocillo en placas de cultivo tisular de
12 pocillos. Las células se cultivaron durante 10 dias con medio suplementados con Fit3 afiadido a cada pocillo en el
dia 4. En el dia 9, las células se estimularon con 100 ng/mL de flagelinas antes de cosecharse en el dia 10 y
analizarse por citometria de flujo.

Citometria de flujo

[0458] Las suspensiones de células individuales de células de la lamina propia y células dendriticas se incubaron en
tampon de bloqueo (suero que contiene anticuerpo y CD16/CD32) a 4°C durante 15 min antes de la tincién con
anticuerpos conjugados con fluorocromo especificos. Las células de lamina propia se marcaron con anticuerpos
contra CD4 de raton-FITC y CD25-APC (eBioscience), CD8-APC-Cy7 y CD3-PerCP (Biolegend), y B220-BV570 (BD
Biosciences). FoxP3 etiquetado intracelular se llevd a cabo después de la tincion extracelular y la fijacion de
células/permeabilizaciéon de acuerdo con las instrucciones del fabricante (eBioscience). Células dendriticas
derivadas de GMCSF se marcaron con anticuerpos CD11c-PE-Cy7, CD11-PerCP Cy5. I-A/I-E -APC-Cy7, CD80-PE,
CD86-APC, CD8-FITC, B220-BV570. Células dendriticas derivadas de FIt3 se marcaron con CD11c-PE-Cy7-,
CD11b- o Siglec-H-PerCP Cy5, I-A/lI-E -APC-Cy7, CD317 -PE, CD40-APC, CD103-FITC, B220-BV570. Las células
fueron analizadas utilizando un FACSArria (BD Biosciences) y el software FlowJo version 7.2.5.
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Matriz de perlas citométricas (CBA)

[0459] Se aislaron células de médula 6sea de fémur y la tibia con medios RPMI de ratones C3H/HeN y C57BL/6 y se
expandieron con FIt3L como se describié anteriormente. Las células se estimularon con 100 ng/ml de flagelina (por
ejemplo, flagelina Roseburia) después de 9 dias de cultivo, y el sobrenadante se recogio en el dia 10. El
experimento se realizd en tres ocasiones separadas para crear N=3.

[0460] El analisis CBA se realizé en sobrenadantes de células utilizando el Cytometric Bead Array Mouse Enhanced
Sensitivity Master Buffer Kit (BD Biosciences). Las muestras se cargaron en una placa de 96 pocillos para medicion
en un matriz FACS (BD Biosciences). Los resultados se analizaron usando el software BD FCAP (BD Biosciences).

Histologia

[0461] Las muestras de tejido de colon ascendente se fijaron en formalina tamponada neutra (Sigma), incrustada en
resina de curado en frio, y 4 ym de secciones de tejido se tifieron utilizando métodos de hematoxilina/eosina
estandar. Un area de la seccion transversal completa de colon de cada animal fue fotografiada con un aumento de
x200 en un microscopio Zeiss Axioskop con una camara de QImaging controlada por software Image Pro Plus. Cada
campo de vision entonces se puntud de 0-4 de acuerdo con un método basado en Berg et al. (Berg et al. 1996). El
porcentaje medio de campos de vision en un grado determinado se calcul6 y grupos de tratamiento se compararon
utilizando el analisis de prueba t de Student.

[0462] Otros protocolos detallados se describen en los materiales y métodos complementarios.

Informacion complementaria (IC) Materiales y Métodos
Condiciones de crecimiento bacteriano

[0463] R. hominis A2-183T (= DSM 16839 = NCIMB 140297) se cultivd anaerdbicamente en YCFA sintético o medio
M2GSC complejo. El cultivo se inocul6 a partir de material congelado en tubos Hungate y se incubé durante la noche
a 37°C. Las bacterias se hicieron crecer en placas de agar M2GSC durante 48 h en una estacion de trabajo
anaerobico MACS-MG-1000 (Don Whitley Scientific) bajo N2 al 80%, CO. al 10%, y H» al 10% a 37°C. El efecto de la
mucina se investigd mediante la adicion de 0,5% (p/v) de mucina de estémago porcino tipo Il (Sigma-Aldrich) al
medio de YCFA.

[0464] Para la colonizacion de ratones libres de gérmenes (GF), R. hominis se hizo crecer en medios YCFA durante
la noche a 37°C. El cultivo se centrifugd y el sedimento se resuspendié en un ml del medio YCFA, suplementado
con 2% de cisteina (p/v, Sigma-Aldrich) y acido ascdrbico al 3% (p/v, Sigma-Aldrich).

Ratones

[0465] C3H/HeN y C57BL/6 fueron adquiridos de Harlan Laboratories. Los ratones se alojaron en aisladores con
flexi-pelicula con filtros HEPA (Bell Isolation Systems) de la Universidad de Aberdeen. GF C3H/HeN fueron
suministrados y mantenidos en la instalacion de cria de roedores gnotobidtica INRA en Jouy-en-Josas (ANAXEM
Plateform, Institut Micalis, INRA, Jouy-en-Josas, Francia). TLR5KO libres de gérmenes y C57BL/6 de tipo salvaje
fueron proporcionados por Andrew Gewirtz (Centro para la inflamacién, la inmunidad y la infeccion y el
Departamento de Biologia de la Universidad Estatal de Georgia, Atlanta, GA 30303, EE.UU.) y se mantuvieron en
las instalaciones de cria de roedores gnotobiodtica INRA en Jouy-en-Josas. Los procedimientos de gestion y
experimentales fueron aprobados por los comités de examen ético locales respectivos.

Experimentos con ratones

[0466] Dieciocho ratones macho GF C3H/HeN se asignaron en el control (N=8) y grupos de tratamiento (N=10) y se
enjaularon individualmente en aisladores de plastico. Los ratones fueron alimentados ad libitum con una dieta
comercial esterilizada (R03-40; UAR). En el dia 0, 1 y 2, los animales en el grupo de tratamiento recibieron 100 pL
de R. hominis de cultivo por medio de una sonda, mientras que se les administré a los animales de control 100 uL de
medios YCFA. En 14d y 28d, cuatro animales de control y cinco animales tratados con R. hominis se sacrificaron. El
ileon y el colon ascendente se divide en cuatro partes iguales y se transfiere a RNAlater (Ambion), formalina
tamponada neutra (NBF; Sigma-Aldrich) o nitrégeno liquido. Todo el ciego fue transferido a RNAlater.

[0467] Para demostrar la especificidad de la respuesta a R. hominis, seis ratones machos GF C3H/HeN fueron
tratados con E. coli MG1655 (K12), y tres animales fueron sacrificados a 10d y 22d como se ha descrito
anteriormente para dar N=3.

[0468] Tres ratones GF TLR5KO y tres ratones C57BL/6 WT se inocularon con cultivo R. hominis como se describe
anteriormente para evaluar la importancia funcional de flagelinas de R. hominis. Después 28d estos animales se
sacrificaron junto con sus homélogos GF.

[0469] Veintidos ratones hembra C57BL/6 (6 semanas de edad) se utilizaron para evaluar el efecto terapéutico de R.
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hominis durante la colitis inducida por DSS. Después de un periodo de aclimataciéon de 7-10 dias, los ratones se
dosificaron diariamente con 50 pyL de 10° CFU R. hominis durante 14 dias. Los animales de control se dosificaron
con medio de cultivo solo. A partir del dia 8, se les dio a los ratones DSS (MW 50 kDa, 30 g/l) en su agua potable
durante 6 dias. Los animales fueron sacrificados en el dia 14 y la toma de muestras de tejido se realizé como se ha
descrito anteriormente.

Experimentos de cultivo de tejidos

[0470] Todos los reactivos de cultivo celular, a menos que se especifique lo contrario, fueron suministrados por
Sigma-Aldrich. Para experimentos de cultivo de tejidos en condiciones anaerdbicas, células 2x10° Caco-2 o HT29
en 1,5 mL de medio DMEM (alta glucosa, HEPES) complementado con suero bovino fetal inactivado por calor
(Gibco), penicilina, estreptomicina, anfotericina B y L-glutamina se sembraron en los compartimentos superiores de
una placa transwell de seis pocillos (Corning). Los compartimentos inferiores contenian 3,0 ml del mismo medio. Las
células se incubaron a 37°C en una atmoésfera CO; al 5% hasta tres dias post-confluencia, se lavaron con solucion
de Hanks para eliminar los antibiéticos y FCS y en DMEM suplementado con L-glutamina, selenito de sodio y
transferrina durante 24 h sin antibidticos. Inserciones de transwell se transfirieron a una caja de cultivo anaerobio
dentro de la estacion de trabajo anaerdbica a 37°C. El compartimiento superior de cada inserto se llena con medio
celular DMEM anaerdbico, mientras que el compartimiento inferior se llen6 con DMEM oxigenada.

[0471] Cultivo A2-183 de R. hominis se cosecho en fase exponencial mediante centrifugacion a 3.500xg durante 5
min. El sedimento se lavo y se resuspendio en 0,8 ml de DMEM anaerdbico. Cien microlitros de suspension
bacteriana (102 UFC/ml) se afiadio a los pocillos experimentales. Los pocillos de control recibieron la misma cantidad
de medio sin células bacterianas. Controles adicionales incluyeron células bacterianas incubadas sin células Caco-2
o HT29. Se recogieron las células bacterianas y eucariotas después de 2 h y 4 h de incubacién. Bacterias tanto no
adherentes como adherentes se aspiraron y se almacenaron en RNAlater (Ambion). La viabilidad de células R.
hominis se ensay6 en placas sobre placas de YCFA. Células Caco-2 o células HT-29 se recogieron de los pocillos y
también se almacenaron en RNAlater.

[0472] El cultivo de R. intestinalis L1-82T (= DSM 146107 = NCIMB 13810") se recogié en fase exponencial por
centrifugacion a 3.500xg durante 5 min. El sedimento se lavd y se resuspendié en 0,8 ml de DMEM anaerdébico. Cien
microlitros de suspension bacteriana (108 UFC/mI) se afiadio a los pocillos experimentales. Los pocillos de control
recibieron la misma cantidad de medio sin células bacterianas. Controles adicionales incluyeron células bacterianas
incubadas sin células Caco-2 o HT29. Se recogieron las células bacterianas y eucariotas después de 2 hy 4 h de
incubacion. Bacterias tanto no adherentes y adherentes se aspiraron y se almacenaron en RNAlater (Ambion). La
viabilidad de células R. intestinalis se ensayo en placas sobre placas de YCFA. Células Caco-2 o células HT-29 se
recogieron de los pocillos y también se almacenaron en RNAlater.

[0473] Para el tejido experimentos de cultivo con flagelinas recombinantes, 5x10* células Caco-2 se sembraron en
placas de 24 pocillos en DMEM (alta glucosa, HEPES) suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor
(Gibco), penicilina, estreptomicina, anfotericina B y L-glutamina a 37°C en una atmosfera humidificada al 75% de
CO2 al 5%. Las células alcanzaron la confluencia en el dia 5-6 y se utilizaron 3 dias post-confluencia. Antes de
cualquier tratamiento, las células se lavaron dos veces con solucién salina equilibrada de Hanks y se mantuvieron en
DMEM suplementado con L-glutamina, selenio y transferrina durante 24 horas.

Construccion de biblioteca R. hominis

[0474] ADN cromosomico de R. hominis para construccion de bibliotecas de pequefio tamafio y pirosecuenciacion
se aisld utilizando un UltraClean™ Microbial DNA lIsolation Kit (Mo Bio Laboratories Inc) y ADN de alto peso
molecular para bibliotecas de fésmido se aislo utilizando un kit de purificacion de ADN genémico asistente
(Promega). La integridad del ADN se comprobé mediante electroforesis en gel.

[0475] ADN se sometié a cizallamiento mecanicamente usando un Nebulizer Kit (Invitrogen) y se fraccion6 por
electroforesis en gel. Fragmentos de ADN del tamafio deseado se escindieron del gel y se purificaron usando un
Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega). La reparacion final se realiza con un DNA Terminator End
Repair Kit (Lucigen). Fragmentos 1,5-3,5 kb fueron clonados utilizando el CloneSmart® LCAmp Kit (Lucigen) y una
biblioteca de 4-8 kb se construyd usando el pJAZZ®-OC Vector (Lucigen). Bibliotecas de fosmido se construyeron
utilizando el CopyControl™ Fosmid Library Production Kit (Epicentre Biotechnologies). Las colonias se recogieron
utilizando un recogedor automatico de colonias (BioRobotics BioPick, Genomic Solutions) y se archivaron en placas
de microtitulacion de 384 pocillos que contenian 70 yL de medio 2xLB suplementado con 10% de glicerol y el
correspondiente antibiético. Las células se cultivaron durante la noche a 37°C con agitacion y se almacenaron a -
80°C.

Secuenciacion, ensamblaje y anotacion

[0476] Los moldes para la secuenciacion de bibliotecas de pequefio tamafio se generaron por PCR usando un uL de
biomasa clonada y los cebadores SL1 y SR2 que rodean el sitio dclonacion de pSMART-LCAmp. Los productos de
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PCR fueron purificados usando placas de filtro Multiscreen PCR Clean-up (Millipore). EI ADN recombinante a partir
de los clones pJAZZ®-OC fue aislado utilizando el Wizard® SV 96 Plasmid DNA Purification System (Promega).
ADN de fosmido fue aislado utilizando el FosmidMAX™ DNA Purification Kit (Epicenter). Lecturas finales de
fragmentos de ADN de bibliotecas WGS de R. hominis con diferentes tamafios de los insertos se obtuvieron
utilizando secuenciadores de ADN CEQ8000 (Beckman Coulter) y ABI 3770 (Applied Biosystems). EI ADN genémico
de R. hominis también se secuenci6 utilizando secuenciadores 454 GS20 (454 Life Sciences) y 454 FLX (Roche).
Los datos de Sanger y 454 se ensamblaron con MIRA version 3 (http://chevreux.org/projects_mira.html; (1) La
tuberia de anotacion RAST (http://rast.nmpdr.org; (2)) se utilizado para la anotacién automatica y manual del
genoma y para analisis gendmicos comparativos. La secuencia genomica anotada de R. hominis A2-183 se
presenté a GenBank bajo el nimero de acceso CP003040.

Andlisis de micromatrices
Micromatrices bacterianos

[0477] ARN bacteriana fue aislada de contenidos del intestino ciego de ratén utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen),
y ademas se procesé con el MICROBEnrich™ Kit (Ambion), el MICROBExpress™ Bacterial mMRNA Enrichment Kit
(Ambion), y el MessageAmp™ lI-Bacteria ARN Amplification Kit (Applied Biosystems). ARN se marco con dCTP-Cy3
o dCTP-Cy5 durante la sintesis de ADNc (CyScribe First Strand cDNA Labelling Kit; Amersham). Los productos
marcados se purificaron usando el CyScribe GFX Purification Kit (Amersham). Productos de PCR amplificados a
partir de 6000 clones en la biblioteca RA8 de plasmido de E. coli de R. hominis fueron dispuestos por duplicado en
portaobjetos de microscopio recubiertos de aminosilano (Corning) utilizando un MicroGrid Il TAS (BioRobotics). Los
fragmentos amplificados de los genes de mantenimiento rpoD y gyrA se distribuyeron al azar en la matriz como
controles. La hibridacion de micromatrices se realiz6 en la estacion de hibridacion GeneTAC (Genomic Solutions). El
marcado de tinte fue intercambiado para una segunda hibridacion, y una purificacion de ARN separado también se
marcod y se hibridd dos veces, para asegurar la reproducibilidad y para obtener resultados estadisticamente
significativos. En total, cuatro portaobjetos se hibridaron para cada comparacion, para un total de 12 puntos de
hibridacion por clon amplificado. Se midié la fluorescencia en dos canales utilizando un GeneTAC LS IV (Genomic
Solutions) con el software de la versiébn 3.0.1 GeneTac Integrator. Las intensidades concentradas fueron
transformadas por log y normalizacion de Loess se aplico para eliminar las diferencias en la sonda de etiquetado y
las eficiencias de hibridacion. Se utilizé la prueba t de una muestra en los valores de relacion de registro para
ensayar la expresion diferencial. Los datos se consideraron significativos cuando el cambio de veces era >2 y
P<0,05.

Analisis de micromatrices de ratén

[0478] Tejido de ileon y colon ascendente se elimind del RNAlater y se lisd en Trizol (Invitrogen). Se aislé el ARN
usando pasos de cloroformo/isopropanol estandar. EI ARN total se purifico adicionalmente con el kit RNeasy
(Qiagen), incluyendo una etapa de digestion de DNasa libre de RNasa | (Qiagen). Se determind la integridad del
ARN mediante el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). EI ARN total se procesa en ARNc marcado con
biotina usando el One-Cycle Target Labeling Kit (Affymetrix) o ARNa marcado con biotina utilizando el 3' IVT
Express Kit (Affymetrix). La hibridacion a la GeneChip NuGO Mouse Array y GeneChip Mouse Genome Array
(Affymetrix) en una GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix) se llevd a cabo en el Institute of Medical Sciences
Microarray Core Facility (Universidad de Aberdeen, Reino Unido). Los chips fueron escaneados con un escaner
Affymetrix GeneChip 3000 (Affymetrix). El analisis de la calidad de imagenes se realizé usando Gene Chip Operating
Software (GCOS) (Affymetrix). Ademas el analisis de datos se realizé con los paquetes de software disponibles
libremente R (http://www.r-project.org) y Bioconductor (http://www.bioconductor.org). La prueba F moderada
proporcionada por el paquete Bioconductor limma se utilizé para analizar la expresién diferencial. Los datos se
consideraron significativos cuando P<0,05 usando el método de falso descubrimiento Benjamini y Hochberg: El
analisis estadistico se realiz6 por separado para cada uno de los dos puntos de tiempo. Todos los genes expresados
diferencialmente (P<0,05) fueron importados en software analitico MetaCore (Gene-Go, St Joseph, MI) para generar
mapas de la via. El andlisis de enriquecimiento de via integrada se realizé utilizando las vias candnicas basadas en
el conocimiento y las vias metabdlicas endogenas. La clasificacion de las vias integradas relevantes se basa en los
valores de p calculados utilizando la distribucién hipergeométrica. Los valores P representaron la probabilidad de un
numero dado de genes de la lista de entrada para que coincida con un cierto nimero de genes en el mapa por
casualidad, teniendo en cuenta el nimero de genes en el experimento frente al nUmero de genes en el mapa dentro
del conjunto completo de todos los genes en los mapas.

[0479] La interpretacion funcional basada en ontologia de genes (OG) de los datos se realizé usando DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov), una version ampliada del programa de web accesible original (3). Significativamente
diferentes transcripciones (P<0,05) se asignaron en la categoria OG 'Proceso bioldgico' para revelar patrones de
expresion génica significativamente enriquecida para términos especificos OG.

[0480] Los datos de micromatriz se presentaron al National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gene
Expression Omnibus (numero de acceso GSE25544; http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo).
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Andlisis de RT-PCR

[0481] Los cebadores especificos de R. hominis de 5-CCCACTGACAGAGTATGTAATGTAC-3' y 5-
GCACCACCTGTCACCAC-3' se utilizaron para el analisis semi-cuantitativo y PCR en tiempo real de muestras
fecales para validar los niveles de colonizacion de los intestinos. Otros cebadores de PCR bacterianas fueron
disefiados utilizando la herramienta en linea Primer3Plus (4) y adquiridos de Sigma-Aldrich. El analisis de PCR en
tiempo real se realizdé con un sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems) con el Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). PCR se realizé del siguiente modo: un ciclo a 95°C durante 10 min, seguido
de 40 ciclos a 95°C durante 15 seg y 60°C durante 1 min, terminando con una etapa de disociacion. Todas las
muestras se realizaron por triplicado. GyrA se utilizd6 como gen de referencia para la normalizacion debido a su baja
variacion entre muestras.

[0482] Para la expresion génica de huésped, 2 ug de ARN eucariota total aislada del ileon y el colon ascendente se
transcribio a la inversa en ADNc utilizando la High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
con cebadores aleatorios. El analisis de PCR en tiempo real se realizé con un sistema de PCR Fast Real-Time 7500
(Applied Biosystems) con el QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) y Quantitect Primer Assays (Qiagen). Las
condiciones de los ciclos de PCR fueron las siguientes: un ciclo a 95°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos a 95°C
durante 10 segundos y a 60°C durante 30 segundos, terminando con una etapa de disociacion. Todas las muestras
se realizaron por triplicado. Hprt fue seleccionado como un gen de referencia para la normalizacion debido a su baja
variacion entre muestras.

[0483] Todos los datos de RT-PCR se analizaron en una escala logaritmica con la base 2 por ANOVA de una via
con un corte de significacion de P<0,05. Las diferencias se volvieron a transformar para calcular los cambios de
veces.

Transferencia Western

[0484] Los anticuerpos policlonales de conejo inmuno-purificados contra Fla1 de Roseburia hominis y Fla2 fue
producido como se describe en Duck et al. (5). En resumen, conejos blancos hembra de Nueva Zelanda se
inmunizaron con péptido sintético en adyuvante completo de Freund y se reforzaron varias veces. Para Fla1 de R.
hominis, se usaron el péptido NH2-CRSQVRGLNKASDNA-CONH> y el péptido NH2-IDGNFTSKKLQVGSLC-COOH,
mientras que para Fla2 de R. hominis, se utilizaron el péptido C-AQYNDDAKSVLEILKCOOH vy el péptido C-
GLNKASRNSQDGIS-CONH,. Después de la inmunizaciéon los anticuerpos se purificaron en una columna de
inmunoafinidad preparada mediante acoplamiento de los péptidos a 1 ml de perlas de sefarosa activadas.

[0485] Para la transferencia Western, R. hominis se cultivd en presencia de cantidades variables (0,01 ga 1 g
dieta/10 mL de cultivo) de comida estandar del ratén irradiada con UV durante 3 horas, se filtré para eliminar
componentes de la dieta y se diluyeron en tampoén de Laemmli que contiene urea 8M. Treinta L de cada muestra se
cargo en pocillos de un gel de NUPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y se sometio a electroforesis, seguida
por un procesamiento adicional usando el Sistema de Inmunodeteccion Cromogénica WesternBreeze (Invitrogen).
Anticuerpos Fla1 y Fla2 se diluyeron 1:1000 y control de carga anti-ADN girasa A (Abcam) diluido 1:300 en diluyente
de anticuerpo y se incubaron durante la noche a 4°C, seguido de 1 hora a temperatura ambiente con fosfatasa
alcalina conjugada anti-conejo. La deteccion fue por el desarrollo de color del sustrato en relacion con el desarrollo
de color control de carga.

Andlisis FISH

[0486] Los tejidos fijados en formalina tamponada neutra fueron incorporados en Technovit 8100 (Heraeus Kulzer).
Secciones de dos micras se cortaron usando un micrétomo rotatorio (Leica/Reichert Autocut). Tres secciones se
tomaron por portaobjetos a 100 ym, 200 um y 300 um en el tejido, lo que resulta en nueve secciones por animal.

[0487] Los portaobjetos se deshidrataron mediante incubaciones consecutivas en 50% (v/v), 80% y 96% de etanol y
se secaron a temperatura ambiente (TA). Las sondas FISH de ARNr 16S utilizadas fueron una sonda general
bacteriana Eub338 (GCTGCCTCCCGTAGGAGT; Cy3) y una sonda especifica A2-183 de R. hominis de nuevo
disefio (GTACATTACATACTCTGTCAGTG; FITC), que fue probado extensamente para la especificidad contra un
panel de aislados bacterianos intestinales. La sonda de diez microlitros (30 ng/uL) en 100 pyL de tampon de
hibridacion se aplicé a la muestra deshidratada y se incubé a temperatura de sonda especifica. Los portaobjetos se
lavaron en tampon de lavado a 50°C durante 30 min, se sumergieron en hielo-agua fria para eliminar el tampén de
lavado residual y se secd bajo corriente de aire comprimido. La contratinciéon se realizé con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI; Vector Laboratories Inc) y portaobjetos se montaron con Vectashield Mounting Medium para
fluorescencia (Vector Laboratories Inc) para evitar la decoloraciéon de montaje. Las bacterias se visualizaron
utilizando un microscopio de fluorescencia Leica DM RBE (Leitz GMBH) y se fotografiaron con una camara Penguin
600CL (Pixera) y el software Viewfinder 3.0 (Studio Lite). Las imagenes de alta magnificacion (X630) fueron
recuperadas usando el sistema Apochromatics (Leica).
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Inmunofluorescencia

[0488] Inmuno-localizacion de flagelina de R. hominis se examind en contenidos del colon de ratones colonizados
con R. hominis utilizando antisueros especificos generados contra secuencias peptidicas definidas de proteinas de
flagelina tanto Fla1 como Fla2. Contenidos de intestino se diluyeron en PBS, dispersados en portaobjetos de vidrio y
se secaron al aire. Los frotis se fijaron en metanol pre-enfriado durante 5 min a -20°C, se incubaron con antisueros
de conejo anti-Fla1 o anti-Fla2 (1:125, Covalabs) durante la noche a 4°C y se visualizaron utilizando anti conejo de
burro Alexa 488 (1:1000, Molecular Probes).

[0489] Las secciones fueron fijadas en metanol pre-enfriado durante 30 min a -20°C. La inmuno-localizacion de
marcadores de células T se examino en criosecciones secuenciales (8 uym). Las secciones fueron fijadas ya sea en
metanol pre-enfriado durante 30 min a -20°C (Ly6G FITC, CD3 FITC, CD11b FITC, a 1:50 (BD Biosciences)), o, para
FoxP3 de doble marcado (1:500, Abcam) con CD3 FITC (1:100, BD Biosciences) fija en 1% de paraformaldehido
(PFA) durante 2 min a TA seguido por 3 min en 0,01% de Triton X en PBS. Todas las secciones fueron bloqueadas
con 10% de BSA (Sigma) que contiene 10% de suero pre-inmune relevante en PBS (pH 7,4). Tejidos fijados con
metanol se incubaron con anticuerpos primarios durante 1 h a TA. Las secciones fijas de PFA se incubaron con
anticuerpos durante la noche a 4°C. FoxP3 se visualiz6 usando anti conejo de cabra Alexa 594 (1:1000, Molecular
Probes). Las secciones fueron contramarcadas con DAPI y se montaron con Vectashield (Vector Laboratories). Para
la cuantificacién de células positivas, se examiné un minimo de cinco campos de visidon de cada seccion del raton,
utilizando el software de imagenes y ajustes del microscopio descrito anteriormente.

Histologia

[0490] Muestras de tejido colon ascendente se fijaron durante tres horas en formalina tamponada neutra (Sigma) en
temperatura ambiente con agitacion constante. Las muestras se enjuagaron en PBS y después se transfirieron a
etanol al 70% y se almacenaron a temperatura ambiente hasta estar orientadas para la seccion transversal y se
embebieron en resina de curado en frio utilizando Technovit 8100 (Heraeus Kulzer) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. El tejido embebido se mont6é sobre Histoblocs utilizando Technovit 3040 (Heraeus Kulzer). Cuatro
secciones micras se cortaron usando un micrétomo rotatorio (Leica Autocut) equipado con un cuchillo de vidrio
(TAAB Laboratorios Equipment Ltd.). Las secciones de tejido fueron tefiidas utilizando métodos hematoxilina/eosina
estandar. Un area de la seccion transversal completa de un colon ascendente de cada animal fue fotografiada con
un aumento de x200 en un microscopio Zeiss Axioskop con una camara de Qlmaging controlado por software Image
Pro Plus. Cada campo de vision entonces se obtuvo de 0-4 de acuerdo con un método basado en Berg et al. (6). Las
puntuaciones de histopatologia eran 0 = criptas superficiales, no hay o hay pocas células inflamatorias infiltrantes,
epitelio intacto, células caliciformes aparecen llenas de mucina (sin patologia); 1 = Criptas pueden exhibir hiperplasia
leve de células epiteliales, algunas células inflamatorias de infiltracion difusas se pueden ver entre criptas, epitelio
luminal aparece intacto, células caliciformes pueden aparecer levemente privadas de mucina; 2 = Criptas aparecen
mas profundas con evidencia clara de la hiperplasia epitelial, el agotamiento de mucina de células caliciformes,
infiltracion de células inflamatorias evidentes y pueden ser multifocales en la naturaleza, aunque infiltrados no se ven
en la submucosa; 3 = lesiones implican un area mas grande de la mucosa y/o son mas frecuentes que lo que se ha
visto en el grado 2. Las lesiones no implican la submucosa. Las células epiteliales luminales exhiben pequefias
erosiones. Las lesiones no son transmurales; 4 = epitelio de cripta aparece erosionado. Los abscesos pueden estar
presentes. Las células epiteliales luminales parecen irregulares, a veces con pérdida completa. El infiltrado
transmural se observa - a menudo asociado con la pérdida completa de las células epiteliales en el lumen.

[0491] El porcentaje medio de campos de visidon en un grado determinado se calcul6 y grupos de tratamiento se
compararon utilizando el andlisis de prueba t de Student.

Clonacioén y purificacion de flagelinas recombinantes

[0492] Genes de flagelina se aislaron a partir de cultivos bacterianos liquidos de R. hominis, R. intestinalis, S.
typhimurium, S. enteritidis, Eubacterium rectale 33656 y E. coli K12 mediante amplificacién y purificacion por PCR.
El fragmento de flagelina purificada a partir de R. hominis se inserté en el vector de expresion pT7-MAT-Tag-FLAG
(Sigma) y fragmentos de flagelina de S. enteritidis y E. coli K12 se insertaron en el vector de expresion pGEX-6P-1
(GE Healthcare). Flagelina recombinante se expresé mediante la transformacion de ADN de plasmido en células de
E. coli BL21 Rosetta y E. coli BL21 (DE3), respectivamente y la induccion con 1 mM de IPTG (isopropilo b-D-
galactosidasa). Las flagelinas se recuperaron a partir de lisados celulares con perlas de FLAG (Sigma) y perlas de
Ni-NTA (niquel-nitriloacético) (Clontech, Takara) segun las instrucciones del fabricante. La pureza de la preparacion
se evalud por SDS-PAGE tefiido con solucion de azul de Coomassie. La actividad de los fragmentos de flagelinas se
determind por Luciferase Assay (Promega) segun las instrucciones del fabricante utilizando la linea celular Caco-2
transformada por NF-kB.

[0493] Las células Caco-2 fueron incubadas con flagelinas recombinantes a una concentracion final de 100 ng/pL

durante 2 horas a 37°C en una atmoésfera humidificada de 75% de CO2 al 5%. Después del tratamiento las células
se lavaron con solucion de PBS dos veces y se recogieron para el aislamiento de ARN total.
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Aislamiento de las células intestinales y de MLN

[0494] Las células fueron aisladas desde el intestino delgado y el nodo linfatico mesentérico como se ha descrito
previamente con modificaciones menores (7). Brevemente, las suspensiones celulares se incubaron con 100 U/ml
de colagenasa VIl (Sigma-Aldrich) en medio RPMI suplementado con 20% FBS a 37°C durante 20 min (nédulos
linfaticos mesentéricos) o 1 hora (piezas intestinales). Suspensiones de células individuales se analizaron entonces
mediante citometria de flujo.

Generacion de células dendriticas derivadas de médula ésea y cultivos

[0495] La médula 6sea fue cosechada de fémur y tibia de ratones C3H/HeN y los ratones C57BI6 como se describid
previamente (8-11). Para las células dendriticas derivadas de GMCSF, células de médula 6sea se resuspendieron a
1x10%/ml en RPMI suplementado con 10% FCS y 20 ng/ml de rmGM-CSF y se sembraron a 10 ml/placa de placas
de cultivo de tejidos de 100 mm?2. Después de tres dias de cultivo, células adherentes sin apretar se recogieron y se
volvieron a sembrar con medio suplementado con GM-CSF en 1x108/ml en placas de cultivo de tejido de 12 pocillos.
En el dia 5, las células se estimularon con flagelinas de 100 ng/mL antes de cosecharse en el dia 6. Para células
dendriticas derivadas de FIt3L, se resuspendieron células de médula 6sea en 2x108/ml en RPMI suplementado con
10% de FCS y 200 ng/ml y se sembraron rmFIt3 en 2 ml/pocillo en placas de cultivo tisular de 12 pocillos. Las
células se cultivaron durante 10 dias con un 2 ml adicional de medio suplementado con FIt3 afiadido a cada pocillo
en el dia 4. En el dia 9, las células se estimularon con flagelinas de 100 ng/mL antes de cosecharse en el dia 10.
Las células se recogieron a partir de placas por pipeteo suave y se analizaron por citometria de flujo.

Citometria de flujo

[0496] Las suspensiones de células individuales de células de la lamina propia, células de nédulos linfaticos
mesentéricos y las células dendriticas se incubaron en tampén de bloqueo (que contenia suero y el anticuerpo
CD16/CD32) a 4°C durante 15 min antes de la tincidon con anticuerpos conjugados con fluorocromo especificos.
Células de lamina propia se marcaron con anticuerpos contra CD4-FITC y CD25-APC de raton (eBioscience), CD8-
APC-Cy7, CD3-PerCP Cy5.5 y B220-BV570 (Biolegend). El etiquetado intracelular FoxP3-PE (eBioscience) se llevo
a cabo después de la tincion extracelular y la fijacion de células/permeabilizacion de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (eBioscience). Las células dendriticas derivadas de GM-CSF se marcaron con anticuerpos CD11b-
PerCP Cy5.5 (BD Biosciences), CD11c-PE-Cy7, I-A/I-E -APC-Cy7, CD80-PE, CD86-APC, CDB-FITC, B220-BV570
(Biolegend). Las células dendriticas derivadas de FIt3L se marcaron con CD11c-PE-Cy7-, CD11b- o Siglec-H-PerCP
Cy5.5 (Bioegend), I-A/I-E -APC-Cy7, CD317-PE, CD40-Alexa Fluor 647, CD103-FITC, B220-BV570. Las células se
analizaron usando un FACSAriall (BD Biosciences) y el software FlowJo version 7.2.5.

Matriz de perlas citométricas (CBA)

[0497] Se aislaron células de médula 6sea de fémur y la tibia con medios RPMI de C3H/HeN y ratones C57BL/6 y se
expandieron por FIt3L como se describié anteriormente. Las células se estimularon con 100 ng/ml de flagelina (por
ejemplo flagelina Roseburia) después de 9 dias de cultivo, y el sobrenadante se recogié en el dia 10. El experimento
se realizé en tres ocasiones separadas para crear N=3.

[0498] El analisis CBA se realizé en sobrenadantes de células utilizando el Cytometric Bead Array Mouse Enhanced
Sensitivity Master Buffer Kit (BD Biosciences) segun las instrucciones del fabricante. Patrones y las muestras se
cargaron en una placa de 96 pocillos para medicion en un FACSArray (BD Biosciences). Los resultados se
analizaron usando el software BD FCAP (BD Biosciences).

Peso corporal seco y analisis de carcasa de lipidos

[0499] La carcasa de raton eviscerada se peso, se liofilizd hasta peso constante y luego se molié para su analisis. El
contenido de lipidos se determiné por extraccion (1:100 p/v) con cloroformo/metanol (2:1 VLV) como se ha descrito
previamente (12).

Clonacién de flagelinas de Roseburia.

Amplificacion por PCR del gen de flagelina de cultivo de bacteria liquida.

[0500] Secuencias de flagelina A2-183 de Roseburia hominis fueron recuperadas de la pagina web del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

[0501] Secuencias de flagelina L1-82T de Roseburia intestinalis (NCIMB = 13810; DSM = 14610") se recuperaron del
sitio web de Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Nimeros de
acceso para los genes de flagelina y las proteinas se proporcionan en la Tabla B (Tabla B - resumen de los numeros
de acceso para flagelina Roseburia descritos en este documento) ***

Aislamiento de ARN total a partir de bacterias

[0502] EI ARN total se aislo a partir de 1 mL de cultivo liquido de bacterias de fase de registro utilizando el minikit
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RNAeasy (Qiagen, Sussex, Reino Unido), acoplado a la digestion de DNasa | libre de RNasa (Qiagen) y basado en
el protocolo del fabricante. En resumen, un mililitro de cultivo liquido se colocé en un tubo de 1,5 mL, se centrifugd a
5,000 x g durante 5 min a 4°C y se descarto el sobrenadante. El sedimento bacteriano se resuspendié en 100 pL de
tampon TE que contenia lisozima (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) y se incubd a TA (temperatura ambiente).
Bacterias Gram-positivas RH (Roseburia hominis) se incubaron durante 10 min con una concentracion de lisozima
de 3 mg/mL. Trescientos cincuenta microlitros de tampon de lisis contenia 1% de B-mercapto-etanol se afiadieron al
tubo para romper las células mediante agitacion con vértex y se afiadieron 250 yL de etanol al 100% (Molecular
Grade, Merck). Setecientos microlitros de la suspension resultante se aplicé a la columna mini RNeasy equipada con
un tubo de captura, se centrifugd durante 15 segundos a 8,000 xg y se vacio6 la captura. Una vez mas, 350 pL de
tampon de lavado se aplicé a la columna, que se centrifugd durante 15 s a 8,000 xg y se descarté el flujo. La
digestion del ADN se llevd a cabo mediante la adicion a cada columna, 30 unidades de DNasa | mezcladas con 70
ML de tampdén RDD, e incubacion a TA durante 15 min. La columna se lavé de nuevo como se ha descrito
previamente con 350 uL de tampon de lavado, después dos veces con 500 uL de tampén RPE. Después de secar al
aire la columna por centrifugacion de la columna vacia durante 1 min a 8,000 x g, 40 pL de agua libre de RNasa se
afadieron directamente en la columna y se incubaron 1 min a TA para centrifugarse durante 1 min a 8,000 x g. El
eluato que contiene el ARN total se midié espectrofotométricamente utilizando la técnica de Nanodrop para
determinar la concentracion. La integridad del ARN se comprobdé por el departamento gendémico de RINH
(Universidad de Aberdeen, Reino Unido) con un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). EI ARN con
numero de integridad (RIN) fue entre 9,5y 10 se condiderd de excelente calidad. El ARN total se almacend6 a -80°C
hasta su uso posterior.

Transcripcion inversa

[0503] EI ARN total se transcribié de forma inversa usando el Quantitect reverse Transcription kit (Qiagen), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, un microgramo de ARN total en un volumen total de 12 yL
se incubd durante 2 min a 42°C con 1 tampdn wipeout X gADN y se mezcléd adicionalmente con tampén 1X
Quantiscript TA (3 yL), mezcla de cebadores TA (2 uL) y transcriptasa inversa Quantiscript (1 pL) en un volumen
final de 20 L. El programa de transcripcion inversa fue de 15 min a 42°C seguido de 3 min a 95°C para inactivar la
enzima. La concentracion de ADN complementaria resultante (ADNc) fue de 50 ng/ul y el ADNc se almacenod a -
20°C hasta su uso posterior.

Amplificacion por PCR de genes de flagelina

[0504] Para amplificar la flagelina de ADN gendmico, los cebadores directo e inverso fueron disefiados y adquiridos
a Sigma-Aldrich (Poole, Reino Unido) manualmente. La amplificacion por PCR de fragmentos de flagelina se realizd
con cebador directo insertando un sitio de restriccion Bglll en el extremo 5', y el cebador inverso insertando una
restriccion Xhol en el extremo 3'.

Roseburia hominis (fla1)

Cebador directo (5'-3'): CTCGAGATATGGTAGTACAGCACAA
Cebador inverso (5'-3'): CTTAGATCTCTGTAATAAGGATAATA

Roseburia hominis (fla2)

Cebador directo (5'-3'): CTCGAGATATGGTGGTTAATCATAA
Cebador inverso (5'-3'): CTTAGATCTTTTCAAAATCTCAAGCAC

Roseburia intestinalis (Fla1)

Cebador directo (5'-3'): GCAGGATCCATGCGTGGCGGAGACAAT
Cebador inverso (5'-3'): AATGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTGCAGAATCTGCAA

Roseburia intestinalis (Fla2)

Cebador directo (5'-3'): CTCGAGATATGGTAGTTAATCATAA
Cebador inverso (5'-3'): CTTAGATCTTTTTAACATTTCCAACAC

Roseburia intestinalis (Fla3)

Cebador directo (5'-3'): CTCGAGATATGGTAGTACAGCACAA
Cebador inverso (5'-3'): CTTAGATCTCTGTAACAGAGAAAGTA

Roseburia intestinalis (Fla4)

Cebador directo (5'-3'): CCGGGATCCATGGTAGTACAGCACAAT
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Cebador inverso (5'-3'): TTAGTGGTGGTGATGATGATGCTGTAACAGAGAAAG

[0505] Mediante el uso de 1 pL de cultivo bacteriano como un molde, los genes de flagelina se amplificaron por
PCR. El programa térmico para la amplificacién fue adaptado de Fermentas (Fermentas GmbH, Alemania) para
funciones de polimerasa de KOD éptima (Novagen, Madison, WI) y fue de 95°C durante 2 min para la activacion de
la polimerasa seguido de 34 ciclos de amplificacion, 95°C durante 20 s, temperatura de hibridacion durante 10 s 'y
70°C durante 20 s que terminan con 2 min a 70°C utilizando polimerasa de KOD. Los detalles de la mezcla de PCR
se dan en la Tabla 1. Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% durante 30 mina 120 V y se
escindieron las bandas de interés y se purificaron. El inserto se clono primero en el vector de clonacién pCR™-Blunt
[I-TOPO usando el kit de clonacién Zero Blunt TOPO PCR (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante y
mediante el mezclado como se describe en la Figura 1A'y en la Tabla 1.

Tabla 1 Composicién de la mezcla para la insercion de producto de PCR en vector de clonacioén de pCR-Blunt II-
TOPO. Solucién salica y mezcla de vector-enzima eran soluciones listas para usar.

Componentes Volumen (uL)
Producto de PCR 2
Solucién salica 1
H.O 2
Mezcla de vector-enzima 1
Total 6

Separacion electroforética y purificacion de productos de PCR.

[0506] Con el fin de ver el producto flagelina aislado amplificado por PCR, la reaccion de PCR se mezclé con 1 X
tinte de carga de color Azul-naranja (Promega) y se cargé en un gel de agarosa al 1% (hecho de agarosa al 1%
diluido en tampdn TAE (40 mM de base Tris, acido acético al 0,1% (v/v), 1 mM de EDTA) se hirvio y se vertié en una
bandeja de gel) que contiene 0,5 pug/ml de bromuro de etidio para tefiir los acidos nucleicos. Las muestras se
migraron durante 30 min bajo 120 V usando TAE como tampodn de ejecucion. Cuando se termind la migracion, el gel
se visualizé bajo ultra-violeta (UV) y el producto se identificé utilizando un estandar de referencia y se escindié con
un escalpelo limpio. A continuacion, la porcion de gel se transfirid a un tubo eppendorf previamente pesado y su
peso registrado por sustraccion del peso de tubo vacio. Se purificé el producto de PCR. La soluciéon de union a la
membrana se afiadié a la porcion de gel en una proporcion de 10 yL de solucion por cada 10 mg de porcion de gel
de agarosa. Después, la mezcla se incubd a 65°C durante 10 min con agitacion frecuente hasta que la porcion de
gel se disolvid completamente. El tubo se centrifugé brevemente en TA para asegurar que todos los contenidos
estaban en la parte inferior del tubo antes de progresar a la purificacion de ADN. Desde este punto en adelante la
purificacion de PCR implico el uso de Gel SV Wizard® y sistema de limpieza PCR (Promega, Southampton, Reino
Unido) segun las instrucciones del fabricante. Una minicolumna SV por producto PCR se colocd en un tubo de
recogida. El producto de PCR se afiadio a la asamblea de minicolumna SV y se incub6 durante 1 min a temperatura
ambiente (TA). La columna se centrifugd a 16,000 x g durante 1 min, y se descarté el flujo. A continuacion, la
columna se lavé mediante la adicion de 700 yL de solucion de lavado de la membrana y se centrifugé durante 5 min
a TA. El flujo se desechd y el conjunto se volvié de nuevo durante 1 min y se sec6 a temperatura ambiente durante 2
min para evaporar cualquier etanol residual. La columna se transfirié a un tubo libre de nucleasa de 1,5 mL fresco.
Para recuperar el producto de la PCR, 25 uL de agua libre de nucleasa se aplico al centro de la columna y el ADN se
eluy6 por 1 min de incubaciéon a TA y 1 min de centrifugado a 16,000 x g. La concentracion del eluato se midio
espectrofotométricamente usando Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) y se almacend a -20°C.

Digestion de flagelina y expresion del vector.

[0507] Doscientos microlitros de células competentes DH5a recién descongeladas se mantuvieron en hielo y 4 pL de
la mezcla de productos PCR, y se dejaron en hielo durante 5 min. El choque térmico se realiz6 durante 1 min a 42°C
y las células regresaron en hielo o 5 min, antes de la adicion de 400 pyL de medio SOC. El medio SOC (Sigma) es un
medio rico utilizado principalmente en la etapa de recuperaciéon de transformaciones celulares competentes para
Escherichia coli. El uso de SOC maximiza la eficiencia de transformacién de células competentes.

[0508] Las células crecieron a 37°C durante 1 hora, y 200 yL de la mezcla se sembré en placa de agar LB
suplementada con Kanamicina 50 pg/mL. Los clones positivos se prepararon como minipreparaciones, con
nanogotas y se digirieron con BamH1 y Xho1 durante 2 horas para escindir la flagelina. El vector de expresion pT7-
MAT-Tag-FLAG-2 (Sigma), representado en la Figura 2A, también se digiri6 con BamH1 y Xho1. Después de la
separacion del producto en un gel de agarosa al 1% y purificacion del vector digerido y el fragmento, es decir, el
vector y el inserto se ligaron a 4°C durante la noche y se transformaron en E. coli DH5a. Los productos de ligacion
se sembraron en agar LB suplementado con 100 pyg/mL de ampicilina. Los clones positivos se prepararon como
minipreparaciones y se transformaron en células competentes de E. coli BL21 (DE3). Las colonias positivas se
secuenciaron con cebadores adecuados para comprobar la presencia de la insercion. Alicuotas de glicerol fueron
hechas fuera de los clones positivos. Los vectores de expresion que codifican flagelina Roseburia se prepararon
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adicionalmente como minipreparaciones y se transformaron en células competentes de E coli para mejorar el
rendimiento de la purificacion; para Rh1, Rh2 y Ri2 las células competentes de E. coli fueron E. coli BL21 Rosetta y
para RI3, Ri1 Ri4, Se, St, K12, y Er las células competentes E. coli fueron E. coli BL21 (DE3).

Expresion y purificacion de flagelinas Roseburia

[0509] Los E. coli transformados (por ejemplo, BL21 Rosetta) que codifica el gen de flagelina (RH1 o FLaA1) se
cultivaron en 1 litro de medio LB con ampicilina (100 ug/ml), y suplementado con cloranfenicol (50 ug/ml) para las
células Rosetta, a 37°C bajo agitacion 180 rpm hasta la fase de registro. Se indujo el cultivo durante 3 horas con 1
mM de IPTG en las mismas condiciones, para permitir la expresion especifica de la proteina flagelina. Las bacterias
se sedimentaron por centrifugacion 4,000 x g, 4°C, durante 10 min y se resuspendieron en 60 ml de tampén 1 (50
mM Tris (pH 7,4), 150 mM NacCl) y se sonicaron con un Soniprep 150 (Sanyo, Japén), durante 1 min utilizando BL21
(DES3), o 3 min utilizando Rosetta con 1 min de descanso después de cada minuto. El lisado celular se centrifugd a
9,000 x g durante 10 min a 4°C y el sobrenadante se desechd. El sedimento, que contiene proteinas insolubles se
resuspendié en 60 ml de tampon 2 (50 mM Tris (pH 8,0), 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,5% de Triton-X100, DTT 1
mM) se sometié a ultrasonidos de nuevo hasta la completa resuspension, y se centrifugd a 5,000 x g durante 15 min
a 4°C. La fraccion insoluble se lavé una segunda y una tercera vez con tampén 2. Un ultimo lavado se llevd a cabo
utilizando tampoén 2 sin Tx-100 y DTT, como se describe anteriormente. Para solubilizar las proteinas, la fraccion
insoluble se resuspendié utilizando sonicacion en 4 ml de tampdn de urea (2 M urea, 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM
NaCl) y se centrifugd a 5,000 x g, 5 min a TA. Se desechd el sobrenadante por decantacion y el sedimento se
resuspendio en 2 ml de 4 M urea, 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl mediante sonicacion y se centrifugé a 5,000 x
g, 5 min a TA. Se recogié el sobrenadante por decantacion y el sedimento se resuspendié en 2 ml de 8 M urea, 50
mM Tris (pH 7,4), solucién de 150 mM NaCl mediante sonicacion y se centrifugé a 5,000 x g, 5 min a TA. Se recogi6
el sobrenadante por decantacion y se mezcld a la fraccion de 4 M urea, para hacer una solucion de 6M urea que
contiene flagelinas solubilizadas. Un mililitro de resina Talon (Clontech, Takara, Reino Unido) se lavé dos veces con
2 ml de tampo6n 1 (50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl) y se centrifugd a 1,000 x g, 2 min a TA. El sobrenadante se
descarto y se afiadio la fraccion de 6 M urea que contiene flagelina, y se dejo durante la rotacion a 4°C durante 1
hora. Después de centrifugacién a 1,000 x g durante 2 min a TA, la resina se lavd dos veces con tampdn que
contenia 2 M urea, 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, 15 mM imidazol. Después de la centrifugacion, la resina se
incubo durante 10 min con 300 yL de tampon de elucion (360 mM Tris-HCI, 680 mM imidazol, 360 mM NaCl, 0,35 N
HCI, 1,43 M de urea), suavemente mezclado, y el eluato se recogié después de la centrifugacion a 2,000 x g durante
2 min a TA. La elucién se repitié una vez y se mezclaron los dos eluatos. Una segunda etapa de purificacion usando
perlas magnéticas anti-FLAG M2 (Sigma) se realizd para mejorar la pureza de la preparacién de proteina.
Cuatrocientos microlitros de agua ultra pura se afiadieron lentamente al eluato de la resina Talon, para obtener una
concentracion final de 0,9 M urea, adecuado para perlas de FLAG. Doscientos cincuenta microlitros de perlas
magnéticas FLAG se lavaron dos veces con 750 uL de tampdén 1, mezclando y dejandose en un soporte magnético
(Ambion) para eliminar el sobrenadante. El Talon-eluato se afiadi6 a las perlas y se hizo girar durante 30 minutos a
4°C. Las perlas se lavaron cinco veces con 1 mL de 0,9 M urea, 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl. La elucién
consistié en la adicion a las perlas de 250 yL de 200 pg/ml de solucion de péptido FLAG que contiene 0,9 M urea, 50
mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, mezclando bien e incubandose durante 30 min a TA. Los tubos se colocaron en el
soporte magnético y se recogio el producto final. Esta etapa de elucion se repitié una vez y 500 yL de productos
finales se dializaron mas en PBS con 0,9 M de urea durante 1 hora a 4°C, preparado como partes alicuotas y se
almacenaron a -80°C. La pureza de las preparaciones se evalué por SDS-PAGE tefiido con solucién de azul de
Coomassie (Figura 3A). Justo antes de su uso, la alicuota de proteina se dializé contra PBS durante 1 hora,
cambiando el tampdn dos veces, en Slide-A-Lyser de 20 kDa de peso molecular de corte (Pierce, Reino Unido) y la
concentracion de proteina se midié utilizando el método de Bradford. Los valores confirmados de medicién de
endotoxina fueron <0,25 UE/mL.

[0510] La secuencia de nucledtido que codifica Fla1 se muestra en SEQ ID NO 1 y la secuencia de aminoacidos de
Fla1 se muestra en SEQ ID NO-.
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ATGGTAGTACAGCACAATCTTACAGCAATGAACGCTAACAGACAGTTAGGTATCACAAC
AGGCGCACAGGCTAAGTCTTCTGAGAAGTTATCTTCTGGTTACAAGATCAACCGCGCAG
CAGATCGACGCAGCAGGTCTTACGATTTCCGAGAAGATGAGAAGCCAGGTTAGAGGCTT
AAATAAAGCTTCTGACAACGCACAGGATGGTGTATCCCTTATTCAGGTAGCTGAGGGTG
CATTAAGTGAGACACACTCCATCTTACAGCGTATGAATGAGTTAGCAACTCAGGCAGCA
AACGATACCAATACAACCTCAGACAGAACTGCAGTTCAGCAGGAGATCAACCAGTTAGC
ATCTGAGATCACCAGAATCGCTTCTACAACTCAGTTCAACACAATGAACCTGATCGATGG
TAACTTCACAAGTAAGAAGCTTCAGGTAGGTTCCCTTTGCGGACAGGCTATCACAATCG
ATATCTCTGATATGTCTGCTACAGGTCTTGGCGTTAGCGGATTAGTAGTATCTICCTTCT
CTGCAGCTGGTAAGGCAATGTCTGCAGCTCAGGATGCTATCAGCTACGTATCTTCTATG
CGTTCTAAGCTGGGTGCATTACAGAACAGACTTGAGCACACAATCTCCCACCTGGACAA
CATTTCTGAGCACACATCTICTGCAGAGTCTCGTATCCGTGATACAGATATGGCTGAAG
AGATGGTTGAGTACAGCAAGAACAACATCCTTGCTCAGGCAGGACAGTCTATGCTTGCT
CAGGCTAACCAGTCTACTCAGGGTGTATTATCCTTATTACAGTAA (SEQID NO 1),

MVYVQHNLTAMNANRQLGITTGAQAKSSEKLSSGYKINRAADDAAGLTISEKMRSQVRGLNK
ASDNAQDGVSLIQVAEGALSETHSILQRMNELATQAANDTNTTSDRTAVQQEINQLASEITRI
ASTTQFNTMNLIDGNFTSKKLQVGSLCGQAITIDISDMSATGLGVSGLVVSSFSAAGKAMSA

AQDAISYVSSMRSKLGALONRLEHTISHLDNISEHTSSAESRIRDTDMAEEMVEYSKNNILAQ

AGQSMLAQANQSTQGVLSLLQ (SEQ ID NO 2}

La estructura de flagelina consta de DO, D1, D2 y D3 de cuatro dominios. Véase la Figura 4A.
[0511]

DO0: N-terminal a-hélice comienza a partir de GIn 2 y se extiende hasta Ser 32 (NDO). C-terminal a-hélice
comienza desde Ala 459 y se extiende hacia abajo a Ser 491 (CDO).

La region de radios, que conecta los dominios DO y D1, consiste en dos cadenas (Ns y Cs), uno de Ser 32 a Ala
44 y el otro de Glu 454 a Ala 459.

D1: El segmento N-terminal se extiende desde Ala 44 a GIn 176 y el segmento C-terminal de Asn 406 a Glu 454.
El segmento N-terminal estd hecho de una a-hélice (de Ala 44 a Ala 99) (ND1a), seguido por un bucle de
conexion a la segunda a-hélice mas corta (ND1b), que va hacia abajo y la cadena continda a dos B-giros, una f3-
horquilla que apunta hacia abajo y una cadena extendida que apunta hacia arriba, y el resto de la cadena
finalmente va en dominio D2. El C-terminal de a-hélice en el dominio 1 (CD1) comienza a partir de Asn 406 y se
extiende a Glu 454.

Los dominios DO y D1 se empaquetan en la estructura de protofilamento de modo que N-DO esta orientada hacia
el exterior y C-D0 expuesto al canal central.

El dominio de D2 comprende dos segmentos: segmento N-terminal de Lys 177 a Gly 189 y el segmento C-
terminal de Ala 284 a Glu 405. Se hace principalmente de hebras 3 con excepcion de dos hélices 285-289 y 288-
298.

El dominio de D3 comprende un segmento central desde Tyr 190 a Val 283. Mayormente hecho de hebras
con un tramo corto de pliegue helicoidal (199-209).

[0512] Sin desear estar ligado por la teoria, se cree que dos regiones esenciales de proteina flagelina involucradas
en el reconocimiento y la activacion de TLR5 son aminoacidos en las posiciones 79-117 de la SEQ ID NO 2 (dominio
N-D1) y aminoacidos en las posiciones 408-439 de la SEQ ID NO2 (dominio C- D1), asi como el aminoacido alanina
(A) en la posicion 411 de la SEQ ID NO2, el aminoacido glutamina (Q) en la posicion 412 de la SEQ ID NO2 y el
aminoacido serina (S) en la posicién 420 de la SEQ ID NO2.
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EJEMPLOS

R. hominis preferentemente coloniza el colon

[0513] Los ratones de C3H/HeN libre de gérmenes (GF) fueron inoculados con tres sondas de R. hominis en dias
consecutivos. Los inventores informan de la primera mono-colonizacion exitosa de ratones libres de gérmenes con
una sola especie bacteriana de Firmicutes phylum. La colonizacion exitosa se logré utilizando un medio de
inoculacion que contiene acido ascdrbico al 3% y cisteina al 2% para proteger esta bacteria sensible al oxigeno. El
analisis de tejido intestinal por hibridacion fluorescente in situ (FISH) reveld que R. hominis colonizé tanto el ileon
como el colon, pero se encontré6 en un numero mucho mayor en el colon. Las bacterias fueron también
estrechamente asociadas con la mucosa del colon (Fig. S1A). La colonizaciéon se valido y se cuantifico mediante
PCR utilizando cebadores especificos a R. hominis con nimeros que se aproximan a 1x10'° bacteria/g heces (Fig.
S1 B-C). Las heces de los animales GF dieron negativo para la presencia de cualquier bacteria.

El genoma de R. hominis revela genes unicos que promueven las interacciones huésped

[0514] La secuencia completa del genoma de R. hominis A2-183 se generd y se representdé por un unico
cromosoma 3,592,125-pb (Fig. 1A). La anotacion automatizada y manual del genoma utilizando la plataforma RAST
reveld la presencia de cuatro operones ribosémicos, 66 ARN y 3.273 proteinas predichas. El mayor grupo de genes
pertenecia a los hidratos de carbono de categoria de subsistema (271 genes), que codifican proteinas implicadas en
el metabolismo de hidratos de carbono, seguido de metabolismo de las proteinas (197) y aminoacidos y derivados
(175) (Fig. 1B). Otras categorias funcionales importantes incluyen motilidad y la quimiotaxis (49) y la latencia y la
esporulacion (12). El analisis comparativo genémico establecié que el pariente mas cercano en términos de
estructura genémica y la funcion entre los genomas bacterianos completos es Eubacterium rectale (Mahowald et al.
2009), lo cual no es sorprendente dada la estrecha relacion taxonédmica de estos organismos (Duncan et al. 2006,
Aminov et al. 2006). La reconstruccion comparativa de los dos genomas con 1.095 genes revel6 que diferian en
aproximadamente un 25% de los genes. En particular, estas diferencias abarcaban genes que codifican funciones
importantes para la interaccion con el huésped. Por ejemplo, los genes de la motilidad y la quimiotaxis que codifican
las proteinas de ensamblaje fimbriales PilB y PilC de tipo IV estaban presentes en E. rectale pero ausentes en R.
hominis, mientras que la proteina de varilla de cuerpo basal flagelar FIgC, la proteina de complejo de cuerpo
gancho-basal flagelar FIiE, la proteina de flagelina FlaB y proteina de interruptor de motor flagelar FIliG eran
exclusivas de R. hominis (Tabla S1). Los dos genomas bacterianos también diferian en 42 genes de hidratos de
carbono, lo que refleja sus necesidades nutricionales divergentes. Curiosamente, R. hominis es uUnico en que
expresa dos genes de flagelina que son ambos de tipo FLA en contraposicion a flagelinas homoélogas a FIiC
expresadas por especies bacterianas de Salmonella 'y E. coli.

Tabla S1. Analisis comparativo de los genomas de R. hominis y E. rectale.
[0515] El analisis gendmico comparativo mostré que Eubacterium rectale es el pariente mas cercano conocido de R.
hominis en términos de estructura y funcion genémica, y los dos genomas diferian en aproximadamente un 25% de

los genes. (A) Genes presentes en R. hominis, pero ausentes en E. rectale y (B) genes presentes en E. rectale pero
ausentes en R. hominis.
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Tabla S1A. Genes presentes en R. hominis, pero ausentes en E. rectale.

Subcategoria

| Papel

Aminoacidos y Derivados

Alanina, serina, y glicina

Deshidratasa de L-serina, subunidad alfa

Alanina, serina, y glicina

Deshidratasa de L-serina, subunidad beta

Arginina; ciclo de la urea, poliaminas

Proteina reguladora de via arginina ArgR, represor de arg

Arginina; ciclo de la urea, poliaminas

Deshidrogenasa de glutamato especifico a NADP

Arginina; ciclo de la urea, poliaminas

Descarboxilasa de ornitina

Arginina; ciclo de la urea, poliaminas

Putrescina de espermidina ABC permeasa transportadora

Aminoacidos aromaticos y derivados

Biosintética aromatica alfa amino aminotransferasa acido

Aminoacidos de cadena ramificada

Deshidratasa de treonina

GIutamlqa, glutamato,  aspartato, Aminotransferasa de aspartato
asparagina
Glutamina, glutamato, aspartato, .
. L-asparaginasa
asparagina

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Permeasa de sulfato

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Descarboxilasa de lisina

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Adenosilhomocisteinasa

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Transportador de metionina ABC proteina de unién a ATP

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Transportador de metionina ABC proteina de permeasa

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Transportador de metionina ABC proteina de unién a
sustrato

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Liasa S-ribosilhomocisteina

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Analogo funcional previsto de quinasa de homoserina

Hidratos de carbono

Aminoazucares

Beta-hexosaminidasa

Metabolismo central de carbohidratos

6-fosfogluconolactonasa

Metabolismo central de carbohidratos

Aldosa 1-epimerasa

Metabolismo central de carbohidratos

Aldolasa 4-hidroxi-2-oxoglutarato

Metabolismo central de carbohidratos

Piruvato: oxidorreductasa de ferredoxina, subunidad alfa

Metabolismo central de carbohidratos

Piruvato: oxidorreductasa de ferredoxina, subunidad beta

Metabolismo central de carbohidratos

Piruvato: oxidorreductasa de ferredoxina, subunidad delta

metabolismo central de carbohidratos

Piruvato: oxidorreductasa de ferredoxina, subunidad gamma

metabolismo central de carbohidratos

Permeasa de malato

Di- y oligosacaridos

Antiterminador de operén beta-glucosido bgl, familia BglG

Di- y oligosacaridos

Represor del operén de galactosa, familia de GalR-Lacl

Di- y oligosacaridos

Sistema de transporte ABC galactésido de galactosa/metilo,
proteina de permeasa MgIC

Di- y oligosacaridos

Transportador ABC de azucares multiples, proteina de union
a ATP

Fermentacion Hidratasa de enoilo-CoA

Fermentacion Deshidrogenasa de D-lactato
Monosacaridos Quinasa 2-deshidro-3-deoxigluconato
Monosacaridos Aldolasa 2-deshidro-3-deoxifosfogluconato
Monosacaridos 2-desoxi-D-gluconato 3-deshidrogenasa
Monosacaridos Alfa-glucosidasa

Monosacaridos Hidrolasas de altronato

Monosacaridos Oxidorreductasa de altronato
Monosacaridos Beta-glucuronidasa

Monosacaridos Oxidorreductasa D-manonato
Monosacaridos Deshidratasa de manonato
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(continuacion)

Hidratos de carbono

Monosacaridos Ramnogalacturonidas proteina de degradacion Rhin
Monosacaridos Isomerasa de uronato
Monosacaridos Regulador de utilizacion de diacido de azucar SdaR
Monosacaridos Sistema de transporte de ribosa ABC, proteina de unién a
ATP RbsA

- Sistema de transporte de ribosa ABC, permeasa de proteina
Monosacaridos RbsC
Monosacaridos Fosforilasa de pirimidina-nucledsido
Monosacaridos Fructoquinasa
Monosacaridos Represor transcripcional del operon de fructosa, DeoR
Monosacaridos Guanililtransferasa de manosa-1-fosfato
Monosacaridos Isomerasa de manosa-6-fosfato
Monosacaridos Posible transportador de alfa-xildsido ABC, sustrato de union

Metabolismo de un carbono

Aminotransferasa de serina-piruvato

Alcoholes de azucar

Proteina de facilitador de captacion de glicerol

Alcoholes de azucar

Transportador de glicerol-3-fosfato ABC, proteina de unién
periplasmica glicerol-3-fosfato

Sin subcategoria

Regulador de almacenamiento de carbono

Pared celular y capsula

Polisacaridos capsulares y D,D-heptosa 7-quinasa de fosfato

extracelulares

Polisacaridos capsulares Y | Sintetasa de PIB-L-fucosa

extracelulares

Polisacaridos capsulares y dTDP-4-dehidrorhamnosa 3,5-epimerasa

extracelulares

Polisacaridos capsulares y Peptidoglicano N-acetilglucosamina desacetilasa
extracelulares

Polisacaridos capsulares Y | Deacetilasa de polisacarido

extracelulares

Polisacaridos capsulares Y| Timidililtransferasa de glucosa-1-fosfato

extracelulares

Polisacaridos capsulares y | Proteina de permeasa de translocacién de acido teicoico
extracelulares TagG

Polisacaridos capsulares Y | Reductasa de dTDP-4-dehidrorhamnosa

extracelulares

Polisacaridos capsulares y dTDP-glucosa 4,6-deshidratasa

extracelulares

Polisacaridos capsulares y | Sistema de transporte de tipo TRAP, pequefio componente
extracelulares de permeasa, transportador de N-acetilneuraminato predicho
Polisacaridos capsulares y

extracelulares

Citidiliiltransferasa de glucosa-1-fosfato

Sin subcategoria

Amidasa de N-acetiimuramoilo-L-alanina

Subsistemas basados en agrupacién

Quimiotaxis, reguladores de
respuesta

Ciclasa de diguanilato (dominio GGDEF) con PAS/PAC

Subsistemas basados en agrupacion

Proteina de esporulacion de etapa Il relacionada con

metaloproteasas

Biogénesis del citocromo

Aminotransferasa de glutamato-1-semialdehido

¢ Exportacion de proteinas?

Proteinas de membrana relacionadas
metaloendopeptidasas

con

¢ Exportacion de proteinas?

Proteina de la familia/P60 PNL

¢ Exportacion de proteinas?

Factor de liberacion de la cadena del péptido 2

¢ Exportacion de proteinas?

Proteina hipotética BH3604

Sin subcategoria

Proteina de division celular FtsW

Sin subcategoria

FIG003307: proteina hipotética

Sin subcategoria

SSU proteina ribosomal S1 p
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(continuacion)

Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos

Coenzima A 2-dehidropantoato 2-reductasa

Coenzima A Pantotenato: Na + cotransportador

Agrupacion Fe-S Proteina de ensamblaje de cluster hierro-azufre SufD
NAD y NADP Deshidrogenasa L-aspartato

Piridoxina Regulador transcripcional pronosticado del metabolismo

de la piridoxina

Tetrapirroles

Fosfatasa alfa-ribazol-5'-fosfato

Sin subcategoria

Transportador de hidroximetilpirimidina predicho CvtX

Metabolismo de ADN

CRISPs

Proteina asociada a CRISPR Cas2

Reparacion del ADN

Glicosilasa de uracilo-ADN, familia 1

Reparacion del ADN

Excinucleasa ABC subunidad A paralog de funcion
desconocida

Reparacion del ADN

Glicosilasa de adenina A/G-especifica

Reparacion del ADN

Exodeoxiribonucleasa VIl subunidad pequefia

Reparacion del ADN

Exonucleasa sbcc

Reparacion del ADN

Exonucleasa SBCD

Reparacion del ADN

Helicasa de ADN dependiente de ATP putativa YjcD

Replicacién del ADN

ADN polimerasa lll subunidades gamma y tau

Replicacién del ADN

Proteina de replicacion de ADN DnaC

Sin subcategoria

Proteina de unién de ADN HBsu

Latencia y esporulacion

Proteccion del ADN de la espora

Proteina de esporas soluble en acido pequeio, SASP de
tipo beta

Sin subcategoria

Proteina de maduracién de esporas A

Sin subcategoria

Proteina de maduracion de esporas B

Acidos grasos, lipidos, e isoprenoides

Acidos grasos

Transferasa de 4'-fosfopanteteinilo

Triacilgliceroles

Lisofosfolipasa

Triacilgliceroles

Lisofosfolipasa L2

Triacilgliceroles

Lipasa de monoglicérido

Transporte de membrana

Transportadores ABC Transportador de fosfonato ABC proteina de uniéon a ATP

Transportadores ABC Transportador de fosfonato ABC proteina de permeasa
phnE1

Transportadores ABC Transportador de fosfonato ABC proteina de permeasa
phnE2

Transportadores ABC Transporte de dipéptidos proteina de union a ATP DppD

Transportadores ABC Transporte de dipéptidos proteina de unién a ATP DppF

Transportadores ABC Sistema de transporte de dipéptidos proteina de
permeasa DppB

Transportadores ABC Sistema de transporte de dipéptidos proteina de
permeasa DppC

Transportadores ABC Transportador de unién a dipéptidos ABC, sustrato

periplasmico

Sin subcategoria

Componente de ATPasa duplicado BL0693 de
energizacion

Sin subcategoria

Componente de ATPasa duplicado mTSB de energizar
mddulo de transportador ECF regulado por metionina

Sin subcategoria

Componente de sustrato especifico BL0695 de ECF
predicho

Sin subcategoria

Componente de sustrato especifico MTSA de la
metionina regulada

Sin subcategoria

Componente de sustrato especifico PdxU2 de piridoxina
predicha

Sin subcategoria

Componente de sustrato especifico ThiT de ECF de
tiamina

Sin subcategoria

Componente de transmembrana BL0694 del modulo
energizante

Sin subcategoria

componente transmembrana MTSC del médulo de
activacion de
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Diverso

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Aspartilo-ARNt (Asn) amidotransferasa subunidad A

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Aspartilo-ARNt (Asn) amidotransferasa subunidad B

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Glutamilo-ARNt (GIn) amidotransferasa subunidad A

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Glutamilo-ARNt (GIn) amidotransferasa subunidad B

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Mutasa de fosfoglucosamina

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Fosfomanomutasa

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Sistema de transporte ABC, proteina de unién de
azucar

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Alfa-L-arabinofuranosidasa Il precursor

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Alfa-N-arabinofuranosidasa

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Alfa-N-arabinofuranosidasa 2

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Proteina secretada COG3533

Proyecto de la planta en procariotas DOE

L-arabinosa de isomerasa

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Represor transcripcional del operén de arabinosa

Proyecto de la planta en procariotas DOE

Acetilesterasa de ramnogalacturonano

Sin subcategoria

Regulador de la actividad de la proteasa putativa de
membrana YbbK

Motilidad y quimiotaxis

Motilidad flagelar en procariotas

Proteina de varilla de cuerpo basal FIgC

Motilidad flagelar en procariotas

Proteina compleja de cuerpo gancho-basal flagelar
FIiE

Motilidad flagelar en procariotas

Proteina flagelina FlaB

Sin subcategoria

Proteina conmutadora de motor flagelar FIiG

Metabolismo de nitrogeno

Sin subcategoria

Proteina reguladora de nitrégeno P-I|

Sin subcategoria Eegulador transcripcional Hcp HCPR (familia
rp/Fnr)
Nucleésidos y nucleétidos
Purinas Deaminasa de adenina
Pirimidinas Quinasa de uridina
Reductasa de ribonucledtido de clase |l

Sin subcategoria

(anaerdbica), grande

Metabolismo de fosforo

Sin subcategoria

Exopolifosfatasa

Sin subcategoria

Sistema de transporte de fosfato proteina de
permeasa PSTA

Sin subcategoria

Sistema de transporte de fosfato proteina de
permeasa PSTC

Sin subcategoria

Transportador de fosfato dependiente de sodio

Metabolismo del potasio

Sin subcategoria

Potasio de voltaje subfamilia de canal KQT

Metabolismo de proteinas

Biosintesis de proteinas

GTPasa probable relacionada con EnqC

Biosintesis de proteinas

Sintetasa de aspartilo-ARNt (Asn)

Biosintesis de proteinas

ARNt-Ala-CGC

Biosintesis de proteinas

ARNt-Gly-CCC

Biosintesis de proteinas

ARNt-Pro-GGG

Biosintesis de proteinas

ARNt-Ser-CGA

Biosintesis de proteinas

ARNt-Ser-GGA

Biosintesis de proteinas

ARNt-Val-CAC

Plegamiento de proteinas

Proteina de foldasa Prsa precursor

Procesamiento de proteinas y modificacion

[NiFe] proteina de incorporaciéon de niquel de

hidrogenasa HypA

Procesamiento de proteinas y modificacion

[NiFe] proteina asociada a incorporacién de niquel
de hidrogenasa
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Metabolismo del ARN

Procesamiento y modificacion del ARN

Peptidilo-prolilo  isomerasa cis-

trans

Procesamiento y modificacion del ARN

Componente de
ribonucleasa P

proteina

Transcripcion Regulador de transcripcion
predicha de la sintasa de cisteina,
Transcripcion Polimerasa de ARN factor sigma

SigV

Regulacién y sefalizacién celular

Muerte celular programada y sistemas de toxina-antitoxina

Proteina de toxina YafQ

Sin subcategoria

autolisina bifuncional Atl

Sin subcategoria Atenuador transcripcional
asociado a la envolvente celular
LytR-

Sin subcategoria Regulador  transcripcional  de
utilizacion de hidrocarburo
aromatico

Sin subcategoria

Proteina de control de catabolito A

Sin subcategoria

Proteina de tipo HPr de represion
catabdlica Crh

Respiracion

Sin subcategoria

Ferredoxina

Respuesta al estrés

Golpe de frio

Golpe de frio proteina CSPG

Virulencia, enfermedad y defensa

Resistencia a antibiéticos y toxico

Proteina de fusién de membrana
de sistema de eflujo Co/Zn/Cd
probable

Resistencia a antibiéticos y toxico

Regulador transcripcional, familia
Merr

Resistencia a antibiéticos y toxico

Metal pesado-(Cd/Co/Hg/Pb/Zn)-
translocacién de tipo P

Resistencia a antibitticos y toxico

Proteina de resistencia de
vancomicina de tipo B VanW

Resistencia a antibiéticos y toxico

Proteina de resistencia a
tetraciclina TetW

Tabla S1B. Genes presentes en E. rectale pero ausentes en R. hominis.

Subcategoria Papel

Aminoacidos y derivados

Arginina; ciclo de urea, poliaminas

Regulador transcripcional, familia Merr, poliamina cercana

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Sulfato de subunidad adeniltransferasa 2

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Sulfato y proteina de importacion de uniéon a ATP de
tiosulfato Cysa

Lisina, treonina, metionina y cisteina CysW

Sistema de transporte de sulfato proteina de permeasa

Lisina, treonina, metionina y cisteina

Transportador de metionina MetT
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Hidratos de carbono

Aminoazucares

N-acetilo-D-glucosamina sistema de transporte
ABC,

Di- y oligosacaridos

Galactésido de galactosa/metilo sistema de

transporte ABC,
Di- y oligosacaridos Glucosidasa de maltodextrina
. . L. Sistema PTS, 1IB especifica a maltosa y
Di- y oligosacaridos
glucosa
. . L. Sistema PTS, CIlI especifico a maltosa y
Di- y oligosacaridos
glucosa

Deshidrogenasa A de butanol dependiente de

Fermentacion NADH
Fermentacion Deshidrogenasa de alcohol

- Transportador ABC de beta-xilésido predicho,
Monosacaridos

sustrato-

Metabolismo de un carbono

Hidratasa de fumarato clase |, aerébica

Acidos orgénicos

Serina--aminotransferasa de glioxilato

Polisacaridos

Proteina de biosintesis de glucégeno GigD,
familia de adeniltransferasa de glucosa-1-
fosfato

Polisacaridos

proteina  relacionada con enzima de

desramificacion de glucégeno

Alcoholes de azucar

Deshidrogenasa de glicerol

Pared celular y capsula

Componentes de pared celular gram-positivos

Proteina de familia de anclaje de superficie de
la pared célular

Subsistemas basados en agrupacién

Division celular

FIG001960: proteina de interaccion de FisZ
relacionada con la division celular

Biosintesis de isoprenoides/pared celular: predicho

proteina de unién a penicilina, putativa

fosfatasa de difosfato de undecaprenvl

Probablemente resistencia a hidroperoxido organico

Quinasa de homoserina

proteina hipotética relacionada

Sin subcategoria

Division  celular factor de

topolégica MinE

especificidad

Sin subcategoria

Fosfatasa de tirosina de proteinas de bajo peso
molecular

Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos

Biotina

3-cetoacilo-CoA tiolasa

Biotina Sintasa de biotina
Piridoxina Deshidrogenasa de 4-hidroxitreonina-4-fosfato
Piridoxina Quinasa de piridoxal

Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos

Piridoxina

Biosintesis de piridoxina amidotransferasa
glutamina,

Piridoxina

Biosintesis de piridoxina amidotransferasa
glutamina,

Tetrapirroles

Adenosiltransferasa cob(l)alamina

Tetrapirroles

Metiltransferasa de uroporfirinégeno-Il|

Tetrapirroles

Vitamina B12 transportador ABC, componente
de unién a B12

Sin subcategoria

Portador de azufre proteina adeniltransferasa
ThiF

Sin subcategoria

Proteina de biosintesis de tiazol Thig

Sin subcategoria

Proteina de biosintesis de tiazol ThiH
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(continuacion)

Metabolismo de ADN

CRISPs

Proteina asociada a CRISPR Cas7

Reparacion del ADN

Proteina de reparacion recombinacional de
ADN RecT (profago

Replicacién del ADN

Helicasa de ADN dependiente de ATP RecQ

Acidos grasos, lipidos, e isoprenoides

Fosfolipidos

O-fosfatidiltransferasa
serina

CDP-diacilglicerol--

Fosfolipidos

Quinasa de diacilglicerol

Adquisicion de hierro y metabolismo

Sin subcategoria

Sortasa A, especifica LPXTG

Transporte de membrana

Sin subcategoria

Componente especifico a sustrato FolT de
transportador ECF de folato

Motilidad y quimiotaxis

Motilidad social y natacién no flagelar en bacterias

Ensamblaje fimbrial de tipo IV proteina PilC

Motilidad social y natacién no flagelar en bacterias

Ensamblaje fimbrial de tipo IV, ATPasa PilB

Nucleésidos y nucleétidos

. L, Proteina mutT mutadora (7,8-dihidro-8-
Desintoxicacion .
oxoguanina
Purinas Permeasa de uracilo-xantina
Purinas Fosforribosiltransferasa de adenina
Purinas Deaminasa de adenosina
Pirimidinas Fosforilasa de uridina

Fagos, profagos, elementos de transposicion, plasmidos

Fagos, profagos

Proteina de cinta métrica de longitud de cola
de fago

Metabolismo de proteinas

Biosintesis de proteinas

Similar a subunidad grande ribosomal sintasa
de pseudouridina D, Bacillus subtilis tipo YjbO

Biosintesis de proteinas

ARNt (Guanina37-N1) metiltransferasa

Biosintesis de proteinas

Proteina de familia de sintetasa de alanilo-
ARNt

Degradacion de proteinas

Aminopeptidasa C

Degradacion de proteinas

Aminopeptidasa de desbloqueo

Metabolismo del ARN

Procesamiento y modificacion del ARN

COG1720:
caracterizada

proteina conservada no

Procesamiento y modificacion del ARN

Sintetasa ARNt(lle)-lisidina

Respiracion

Reacciones aceptoras de electrones

Reductasa de adenililsulfata subunidad alfa

Reacciones aceptoras de electrones

Reductasa de adenililsulfata subunidad beta

Reacciones aceptoras de electrones

Reductasa de sulfito disimiladora (desulfoviridina), alfa 'y

Respuesta al estrés

Estrés osmotico

Proteina de unién a colina A

Estrés osmotico

Oxidasa de sarcosina subunidad alfa

Sin subcategoria

Proteina de privacion de carbono A

Sin subcategoria

Regulador transcripcional, familia PemK

Metabolismo de azufre

Sin subcategoria

Beta-galactosidasa subunidad grande

Sin subcategoria

Beta-galactosidasa subunidad pequena

Virulencia, enfermedad y defensa

Resistencia a antibiéticos y toxico

Aminoglucésido N6'-acetiltransferasa

Resistencia a antibiéticos y toxico

Proteina homeostasis de cobre citoplasmatica cutC

R. hominis responde al ambiente intestino mediante la regulacion hacia arriba de genes de motilidad,
movilizacién y quimiotaxis

5 [0516] Para determinar los genes expresados diferencialmente por R. hominis en respuesta a la asociacion con el
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huésped y la dieta, una micromatriz se construyé utilizando 6.000 fragmentos de PCR de la biblioteca de
secuenciacion de pequefio tamafio de insercion. Validacion de PCR subsiguiente en tiempo real se realizé en 42
genes expresados diferencialmente (Tablas S2 y S3), que se agrupan en regiones especificas del genoma de R.
hominis como se ilustra en la Fig. 2A. Para distinguir entre los efectos del ambiente intestinal y componentes de la
dieta, la ARN bacteriana se aisld a partir de cuatro diferentes condiciones experimentales: (i) in vivo, desde el ciego
de ratones mono-asociados; (i) in vitro, a partir de bacterias cultivadas en medios de cultivo; (iii) in vitro, a partir de
bacterias cultivadas en presencia de componentes de la dieta; y (iv) a partir de bacterias incubadas en la superficie
de confluente Caco-2 y células HT-29.

Tabla S2. Andlisis de PCR en tiempo real sobre la ARN bacteriana utilizando cebadores de R. hominis
especificos.

[0517] Los cebadores de PCR bacterianos fueron disefiados para genes expresados diferencialmente utilizando

Primer3Plus. Todas las muestras se ejecutaron por triplicado. GyrA se utiliz6 como gen de referencia para la
normalizacion.
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Tabla S3. indice de experimentos PCR de R. hominis configurado en el mapa de genoma circular. Lista de

experimentos de PCR de R. hominis como se ha demostrado en el mapa de genoma circular

Exp Cebador Inicio Fin Longitud | Gen

1 gyrA-NF 7803 7889 87 pb gyrA

2 1602-F 95664 95740 77 pb Err]c;[gna del sensor de regulon de fosfato

3 1653-F 153403 153483 81 pb Proteina de flagelina FlaA1

4 1686-F 189295 189382 88 pb Proteina de flagelina FlaA2

5 1718-F 221205 221279 75 pb Proteina de flagelina FlaA3

6 1735-F 250582 250674 93 pb rirgtti?cl)qa de quimiotaxis de aceptacion de

7 1769-F 290546 290628 83 pb Trande{Qtor sensprial de quimiotaxis de
aceptacion de metilo1

8 1770-F 291722 291808 87 pb rirgtti?cl)ga de quimiotaxis de aceptacion de

9 1831-NF 348711 348810 100 pb Proteina MobA/MobL4

10 1842-F 364775 364851 77 pb Proteina MobA/MobL2

11 1867-2652- 391044 391120 77 pb Proteina dg familia MobNquL4/prote|na de

F transferencia conyugal putativa

12 2055-F 600837 600928 92 pb Acetiltransferasa de acetilo-CoA

13 2056-F 602279 602363 85 pb Deshidrogenasa de 3-hidroxiacilo-CoA

14 2057-F 602961 603037 77 pb Deshidrogenasa de butirilo-CoA

15 2058-F 604411 604504 94 pb Flavoproteina .de transferencia de
electrones, subunidad beta

16 2059-F 605434 605516 83 pb Flavoproteina 'de transferencia de
electrones, subunidad alfa

17 129-F 653987 654066 80 pb Transplortadqr delollgopept!dq AB'C, proteina
de union a oligopéptido periplasmico oppA

18 139-F 658435 658516 82 pb Transporte de oligopéptido proteina de union
al ATP oppD

19 805-R 934310 934406 97 pb Quinasa ' de  histidina de canal K+
osmosensible KdpD

20 807-R 935306 935394 89 pb Proteina de familia de epimerasa de aldosa

21 808-R 936111 936190 80 pb Proteina de captamonl de potasio,
componente de membrana integral, KirB

22 909-F 1053529 1053604 | 76 pb Oxidorreductasa de piruvato-flavodoxina

23 1235-F 1434705 1434785 | 81 pb Proteina MobA/MobL 3

24 1296-F 1495460 1495544 | 85 pb rirgtti?cl)ga de quimiotaxis de aceptacion de

25 1297-R 1497854 1497931 | 78 pb Descarboxilasa de L-treonina 3-O-fosfato

26 1335-F 1540579 1540671 | 93 pb Motores de rotacion del motor flagelar MotA

27 1336-F 1541416 1541511 | 96 pb Proteina de rotacion del motor flagelar MotB

28 1356-F 1559143 1559227 | 85 pb Factc?r sigma de polimerasa de ARN para el
operon flagelar

29 3119-F 2211612 2211705 | 94 pb Carboxiquinasa de fosfoenolpiruvato [ATP]

30 3117-R 2213046 2213139 | 94 pb Trande{Qtor senspnal de quimiotaxis de
aceptacion de metilo2

31 1867-2652- 2736100 2736176 | 77 pb Proteina de Ia. familia MobA/MQbL4/prote|na

R de transferencia conyugal putativa

32 1552M-R 2984489 2984566 | 78 pb Transportador de magnesio

33 397-R 3153341 3153427 | 87 pb Sintasa de ATP cadena beta2

34 398-R 3153616 3153699 | 84 pb Sintasa de ATP cadena gamma?2

35 399-R 3155799 3155898 | 100 pb Sintasa de ATP cadena alfa2

36 404-R 3159387 3159467 | 81 pb Permeasa de glucuronida
Proteina de transferencia conyugal putativa

37 2399-R 3308172 3308265 | 94 pb MobA/MobL

38 2323-R 3366526 3366615 | 90 pb Proteina de flagelina flaB

78




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 660 823 T3

(continuacion)

Exp | Cebador | Inicio Fin Longitud Gen

39 2281-R 3416947 | 3417042 96 pb Sintasa ATP de cadena beta

40 2280-R 3418736 | 3418824 89 pb Sintasa de ATP de cadena gamma
41 2279-R 3418857 | 3418942 86 pb Sintasa de ATP de cadena alfa

42 641-R 3467164 | 3467255 92 pb Proteina MobA/MobL 1

[0518] Se identificaron cincuenta genes expresados diferencialmente (in vivo frente a in vitro). El descubrimiento
mas sorprendente fue la alta regulacion positiva in vivo de los genes implicados en la transferencia de
conjugacion/movilizacién, los genes similares a mobA y mobL (Fig. 2A). La presencia de tales genes en los estudios
transcripcionales fue sorprendente ya que no se asignaron genes identificables a los fagos, profagenos, elementos
transponibles y plasmidos en la caracteristica de categoria del subsistema. Esta diferencia en la deteccion y
asignacion de genes probablemente se debe a las limitaciones reconocidas de la anotacion de categoria de
subsistema. El efecto estimulante de los compuestos dietéticos fue mucho menos pronunciado, lo que sugiere que el
entorno intestinal per se es un inductor principal de los genes implicados en la transferencia horizontal de genes.

[0519] Otros subsistemas inducidos por el entorno intestinal incluyen transporte de membrana, en particular
transporte de magnesio, y motilidad y quimiotaxis que incluyen mdltiples proteinas de quimiotaxis que aceptan metilo
y genes del operodn flagelar (Fig. 2B). R. hominis posee multiples genes de flagelina flaA1, flaA2, flaA3 y flaB. En el
entorno del intestino del ratdn, la expresion de flagelina se verificd por transferencia Western e inmunocitoquimica
usando bacterias aisladas de ratones colonizados in vivo y de cultivos in vitro cultivados en presencia de dieta, con
anticuerpos especificos producidos contra las proteinas de flagelina recombinantes FlaA1 y FlaA2 (RH1) y RH2)
(Fig. 2C). Esta validacion positiva de la expresion de flagelina in vivo es consistente con informes previos que
indican que sdlo ciertos subconjuntos de Firmicutes producen flagelos in vivo (Turnbaugh et al., 2008) a diferencia
de otras especies bacterianas que activamente regulan hacia abajo la expresion de la proteina bacteriana. La
expresion de los genes del metabolismo catabdlico en R. hominis en el entorno intestinal también se vio afectada por
el entorno intestinal (Fig. 2D). Los genes implicados incluian acetiltransferasa de acetilo-CoA, deshidrogenasa de 3-
hidroxiacilo-CoA, deshidrogenasa de butirilo-CoA y carboxiquinasa de fosfoenolpiruvato [ATP].

[0520] Para investigar adicionalmente los efectos de la adaptacién del huésped sobre el transcriptoma de R.
hominis, se realizd la estimulacion in vitro de células epiteliales intestinales humanas (Caco-2 y HT-29). Esto
demostré que el gen de transferencia de conjugacién/movilizacion proteina mobA/mobL 1, que se indujo por
adaptacion al intestino del ratén, también se incrementd en ambas lineas celulares (Fig. 2E). De acuerdo con los
datos in vivo, el gen de flagelina MotA estaba regulado positivamente en células Caco-2. Los genes implicados en el
metabolismo del butirato mostraron diferencias entre las dos lineas celulares, con una regulacion a la baja
observada en las células Caco-2 y una regulacién positiva en las células HT-29.

R. hominis influye en las rutas de sefalizacion innatas principalmente en el colon

[0521] La colonizacién de ratones GF con R. hominis se correlacioné con la expresion del gen del huésped
aumentado, que era mas alta en el colon (Fig. 3A y Tabla S4). La expresion diferencial fue mas profunda a los 28 d
después de la colonizacion, con 159 genes regulados positivamente y 143 genes regulados negativamente. El
numero de genes expresados diferencialmente en el ileon en el 14d fue similar al del colon ascendente, con 79
genes regulados positivamente y 119 genes regulados negativamente. La expresion diferencial en el ileon fue muy
baja a 28d, consistente con niveles de colonizacién reducidos. La respuesta transcriptomica difirié en los dos puntos
de tiempo, como se muestra por la clara separacion de transcripciones significativas por analisis de mapa de calor
(Fig. 3B). La validacion positiva en tiempo real de PCR de los datos de Affymetrix se muestra en la Fig. 3C.

Tabla S4. Datos de Affymetrix entre animales inoculados con R. hominis y animales GF.

[0522] El analisis de micromatriz Affymetrix se realizé en la ARN aislada de colon ascendente y el tejido del ileon.
Los datos se consideraron significativos cuando P<0,05 con el método de falso descubrimiento Benjamini y
Hochberg. (A) Transcripciones expresadas diferencialmente en el colon ascendente a 14d. (B) Transcripciones
expresadas diferencialmente en el colon ascendente a 28d. (C) Transcripciones expresadas diferencialmente en el
ileon a 14d. (D) Transcripciones expresadas diferencialmente en el ileon a 28d.
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Tabla S4A. Transcripciones expresadas diferencialmente en el colon ascendente a 14d entre animales inoculados
con R. hominis y animales libres de gérmenes.

ID Simbolo | Nombre FC Valor P B

1424973 at Cyp3a25 | Citocromo P450, familia 3, subfamilia a, | 26,35 | 4,09E-05 | 8,91
polipéptido 25

1449375 at Cesb Carboxilesterasa 6 22,80 | 5,71E-16 | 29,2
8

1428400 _at 2200002 | Gen RIKEN ADNc 2200002K05 6,22 6,65E-09 | 17,2
KO5Rik 0

1419393 at Abcg5 Casete de wunion a ATP, subfamilia G | 5,81 0,002156 | 4,51
(WHITE), miembro 5
1429726 at Slc16a9 | Familia de portadores de soluto 16 | 4,38 0,001103 | 5,26
(transportadores de acido monocarboxilico),
miembro 9

1430641 _at 9030605 | Gen RIKEN ADNc 9030605104 4,36 0,000358 | 6,52
104Rik
1436575 _at Grin3a Receptor de glutamato ionotropico, NMDA3A 3,91 0,018503 | 1,71

1422749 at Ly6g6c Complejo de antigeno linfocitico 6, locus G6C 3,71 0,004044 | 3,79

NuGO_ Abca12 Casete de union a ATP, subfamilia A (ABC1), | 3,69 0,000333 | 6,62

emt070648 miembro 12

at

1428682_at Zc3h6 Dedo de cinc de tipo CCCH que contiene 6 3,28 0,002747 | 4,26

1431554 _a_ | Anxa9 Anexina A9 3,00 3,25E-05 | 9,18

at

1423556_at Akr1b7 Familia de reductasa aldo-keto 1, miembro B7 | 2,87 0,018503 | 1,70

1424451 at Acaalb Acetilo-Coenzima A aciltransferasa 1B 2,70 0,000404 | 6,33

1418486_at Vnn1 Vanina 1 2,66 0,001531 | 4,93

1418606_at Hoxd10 Homeo box D10 2,60 0,000102 | 7,97

1435207 _at Dixdc1 Dominio DIX que contiene 1 2,55 0,014337 | 2,11

1427072_at Stard8 Dominio START que contiene 8 2,48 0,027058 | 1,15

1442560 _at NA NA 2,42 0,006928 | 3,17

1420998 at Etvs Gen variante de Ets 5 2,33 0,017697 | 1,81

1440925 at Rhoq Familia de genes de homdlogo Ras, miembro | 2,32 0,013564 | 2,22

Q

1428902_at Chst11 Sulfotransferasa de hidratos de carbono 11 2,30 0,000154 | 7,46

1416607 _at 4931406 | Gen RIKEN ADNc 4931406C07 2,28 7,26E-11 | 21,0
CO7Rik 8

1435673 _at Hoxd3 Homeo box D3 2,26 0,019944 | 1,60

1426663 s | Slc45a3 | Familia de portador de soluto 45, miembro 3 2,21 0,007554 | 3,07

at

1419651 _at 2610200 | Gen RIKEN ADNc 2610200G18 2,21 0,000406 | 6,29
G18Rik

1422188 s | NA NA 2,20 0,000397 | 6,39

at

1435468 at D23002 | Gen RIKEN ADNc D230025D16 2,15 0,018503 | 1,71
5D16Rik

1417991 at Dio1 Deiodinasa, yodotironina, tipo | 2,12 0,026066 | 1,24

1451557 _at Hacer Aminotransferasa de tirosina 2,11 0,046376 | 0,38
encaje

1428989 at 0710001 | Gen RIKEN ADNc 0710001D07 2,03 0,04028 0,54
DO7Rik
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UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-

1456680_at | B3gnt6 acetilglucosaminiltransferasa 6 (sintasa de | 2,01 | 0,024447 | 1,35
nucleo 3)

1443235 _at | Eif2aka Faptor de iniciacion de traduccion eucariota 2 1,97 | 0,002156 | 4,51
quinasa alfa 4
Casete de unibn a ATP, subfamilia B

1419759 at | Abcb1a (MDR/TAP), miembro 1A 1,97 | 0,009639 | 2,79

1456389 at | Zeb2 Dedo cinc homeobox de unién a E-box 2 1,96 | 0,013795 | 2,16

1440840 _at ?ggﬁ(OMK Gen RIKEN ADNc D630004K10 1,96 | 0,017697 | 1,80

1457619 _at | Ces6 Carboxilesterasa 6 1,94 | 0,04028 0,55

1449049 at | Tir1 Receptor de tipo Toll 1 1,92 | 0,018503 | 1,72

NuGO_ o .

emt049113_ | Ptprh Egcs)fatasa de tirosina de proteina, receptor de 1,89 | 0,002961 | 4,17

at

1424376 _at | Cdca2epi Proteina efectora de CDC42 (union a Rho 1,88 | 0,014337 | 2,10
GTPasa) 1

1436566 _at | Rab40b Rab40b, miembro de la familia del oncogén RAS | 1,87 | 0,028805 | 1,04

1432590 at ;OC621 54 NA 1,83 | 0,012459 | 2,38

. Proteina enlazadora que contiene el dominio

1430543 at | Clip3 CAP-GLY 3 1,82 | 6,24E-05 | 8,47

1435553 at | Pdzd2 Dominio PDZ que contiene 2 1,81 | 0,048735 | 0,32

1428271 _at | Acbd4 Domlnlo de unidn a Acilo-Coenzima A que 1,80 | 0,014378 | 2,09
contiene 4

1418059_at Eltd1 EGF, domlnlo de siete transmembrana latrofilina 1,79 | 0,005331 | 3,47
que contiene 1

1456532 at | Pdqfd Fagtqr Qe crecimiento derivado de plaquetas, 1,77 | 0.007554 | 3,05
polipéptido D

1437393 at | AI875142 Secuencia expresada Al875142 1,77 | 0,03504 0,78

1428332_at gg%ﬂ? 04A Gen RIKEN ADNc 1500004A08 1,77 | 0,038684 | 0,61

1434015_at | Slc2a6 Familia de po.rt'ador de'soluto 2 (transportador 1,75 | 0,000437 | 6,19
de glucosa facilitado), miembro 6

1449403 at | Pde9a Fosfodiesterasa 9A 1,71 | 0,03504 0,79

1428260_at | Spg3a Paraplejia espastica 3A homdlogo (humano) 1,69 | 0,011437 | 2,55

1417803 _at 81;?832A Gen RIKEN ADNc 11110032A04 1,66 | 0,001103 | 5,27

1430245_at | Fxrih Gen clie ' retraso mental fragil X 1, homodlogo 1,66 | 0,012459 | 2,36
autosoémico

1422542 at | Gpr34 Receptor acoplado a proteina G 34 1,65 | 0,031372 | 0,95

1427020 _at | Scara3 Clase de receptor Scavenger A, miembro 3 1,60 | 0,010425 | 2,69

1430211_at 383R?|j150 Gen RIKEN ADNc 4930415020 1,57 | 0,045 0,42

1452809 at 3%?8607“ Gen RIKEN ADNc 9030607L17 1,53 | 0,013564 | 2,22

NuGO_

emt066282_ | Defb37 Defensina beta 37 1,51 | 0,005422 | 3,44

at

1451498 at | BC004853 | Secuencia de ADNc BC004853 1,50 | 0,037045 | 0,69

1434140 _at | Mcf2l Mcf.2 transformante similar a secuencia 1,49 | 0,025597 | 1,30
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1452650 at | Trim62 Motivo tripartito que contiene 62 1,46 | 0,02652 1,19
1427492 at | Poflb Insuficiencia ovarica prematura 1B 1,46 | 0,004679 3,61
1426601 _at | Slc37a1 Familia de portador de soluto 37 (transportador | 1,42 | 0,032433 0,90
de glicerol-3-fosfato), miembro 1
1448188 at | Ucp2 Proteina de desacoplamiento 2 (portador de | 1,42 | 0,008209 2,96
protones mitocondrial)
1460409 at | Cptila Palmitoiltransferasa de carnitina 1a, higado 1,40 | 0,025932 1,26
1460652 _at | Esrra Receptor relacionado con el estrogeno, alfa 1,39 | 0,038182 0,65
1453869 at | LOC328 | NA 1,36 | 0,017271 1,86
277
1435985 at | Farp2 FERM, RhoGEF vy proteina de dominio | 1,34 | 0,037045 0,70
pleckstrin 2
1454706_at | Uvrag Gen asociado a la resistencia a la radiacion UV | 1,34 | 0,021704 1,51
1451232_at | Cd151 Antigeno CD151 1,31 | 0,049274 0,31
1423570_at | Abcg1 Casete de unién ATP, subfamilia G (WHITE), | 1,30 | 0,04028 0,55
miembro 1
1418817 _at | Chmp1b | Proteina modificadora de cromatina 1B 1,25 | 0,010981 2,61
1441059 at | 1700049 | Gen RIKEN ADNc 1700049G17 1,25 | 0,028805 1,05
G17Rik
NuGO_ NA NA 1,24 | 0,026697 1,17
emt061346
_at
1420503 at | Slc6a14 | Familia de portadores de soluto 6 | 1,22 | 0,012499 2,32
(transportador de neurotransmisores), miembro
14
NuGO_ NA NA 1,21 | 0,01946 1,63
emt073103
_x_at
1452592 at | Mgst2 Microstat glutation S-transferasa 2 1,18 | 0,038684 0,60
1441135 _at | NA NA - 0,01646 1,92
1,10
1428482 _at | Akap10 Proteina de anclaje de quinasa (PRKA) 10 - 0,022427 1,47
1,20
1426679 _at | Zfp706 Proteina de proteina de cinc 706 - 0,028805 1,05
1,26
1415816_at | Cct7 Subunidad de Chaperonina 7 (eta) - 0,011936 2,47
1,26
1445024 _at | Stard7 Dominio START que contiene 7 - 0,03504 0,79
1,27
1453591 _at | 5730437 | Gen RIKEN ADNc 5730437N04 - 0,02652 1,19
NO4Rik 1,32
1450788 at | Saa1 Suero amiloide A 1 - 0,002156 4,54
1,32
1436157 _at | Ccar1 Ciclo de division celular y regulador de | - 0,034783 0,81
apoptosis 1 1,33
1450987 _a | 2310004 | Gen RIKEN ADNc 2310004124 - 0,0361 0,73
_at 124Rik 1,35
1433850 _at | Ppp4r2 Fosfatasa de proteina 4, subunidad reguladora | - 0,018503 1,71
2 1,36
1434835 _at | Wapal Homoélogo de alas separadas (Drosophila) - 0,027058 1,14
1,37
NuGO_ Cdk7 Quinasa dependiente de ciclina 7 (homdlogo de | - 0,044186 0,44
emt090017 Xenopus MO15 quinasa activadora de cdk) 1,37
s _at
1422579 at | Hspe1 Proteina de choque térmico 1 (chaperonina 10) | - 0,017697 1,81
1,38
1455726 _at | Gm71 Modelo de gen 71, (NCBI) - 0,029302 1,02
1,42
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1420461 _at | Mstir I-'\"eceptor egtlmulador de macrofagos 1 (tirosina 1,49 | 0,046838 | 0,37
cinasa relacionada con c-met)
1453264 _at | Marveld3 cD:anEr:ce) g"ARVEL (asociacion de membrana) que | 4 4q | 0005522 | 3,40
1425030 at | Zfp622 Proteina de dedo de zinc 622 -1,49 | 0,000586 | 5,89
1458507 _at é8212(l):\9iﬁ5 Gen RIKEN ADNc 2810055G22 1,50 | 0,032433 | 0,89
1443988 at | Rom39 Proteina de unién a ARN adherente 39 -1,51 0,037045 | 0,68
1460465 _at é?):;(l)??lf 8 Gen RIKEN ADNc A930038C07 -1,51 0,004627 | 3,64
1428784 at | Gmip Proteina que interactia con gema -1,51 0,045 0,42
1451621_at g%i%y Gen RIKEN ADNc 5830417C01 -1,65 | 0,014536 | 2,07
1422837 at | Scel Scielina -1,68 | 0,0361 0,74
1454617 at | Arrdc3 Dominio de arrestina que contiene 3 -1,71 0,038496 | 0,62
1452047 at | Cacybp Proteina de unién a calciclina -1,72 | 0,018495 | 1,75
1434724 at | Usp31 Peptidasa especifica de ubiquitina 31 -1,75 ] 0,024018 | 1,39
1417032 at | Ube2g2 Enzima conjugadora de ubiquitina E2G 2 -1,76 | 0,04028 0,56
1448628 at | Scg3 Secretogranina lll -1,77 | 0,016351 | 1,93
1443877_a_ Factor de intercambio de nucledtidos de guanina
at Rapgef6 de rap (GEF) 6 -1,82 | 0,004044 | 3,80
1427944 at | Caprin2 Miembro de la familia Caprina 2 -1,85 | 0,04248 0,49
1415909 at | Stip1 Fosfoproteina inducida por estrés 1 -1,89 | 0,024018 | 1,38
1422452 at | Bag3 Atanogen asociado a Bcl2 3 -1,89 | 0,026066 | 1,24
1438041 at | Pde7a Fosfodiesterasa 7A -1,91 0,025597 | 1,29
1433927 at | Uspl1 Peptidasa especifica de ubiquitina tipo 1 -1,92 | 0,024018 | 1,38
1422860 _at | Nts Neurotensina -1,94 | 1,84E-07 | 14,19
1451194 at | Aldob Aldolasa 2, isoforma B -1,94 | 7,08E-06 | 10,59
1441662 at | Cyp4x1 Cltgcromo P450, familia 4, subfamilia x, 1,95 | 0,00019 7.22
polipéptido 1
1445490 at | C77805 Secuencia expresada C77805 -1,96 | 0,003479 | 4,00
NuGO_
emt066852_ | NA NA -2,07 | 0,013658 | 2,19
at
1442427 at | NA NA -2,11 0,033207 | 0,86
1430185 at | Akap13 Una proteina de anclaje de quinasa (PRKA) 13 -2,12 ] 0,0361 0,74
;?52462—61— Banp Proteina nuclear asociada a Btg3 -2,16 | 0,038182 | 0,64
1446158 at | Exoc6b Componente complejo Exocvst 6B -2,19 | 0,010302 | 2,72
1418113_at | Cyp2d1o | Cltocromo  P450, familia 2, subfamilia d, | 5 54 | 012383 | 2,42
polipéptido 10
1426645_at Hsp90aa Pr.otelln.a de 'choque térmico de 90 kDa alfa 230 | 0,012459 | 2,34
1 (citosolica), miembro de clase A 1
1420150_at | Spsb1 Domlnlo'del receptor SplA/ryanodina y caja SOCS 2,36 | 0015257 | 2,01
que contiene 1
1452382 at | Dnm3os Dinamina 3, cadena opuesta -2,37 | 0,025932 | 1,26
1460645_at | Chordet | SiSteina y dominio rico en histidina (CHORD) que |, 55 | ¢ 902156 | 4,53
contiene proteina de unién a cinc 1
1457477 at | NA NA -2,39 | 0,027058 | 1,14
1430175_at | Tmtc2 Repet|C|9n de transmembrana vy tetratricopeptida 240 | 0,028805 | 1,05
que contiene 2
2810416
1433266_at A17RIk Gen RIKEN ADNc 2810416A17 -2,43 | 0,0361 0,73
1416756 at | Dnajb1 Homoélogo Dnad (Hsp40), subfamilia B, miembro 1 | -2,50 | 0,013658 | 2,19
1415938 at | Spink3 Inhibidor de la serina peptidasa, Kazal tipo 3 -2,53 ] 0,012459 | 2,35
1429273 at | Bmper Regulador endotelial de unién a BMP -2,53 | 0,012459 | 2,34
1450518 at | Hnf4g Factor nuclear hepatocito 4, gamma -2,53 | 0,019018 | 1,66
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1440227 _at BF642829 | Secuencia expresada BF642829 -2,58 0,038494 0,63

1451924 a a | Edn1 Endotelina 1 -2,63 0,011568 | 2,51

t

1425952 _a_a | Gceg Glucagon -2,65 2,76E-06 11,57

t

1459253 at Arrdc3 Arrestin dominio que contiene 3 -2,69 0,026081 1,23

1416288 at Dnaja1 Homoélogo DnaJ (Hsp40), subfamilia A, miembro | -2,75 0,000154 7,45
1

1435160_at 1110064P | Gen RIKEN ADNc 1110064P04 -2,76 0,011568 | 2,52

04Rik

1460179 _at Dnaja1 Homoélogo DnaJ (Hsp40), subfamilia A, miembro | -2,78 0,000251 6,92
1

1419349 a_a | Cyp2d9 Citocromo P450, familia 2, subfamilia d, | -2,78 0,000134 7,68

t polipéptido 9

NuGO_ Sstr1 Receptor de somatostatina 1 -2,80 3,73E-07 13,38

emt044299 a

t

1449493 at InsI5 Insulina 5 -2,91 5,33E-08 15,35

NuGO_ D630013 Gen RIKEN ADNc D630013G24 -2,99 0,004044 | 3,83

emt054105_a | G24Rik

t

1419185 a_a | Mixipl MLX que interactia como proteina -3,16 4,43E-06 11,08

t

1449939 s a | DIk1 Homoélogo delta 1 (Drosophila) -3,29 9,19E-11 20,69

t

1458385 _at Hspa4l Proteina de choque térmico 4 -3,36 0,032433 0,90

1422639 at Calcb Polipéptido relacionado con calcitonina, beta -3,75 0,010981 2,62

1425993 a a | Hsp110 Proteina de choque térmico 110 -4,08 0,028805 | 1,05

t

NuGO_ NA NA -6,03 3,11E-07 13,63

emt091063_a

t

1419473 a a | Cck Colecistoquinina -10,87 4 94E-1 21,66

t

1452388 at Hspaila Proteina de choque térmico 1A -25,30 0,02652 1,19

Tabla S4B. Transcritos expresados diferencialmente en el colon ascendente a 28d entre animales inoculados con R.
hominis y animales libres de gérmenes.

ID Simbolo | Nombre FC Valor P B

1416809 _at | Cyp3a11 | Citocromo P450, familia 3, subfamilia a, | 89,84 | 1,45E-06 | 12,00
polipéptido 11
1424973 at | Cyp3a25 | Citocromo P450, familia 3, subfamilia a, | 52,30 | 7,31E-07 | 12,67
polipéptido 25
1419393 _at | Abcg5 Casete de unién a ATP, subfamilia G (WHITE), | 42,06 | 1,60E-09 | 18,55
miembro 5
1449375 at | Cesb Carboxilesterasa 6 26,10 | 1,75E-16 | 31,66

1422749 at | Ly6g6c Complejo de antigeno 6 de linfocito, locus G6C 25,49 | 2,06E-10 | 20,64

1448964 _at | S100g S100 proteina de unién a calcio G 17,88 | 4,82E-07 | 13,11
1455540 _at | Cps1 Carbamoilo-fosfato sintetasa 1 11,50 | 0,010507 | 1,76
1449133 at | Sprria Pequefia proteina rica en prolina 1A 11,27 | 0,009303 | 1,97
NuGO_ Abca12 Casete de unién a ATP, subfamilia A (ABC1), | 7,97 4,05E-08 | 15,43
2{nt070648_ miembro 12
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1448485 at | Gut1 Gamma-glutamiltransferasa 1 7,45 | 0,020934 | 0,94
1417828 at | Aqp8 Aquaporina 8 6,67 | 0,001582 | 4,30
1437060 at | Olfm4 Olfactomedina 4 5,80 | 0,023469 | 0,77
1420437 at Indo Indoleamina-pirrol 2,3 dioxigenasa 5,18 | 0,000637 | 5,44
1425452 s | AW1257 | Secuencia expresada AW125753 497 | 0,001639 | 4,20
at 53
1439934 at | Slc30a10 | Familia de portador de soluto 30, miembro 10 468 | 0,000119 | 7,49
1430641 _at | 9030605 | Gen RIKEN ADNc 9030605104 4,47 | 0,000199 | 6,89
104Rik
1423556 at | Akr1b7 Familia Aldo-keto reductasa 1, miembro B7 4,36 | 0,000304 | 6,44
1428400 _at | 2200002 | Gen RIKEN ADNc 2200002K05 4,31 | 4,81E-07 | 13,18
KO5Rik
1424626 _at | 2010003 | Gen RIKEN ADNc 2010003K11 4,25 | 0,024887 | 0,68
K11Rik
1439727 at | Clcab Calcio de canal de cloruro activado 6 4,09 | 0,000869 | 5,07
1450355_a_ | Capg Proteina (filamento de actina), similar a la | 3,90 | 4,67E-05 | 8,59
at gelsolina
1427119 _at | Spink4 Inhibidor de peptidasa de serina, Kazal tipo 4 3,67 | 0,007507 | 2,25
NuGO_ NA NA 3,51 | 0,040399 | -0,04
emt092118
s at
1451239 a_ | Slc26a1 Familia de portadores de soluto 26 (transportador | 3,36 | 0,004508 | 2,94
at de sulfato), miembro 1
1418283 at | Cldn4 Claudina 4 2,97 | 0,002809 | 3,51
1418165 at | ltlna Intelectina a 2,88 | 0,0005 5,82
14401972_a | 1810054 | Gen RIKEN ADNc 1810054D07 2,86 | 0,000108 | 7,65
t DO7Rik
1426980 s | E130012 | Gen RIKEN ADNc E130012A19 2,83 | 0,002052 | 3,91
at A19Rik
1431042_at | Paqr8 Miembro de la familia del receptor de progestinay | 2,67 | 0,000637 | 5,46
adipoQ VIII
1424688 at | Creb3I3 Proteina de unién a elemento responsivo cAMP 3- | 2,67 | 0,035165 | 0,19
tipo 3
NuGO_ Ptprh Proteina tirosina fosfatasa, tipo de receptor, H 2,54 | 6,75E-06 | 10,55
emt049113_
at
1432358 at | Muc16 Mucina 16 2,47 | 0,044391 | -0,20
1419759 at | Abcb1a Casete ATP-binding, subfamilia B (MDR/TAP), | 2,46 | 0,00017 7,13
miembro 1A
NuGO_ Nox1 NADPH oxidasa 1 2,43 | 0,035165 | 0,20
emt033610_
at
1418661 at | Abhd2 Dominio de abhidrolasa que contiene 2 2,41 | 0,043727 | -0,17
1420499 at | Gch1 GTP ciclohidrolasa 1 2,38 | 0,040391 | -0,03
1416607 _at | 4931406 | Gen RIKEN ADNc 4931406C07 2,31 | 3,39E-11 | 22,26
CO7Rik
1417991 at | Dio1 Deiodinasa, yodotironina, tipo | 2,29 | 0,006845 | 2,39
1455455 at | GIt28d2 Glicosiltransferasa 28 dominio que contiene 2 2,16 | 0,015457 | 1,33
1417164 _at | Dusp10 Fosfatasa de doble especificidad 10 2,13 | 0,031006 | 0,40
1428937 _at | Atp2b1 ATPasa, transporte de Ca ++, membrana | 2,13 | 1,13E-05 | 9,98
plasmatica 1
1429833 at | Ly6g6e Complejo de antigeno 6 de linfocito, locus G6E 2,10 | 0,042694 | -0,12
1419582_at | Cyp2c55 | Citocromo P450, familia 2, subfamilia ¢, | 2,06 | 0,022426 | 0,83
polipéptido 55
1448562 at | Upp1 Uridina fosforilasa 1 2,06 | 0,007369 | 2,29
1444254 at | N/A NA 2,05 | 0,009642 | 1,90
1428936 _at | Atp2b1 ATPasa, transporte de Ca ++, membrana | 2,05 | 0,000378 | 6,15
plasmatica 1
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1421268 at | Ugcg UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa 2,05 | 0,035029 | 0,21
1419478 at | Sectm1b | Secretado y transmembrana 1B 2,02 |1 0,004814 | 2,83
1428336_at | Agpats ‘!-acﬂghcgrpl-f&-fosfato O-aciltransferasa 4 (acido 202 | 0,047797 | -0,32
liscfosfatidico acltransferasa, delta)
1456231 at | Pla2g3 Fosfolipasa A2, grupo IlI 1,99 | 0,000365 | 6,21
1251709—61 Fmo5 Flavina que contiene monooxigenasa 5 1,97 | 0,02187 0,86
14551 04 at | NA NA 1,95 | 0,010934 | 1,71
1417133 at | Pmp22 Proteina periférica de mielina 1,95 | 0,027135 | 0,58
1418206 at | Sdf2l1 Factor 2 derivado de células estromales tipo 1 1,94 | 0,045914 | -0,25
1436614 _at '3'84363 Secuencia expresada Al843639 1,94 | 0,006795 | 2,41
1452070_at | Dedd2 Proteina de uniéon a ADN que contiene el dominio 1,92 | 0,046848 | -0.28
efector de la muerte 2
1417404_at | Elovi6 Mlgmbro de la familia ELOVL 6, alargamiento de 1,90 | 0,012549 | 1,55
acidos grasos de cadena larga (levadura)
1417277 at | Cyparte | Cltocromo  P450,  familia 4, subfamilia 1, | 4 a7 | o 990119 | 7,50
polipéptido 16
1422983 at | Itqb6 Integrina beta 6 1,87 | 0,03266 0,33
NuGQ_ 2210010
emt043440 C17Rik Gen RIKEN ADNc 2210010C17 1,73 |1 0,01702 1,21
~at
1700016
1430674 _at C15Rik Gen RIKEN ADNc 1700016C15 1,73 | 0,036022 | 0,14
2210010
1430890_at C17RIk Gen RIKEN ADNc 2210010C17 1,72 1 0,011201 | 1,68
1417803 _at '12)1&(322 Gen RIKEN ADNc 1110032A04 1,71 | 0,000358 | 6,25
1449873 at | Bmp8a Proteina morfogenética 6sea 8a 1,71 | 0,044796 | -0,22
1434130 at | Lhfpl2 Liporna HMGIC fusion 2 1,71 | 0,004814 | 2,83
1448605 at | Rhoc Familia de genes Ras homdélogo, miembro C 1,70 | 0,001099 | 4,79
1432363 _at Eg%(?;s Gen RIKEN ADNG 2410018E23 1,69 | 0,04853 | -0,34
0610010
1427878 at 012Rik Gen RIKEN ADNc 0610010012 1,68 | 2,48E-05 | 9,21
1416379 at | Panx1 Pannexina 1 1,67 | 0,002404 | 3,74
1434059_at Sigggik Gen RIKEN ADNc B230312A22 1,65 | 0,001763 | 4,12
1452475 at | Pcsk5 Proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 5 1,65 | 0,036022 | 0,12
1454399 _at gﬂL%DR?k Gen RIKEN ADNG 2010003H20 1,62 | 0,016629 | 1,24
1460550 at | Mtmr11 Proteina relacionada con miotubularina 11 1,62 | 0,010762 | 1,73
NuGO_
emt070892 | NA NA 1,62 | 0,020773 | 0,95
_at
1436710 at | Zswim4 Dedo de cinc, dominio SWIM que contiene 4 1,62 | 0,009718 | 1,88
1420663 at | Zbtb7b Dedo de cinc y dominio BTB que contiene 7B 1,61 | 0,042694 | -0,13
1418991 at | Bak1 BCL2-antagonista/asesino 1 1,61 | 0,01094 1,71
Ppp1r14 | Proteina fosfatasa 1, subunidad renulatoria
1417990_at d (inhibidor) 14D 1,59 | 0,003746 | 3,16
1452837 at | Lpin2 Lipina 2 1,58 | 0,035702 | 0,16
NuGO_ -
emt021769 | Slc17a4 Famllla d'e portadores de soluto 17 (fosfato de 1,57 | 0,015878 | 1,30
s at sodio), miembro 4
1418671 at | Capn5 | Calpaina 5 1,57 | 0,041629 | -0,09
1417751 at | Stk10 Serina/treonina quinasa 10 1, 0,027636 | 0,55
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1452294 at | Pcdh1 Protocadherina 1 1,56 | 0,003042 | 3,42
1429154 at | SIc35f | Familia de portador de soluto 35, miembro F2 1,56 | 0,004185 | 3,02
2
1450982_at | Slc9a3 | Familia de portadores de soluto 9 (intercambiador | 1,56 | 0,008755 | 2,06
r1 de sodio/hidrogeno), regulador de la isoforma 3 1
1434015_at | Slc2a6 | Familia de portador de soluto 2 (transportador de | 1,55 | 0,005093 | 2,72
glucosa facilitado), miembro 6
1418712_at | Cdc42 | Proteina efectora CDC42 (unién a Rho GTPasa)5 | 1,55 | 0,003976 | 3,09
ep5
1424809 _at | Crb3 Homoélogo de migas 3 (Drosofila) 1,53 | 0,014107 | 1,43
1428953 at | Otud7 Dominio OTU que contiene 7B 1,53 | 0,035702 | 0,17
b
1424090_at | Sdcbp | Proteina de unién a sindecano (sintenina) 2 1,53 | 0,023574 | 0,76
2
1418215 _at | Mep1b | Meprin 1 beta 1,53 | 0,027636 | 0,55
1434456_at | Gm44 | modelo de gen 440, (NCBI) 1,63 | 0,032752 | 0,32
0
1423521 _at | Lmnb1 | Lamina B1 1,53 | 0,007369 | 2,31
1425298 a_ | Naip1 Familia NLR, proteina inhibidora de la apoptosis 1 1,51 | 0,002438 | 3,70
at
1456619 _at | Liph Lipasa, miembro H 1,50 | 0,044796 | -0,22
1418976_s | Cideb Factor de fragmentacion de ADN inductor de | 1,49 | 0,020944 | 0,93
at muerte celular, efector B de subunidad alfa
1423376_a_ | Dok4 Proteina de acoplamiento 4 1,49 | 0,005089 | 2,73
at
1415793 at | Pnpo Piridoxina 5'-fosfato oxidasa 1,48 | 0,00252 3,63
1435461_at | Magi3 Membrana asociada guanilato quinasa, WW 'y PDZ | 1,48 | 0,001623 | 4,23
dominio que contiene 3
1444951 at | BC042 | Secuencia de ADNc BC042698 1,45 | 0,042694 | -0,14
698
1452214 _at | Skil Tipo SKI 1,45 | 0,020383 | 0,99
1426284 at | Krt20 Queratina 20 1,43 | 0,021519 | 0,88
1460406 _at | Al4271 | Secuencia expresada Al427122 1,42 | 0,016225 | 1,27
22
1419331 at | Cdh17 | Cadherina 17 , 0,009399 | 1,94
1428509 at | Myo1e | Miosina IE , 0,043727 | -0,17
1429117 _at | Tradd TNFRSF1A asociado a través del dominio de , 0,020944 | 0,91
muerte
1460681 _at | Ceaca | Molécula de adhesion celular relacionada con CEA | 1,41 | 0,036022 | 0,14
m2 2
1455678 at | NA NA , 0,048555 | -0,36
1440218 at | BC040 | Secuencia de ADNc BC040758 , 0,026321 0,62
758
1416009 _at | Tspan | Tetraspanina 3 1,40 | 0,002052 | 3,91
3
1456200 at | lpmk Multiquinasa de polifosfato de inositol 1,40 | 0,033108 | 0,28
1424126 _at | Alas1 Sintasa de acido aminolevulinico 1 1,39 | 0,040391 -0,03
1434482_at | D4Ertd | Segmento de ADN, Chr 4, ERATO Doi 22, | 1,39 | 0,038213 | 0,05
22e expresado
1416690 _at | Gtpbp Proteina de unién a GTP 2 1,38 | 0,035702 | 0,16
2
1417895 a_ | Tmem | Proteina de transmembrana 54 1,38 | 0,001332 | 4,53
at 54
1424245 at | Ces2 Carboxilesterasa 2 1,37 | 0,020383 | 0,99
1434559 at | Stx3 Sintaxina 3 1,37 | 0,032755 | 0,31
1426733 at | ltpk1 Inositol 1,3,4-trifosfato 5/6 quinasa 1,35 | 0,010099 1,81
1451139 _at | Slc39a | Familia de portador de soluto 39 (transportador de | 1,34 | 0,04853 -0,34
4 zinc), miembro 4
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1417398 at Rras2 Oncogén RAS viral (r-ras) relacionado homélogo | 1,34 | 0,040085 | -0,02
2
1427203 at Myo15b Miosina XVB 1,33 | 0,020944 0,92
1428331_at 2210016F1 | Gen RIKEN ADNc 2210016F16 1,32 | 0,047659 -0,30
6Rik
1427128 at Ptpn23 Proteina tirosina fosfatasa, no receptor tipo 23 1,31 | 0,042694 -0,13
1420426 _at Myo7b Miosina Vllb 1,30 | 0,036022 0,13
1452304_a_at | Arhgef5 Factor de intercambio de nucleétidos de guanina | 1,30 | 0,047797 -0,31
Rho (GEF) 5
1434303 at Raph1 Ras asociado (RalGDS/AF-6) y dominios de | 1,29 | 0,024887 0,69
homologia pleckstrina 1
1433885 _at A1788777 Secuencia expresada Al788777 1,28 | 0,018321 1,10
1415765 _at Hnrpul2 Ribonucleoproteina nuclear heterogénea tipo U 2 1,28 | 0,009181 2,00
1448110_at Semada Dominio de Sema, dominio de inmunoglobulina | 1,27 | 0,00151 4.40
(Ig), dominio transmembrana (TM) y dominio
citoplasmatico corto, (semaforina) 4A
1423960_at Mboat5 Dominio O-aciltransferasa unido a la membrana | 1,27 | 0,043727 -0,18
contiene 5
1415676_a_at | Psmb5 Subunidad proteasoma (prosoma, macropaina), | 1,27 | 0,040399 -0,04
tipo beta 5
1434345 at Cirn3 Clarina 3 1,27 | 0,027133 0,59
1426014 _a_at | Mucdhl Mucina y cadherina 1,27 | 0,036152 0,11
1420503 at Slc6a14 Familia de portadores de soluto 6 (transportador | 1,26 | 0,001582 4,31
de neurotransmisores), miembro 14
1418817 _at Chmp1b Cromatina modificando la proteina 1B 1,25 | 0,004961 2,78
1423686 _a_at | Prr13 Proline rica 13 1,25 | 0,026919 0,60
1420826 at Letm1 Cremallera de leucina-mano EF que contiene | 1,24 | 0,036022 0,13
proteina transmembrana 1
1448618 at Mvp Proteina de béveda principal 1,24 | 0,031006 0,39
1417178 at Gipc2 Familia que contiene el dominio PDZ GIPC, | 1,24 | 0,014863 1,38
miembro 2
1416627 _at Spint1 Inhibidor de la serina proteasa, Kunitz tipo 1 1,23 | 0,048555 -0,36
1428163 _at Sar1lb Homologo del gen SAR1 B (S. cerevisiae) 1,22 | 0,036022 0,13
1416193 at Car1 Anhidrasa carbodnica 1 1,21 | 0,009728 1,87
1444884 at Ppt1 Palmitovl-proteina tioesterasa 1 1,18 | 0,032755 0,31
1448279 at Arpc3 Complejo de proteina 2/3 relacionado con actina, | 1,14 | 0,049367 -0,38
subunidad 3
1417282_at Mmp23 Matriz metalopeptidasa 23 - 0,024366 0,72
1,14
1429615 _at Zfp91 Proteina de dedo de cinc 91 - 0,038424 0,04
1,22
1453577 _at 261001810 | Gen RIKEN ADNc 2610018103 - 0,04853 -0,35
3Rik 1,22
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1417999 at | Itm2b Proteina de membrana integral 2B -1,22 | 0,020944 0,91
1454994 at | KIhl20 Kelch 20 (Drosofila) -1,24 | 0,040433 -0,05
1435563 at | Mrps5 Proteina ribosomal mitocondrial S5 -1,25 | 0,022222 0,84
1445561 at | NA NA -1,27 | 0,04853 -0,34
1436854 _at | Trpc2 Canal dg catlongs potencialmente receptor transitorio, -1.27 | 0,002008 3.97
subfamilia C, miembro 2
1416452 at | Avena Aminotransferasa de ornitina -1,27 | 0,009757 1,86
1415961 at | Itm2c Proteina de membrana integral 2C -1,28 | 0,007369 2,28
1448933 at | Pcdhb17 | Protocadherin beta 17 -1,28 | 0,048555 -0,35
1440391 _at | Genii1 QCN‘I control general de la sintesis de aminoacidos 1 1,29 | 0,030585 0,42
tipo 1 (levadura)
1450788 at | Saal Suero amiloide A1 -1,31 0,001623 4,23
1444451 at | Pappa2 Papalisina 2 -1,31 0,038548 0,03
1457029 at g?glg?ljo Gen RIKEN ADNc C030010B13 -1,31 0,023793 0,74
1417088 at | Zfp346 Proteina de dedo de cinc 346 -1,33 | 0,039077 0,01
1436220 at | Zfp287 Proteina de dedo de cinc 287 -1,33 | 0,022441 0,82
1445824 at | Zfp458 Proteina de dedo de cinc 458 -1,37 | 0,044011 -0,18
1420191_s_ | D16Bwg | Segmento de ADN, Chr 16, Brigham & Women's
at 1494e Genetics 1494 expresado -1,37 '] 0,035165 0.19
1415871 at | Tgfbi Factor de crecimiento transformante, beta inducida -1,38 | 0,039653 0,00
1442731 _at a%%%lle Gen RIKEN ADNc 9030416H16 -1,41 0,012107 1,59
1424889 at | Nupl2 Nucleoporina 2 -1,42 | 0,001582 4,31
1416178 a_ Plekhb1 Hgmologla de ”Pleckstrln que contiene dominio, 1,44 | 0,047797 -0,32
at miembro de familia B (evectinas) 1
1447946 at | Adam23 Dominio desintegrina y metalopeptidasa 23 -1,44 | 0,017961 1,13
NuGO_
emt080869_ | NA NA -1,45 | 0,032755 0,31
at
1452050_at | Camk1d Ideqtificacién d'e proteina quinasa dependiente de 1,45 | 0,006002 256
calcio/calmodulina
1442447 at | Znrf3 Cinc y dedo anular 3 -1,45 | 9,00E-06 10,24
1416865 at | Fgd1 Dominio FYVE, RhoGEF y PH que contiene 1 -1,46 | 0,049235 -0,37
1442197 at | Al480624 | Secuencia expresada Al480624 -1,47 | 0,033108 0,27
1427020 at | Scara3 Clase de receptor Scavenger A, miembro 3 -1,47 | 0,029906 0,45
1434961 at | Asbi ﬁgjgu4rlna repeticion y SOCS proteina que contiene 1,48 | 0,0093 1,97
;:‘31873—5‘— Tube1 Epsilon-tubulina 1 1,48 | 0033108 | 0,26
;?24367—61— Homer2 Homer homodlogo 2 (Drosophila) -1,49 | 0,00269 3,56
1441662 at | Cyp4x1 Citocromo P450, familia 4, subfamilia x, polipéptido 1 -1,50 | 0,028455 0,51
1429086 at | Grhl2 Grainyhead 2 (Drosophila) -1,51 0,04298 -0,15
1439078 at | Klhl4 Kelch 4 (Drosophila) -1,52 | 0,020679 0,96
1451194 at | Aldob Aldolasa 2, isoforma B -1,54 | 0,002438 3,70
1449913 at | Zfp2 Proteina de dedo de cinc 2 -1,55 | 0,033108 0,29
1431820 _at ﬁ?gﬁtg“ Gen RIKEN ADNc 4632404H12 -1,56 | 0,036071 0,12
1437900_at ‘é%e;(gis Gen RIKEN ADNG 4930523C07 1,56 | 0,044391 | -0,20
3110049
1449462 _at J23Rik Gen RIKEN ADNc 3110049J23 -1,57 | 0,041709 -0,09
1457373 at | Cdh19 Cadherina 19, tipO2 -1,57 | 0,032755 0,31
1423072_at ﬁzgg‘i‘z 5 | Gen RIKEN ADNc 6720475J19 1,58 | 0006244 | 2,51
1422542 at | Gpr34 Receptor acoplado a proteina G 34 -1,58 | 0,040399 -0,04
1448475 at | OlfmI3 Olfactomedina 3 -1,58 | 0,032964 0,30
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1417676_a_ o .
at Ptpro Proteina tirosina fosfatasa, tipo de receptor, O -1,59 | 0,001623 | 4,24
1456763 at | AA536749 | Secuencia expresada AA536749 -1,59 | 0,017774 | 1,15
1417732 at | Anxa8 Anexina A8 -1,59 | 0,027267 | 0,57
1425510_at | Mark1 MAPA/quinasa  reguladora  de  afinidad de | ;g4 | 004814 | 2,85
microtubulos 1
1417234 at | Mmp11 Matriz metallopeptidasa 11 -1,61 0,036152 | 0,11
1416194 at | Cyp4b1 ﬁ)ltocromo P450, familia 4, subfamilia b, polipéptido 1,62 | 0002404 | 3,74
1429679 at | Fbxl13 Caja F y proteina repetida rica en leucina 13 -1,64 | 0,010507 | 1,76
1428260 at | Spg3a Paraplejia espastica 3A homdlogo (humano) -1,68 | 0,007369 | 2,28
1426413 at | Neurod1 Diferenciacion neurogénica 1 -1,68 | 0,009718 | 1,88
1455500 at | Rnf213 Proteina de dedo anular 213 -1,68 | 0,017961 | 1,13
1456532 at | Pdgfd Fagtqr .de crecimiento derivado de plaquetas, 1,70 | 0,008375 | 2,11
polipéptido D
1419754 at | Myo5a Miosina Va -1,71 0,020595 | 0,97
1460147 at | NA NA -1,71 0,037207 | 0,08
1440014_at | Pacs1 rl;r;trﬁ?? de clasificacion acida de fosfofurina en 1,72 | 7.34E-05 | 8,05
1451342 at | Spon1 Espondnlna 1, proteina de matriz extracelular (f- 1,73 | 0,045023 | :
espondina) 0,23
1438530 at | Tfpi Inhibidor de la via del factor tisular -1,76 | 0,001582 | 4,29
1449563 at | Cntn1 Contactina 1 -1,77 | 0,029208 | 0,48
1435829 at gflg?kOOSK Gen RIKEN ADNc B930008K04 -1,78 | 0,004961 | 2,78
NuGQ_ Cadena de calcio, dependiente de voltape
emt010210_ | Cacna2d2 ) ., dep Pe. | 1,80 | 0,035702 | 0,17
at subunidad alfa 2/delta 2
1455633 at | Zfp647 Proteina de dedo de cinc 647 -1,80 | 0,041245 E) 08
Dominio de Sema, dominio de inmunoglobulina
1420416_at | Sema3a (1g), dominio basico corto, secretado, (semaforina) | -1,81 0,000506 | 5,78
3A
1417644 at | Sspn Sarcospan -1,83 | 0,003984 | 3,08
1419687 at D930010J Gen RIKEN ADNc D930010J01 -1,83 | 0,045963 |
— 01Rik ’ ’ 0,25
1439618 at | Pde10a Fosfodiesterasa 10A -1,83 | 0,017774 | 1,16
1440430 at | Elp4 Elongacion proteina 4 homélogo (S, cerevisiae) -1,84 | 0,023065 | 0,79
1425069 at | BC018285 | Secuencia de ADNc BC018285 -1,84 | 0,042264 0 11
1419376_at g;;?fm'\” Gen RIKEN ADNG 1110018M03 1,85 | 0,009718 | 1,88
1434194 at | Mtap2 Proteina asociada a microtubulos 2 -1,85 | 0,007048 | 2,36
1459707 at | Pacsf Prqtelna de clasificacion acida de fosfofurina en 1,86 | 0004814 | 2,86
racimo 1
1434475 _at | Ppig Peptidilo-prolilo isomerasa G (ciclofilina G) -1,86 | 0,045576 E) 24
1449158 at | Kcnk2 Canal de potasio, subfamilia K, miembro 2 -1,87 | 0,004961 | 2,77
1460606 at | Hsd17b13 Hidroxiesteroide (17-beta) deshidrogenasa 13 -1,88 | 0,003153 | 3,38
1436087 _at | Dpp10 Dipeptidilpeptidasa 10 -1,89 | 0,043727 E) 17
NuGO_
emt029633_ | Npy2r Receptor Y del neuropéptido Y2 -1,90 | 0,000199 | 6,88
at
1418606_at | Hoxd10 Homeobox D10 -1,91 0,007866 | 2,18
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1417411_at | Nap1l5 :i?pr)gtzma de ensamblaje de nucleosoma 1 1,91 0,047023 | -0.29
NuGO_ Subfamilia de receptores nucleares 2, grupo
emtO34831 | Nr2e3 . P » 9MUPO 1 191 | 0,040798 | -0,06
at E, miembro 3
T434740_at Scarf2 Receptor scavenger clase F, miembro 2 -1,91 0,046195 | -0,26
1420858 at | Pkia Inhibidor de proteina cinasa, alfa -1,92 | 0,003616 | 3,21
1457072_at | Bcl11a CLL de cel'ulas B/linfoma 11A (proteina con 1,093 | 004853 -0,35
dedos de zinc)
1428347 at | Cyfip2 Proteina interactiva FMR1 citoplasmatica 2 -1,93 | 0,000484 | 5,87
1448823 at | Cxcl12 Ligando de quimiocina (motivo CXC) 12 -1,95 | 0,007369 | 2,28
1436051 at | Myo5a Miosina Va -1,95 | 0,000596 | 5,61
1425065 at | Oas2 2'-5'oligoadenilato sintetasa 2 -1,96 | 0,032484 | 0,34
1454876_at | Rab23 22223, miembro de la familia de oncogenes 1,97 0,029208 | 0,48
NuGO_
emt022150_ | Cartpt Prepropéptido de CART -1,98 | 0,008035 | 2,16
at
1423396 _at | Agt Angiptensinogeno (inhibidor de peptidasa de 1,98 | 0017774 | 1,15
serpina, clado A, miembro 8)
1418213 at | Krt23 Queratina 23 -1,99 | 0,031284 | 0,38
1444670 at | Smyd3 SET y MYND dominio que contiene 3 -2,02 | 0,022766 | 0,80
1453251 at | Dhx30 gg"pep“do en caja DEAH (Asp-Glu-Ala-His) | ) 43 | 0 027622 | 0,56
1440925 at | Rhoq Familia de genes Ras homologo, miembro Q | -2,05 | 0,031006 | 0,40
1422640 at | Pcdhb9 Protocadherina beta 9 -2,07 | 0,015304 | 1,34
1450708 at | Scg2 Secretogranina Il -2,09 | 0,010099 | 1,81
1435673 at | Hoxd3 Homeobox D3 -2,09 | 0,029426 | 0,47
1416710 at | Tmem35 Proteina transmembrana 35 -2,10 | 0,007507 | 2,24
1423150 at | Scg5 Secretogranina V -2,11 0,002438 | 3,69
;:118392_a_ Gbp3 grotelna de unién a nucleétido de guanilato 2.1 0,020383 | 0,99
1436566_at | Rab40b EaAté4Ob, miembro de la familia del oncogén 2,12 0,003512 | 3.25
1441231 at | EG665123 | Gen predicho, EG665123 -2,14 | 0,035789 | 0,15
1419349 a Cyp2d9 Cltgcromo P450, familia 2, subfamilia d, 214 | 0,003512 | 3,25
at polipéptido 9
1445481 at | Al317158 Secuencia expresada Al317158 -2,18 | 0,033108 | 0,26
1443698 at | Fbxo39 Proteina F-box 39 -2,19 | 0,009359 | 1,95
1424900 at | Slc20a4 | Familia de portador de soluto 291 , 55 | (001105 | 4,77
(transportadores de nucleésidos), miembro 4
;:H 9185.a_ Mixipl MLX que interactia como proteina -2,23 | 0,000867 | 5,09
. Familia de proteinas enlazadoras que
1435504 _at | Clip4 contienen el dominio CAP-GLY, miembro 4 -2,24 | 0,006244 2,51
1438868 at | Phf11 PHD finfler proteina 11 -2,24 | 0,000857 | 5,12
1422860 _at | Nts Neurotensina -2,28 1,04E-09 ;9’0
;:‘51860—5‘— Trim30 Proteina de motivo tripartito 30 2,28 | 0038792 | 0,03
1434788 at g?gﬁ(OSOA Gen RIKEN ADNc D930050A07 -2,33 | 0,009359 | 1,95
1450684 at | Etv1 Gen Ets variante 1 -2,38 | 0,000606 | 5,57
1433536_at | Lrp11 I.Drotelna, reIamongda con el receptor de 2.39 0,000793 | 5,21
lipoproteina de baja densidad 11
NuGO_ 9030421
emt060551 JO9Rik Gen RIKEN ADNc 9030421 J09 -2,44 | 0,044497 | -0,20
at
1428758 at | Tmem86a Proteina transmembrana 86A -2,45 | 0,004961 | 2,76
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1445881 _at | NA NA -2,54 | 0,031 | 0,39
006
1451426_at | D11Lgp Segmento de ADN, Chr 11, Lothar Hennighausen 2, | -2,55 0,009 | 1,98
2e expresado 3
1416639 _at | Sic2ab5 Familia de portadores de soluto 2 (transportador de | -2,67 0,006 | 2,43
glucosa facilitado), miembro 5 738
1429313 at | Ror1 Receptor receptor huérfano tipo tirosina cinasa 1 -2,70 | 0,001 | 4,59
269
1433184 _at | 6720477 | Gen RIKEN ADNc 6720477C19 -2,72 | 0,017 | 1,16
C19Rik 774
1419136_at | Akr1c98 | Familia Aldo-keto reductasa 1, miembro C18 -2, 77 0,011 | 1,66
3
1418113 _at | Cyp2d10 | citocromo P450, familia 2, subfamilia d, polipéptido | -2,79 0,000 | 5,90
10 483
1417988 at | Resp18 Proteina especifica endocrina regulada 18 -2,83 0,003 | 3,26
512
1453196_a | Oasl2 2'-5' oligoadenilato sintetasa tipo 2 -2,84 0,011 | 1,62
_at 794
1423555 _a | Ifi44 Proteina inducida por interferén 44 -2,86 0,042 | -0,13
_at 694
1449939 s | DIk1 Delta 1-homologo (Drosofila) -2,99 5,20E | 19,7
_at -10 3
NuGO_ NA NA -3,08 | 0,000 | 5,49
emt091063 637
_at
1436998 at | Ankrd43 | Dominio de repeticiéon anquirina 43 -3,13 0,001 | 4,85
056
1418293 at | Ifit2 Proteina inducida por interferon con repeticiones | -3,14 0,000 | 5,44
tetratricopeptidicas 2 637
NuGO_ Sstr1 Receptor de somatostatina 1 -3,16 2,31E | 16,0
emt044299 -08 0
_at
1421492_at | Ptgd2 Prostaglandina D2 sintasa 2, hematopoyética -3,18 7,03E | 8,13
-05
1449025 at | Ifit3 Proteina inducida por interferon con repeticiones | -3,34 0,007 | 2,21
tetratricopeptidicas 3 674
1455528 at | NA NA -3,47 | 0,002 | 3,94
046
1429273 at | Bmper Regulador endotelial de unién a BMP -3,55 0,000 | 6,93
199
1425952 _a | Gcg Glucagon -3,68 3,98E | 17,6
_at -09 8
1448628 at | Scg3 Secretogranina lll -3,77 1,61E | 16,3
-08 9
1448201 _at | Sfrp2 Proteina secretada rizada 2 secretada -4.18 0,000 | 6,62
257
1418191 _at | Usp18 Peptidasa especifica de ubiquitina 18 -4,45 | 0,046 | -0,28
848
1449493 at | Insl5 Insulina 5 -9,54 | 5,98E | 30,5
-16 1
1419473 a | Cck Colecistoquinina - 1,17E | 23,3
_at 11,97 | -11 2
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1427343 at | Rasd2 Familia RASD, miembro 2 4,21 | 0,008352 3,02

1420673 _a | Acox2 Acilo-Coenzima A oxidasa 2, cadena ramificada 3,37 | 0,023445 1,29

_at

1418174 _at | Dbp Proteina de unién del promotor de la albumina del | 3,26 | 0,04708 0,16

sitio D
1434116_at | Cbx2 Cromobox homologo 2 (clase de la PC de | 3,15 | 0,01298 2,21
Drosofila)

1456284 at | Tmem17 | Proteina transmembrana 171 2,94 | 0,011378 2,45
1

1460713 _at | BC0483 | Secuencia de ADNc BC048355 2,61 | 0,035037 0,67
55

1438689 at | 4632433 | Gen RIKEN ADNc 46324 33K11 2,41 | 0,04048 0,41
K11Rik

1460187 at | Sfrp1 Proteina secuencia secretada rizada 1 2,37 | 0,021033 1,51

1420645 at | Pcqf2 Dedo de anillo de gomb de Policomb 2 2,31 | 0,003987 4,19

1455547 at | Zc3h7b Tipo de CCCH con dedo de cinc que contiene 7B | 2,16 | 0,008352 2,98

1416258 at | Tk1 Timidina quinasa 1 2,12 | 0,017451 1,78

1449845 a | Ephb4 Eph receptor B4 2,12 | 0,033002 0,77

_at

1455120 at | Hpdl Dioxigenasa de 4-hidroxifenilpiruvato 2,07 | 0,023445 1,30

1417399 at | Gasb Detencioén del crecimiento especifica 6 2,06 | 0,000167 8,81

1452862 at | Rreb1 Proteina de unién al elemento sensible a Ras 1 2,05 | 0,03901 0,47

1455246 at | N/A N/A 2,02 | 0,032868 0,78

1434322 at | Micall2 MICAL 2 1,99 | 0,009875 2,69

1428207 at | Bcl7a CLL de células B/linfoma 7A 1,99 | 0,04708 0,11

1420845 at | Mrps2 Proteina ribosomal mitocondrial S2 1,97 | 0,042267 0,36

1444254 at | NA NA 1,96 | 0,025132 1,19

1448656 _at | Cacnb3 Cadena de calcio, dependiente del voltaje, | 1,96 | 0,032019 0,86
subunidad beta 3

1434908 at | Al48055 | Secuencia expresada Al480556 1,95 | 0,029591 0,99
6
1424376_at | Cdc42ep | Proteina efectora CDC42 (union a Rho GTPasa) | 1,89 | 0,01298 2,20
1 1
1430274_a | Stard3nl | STARD3 N-terminal 1,88 | 0,008596 2,92
at
1416513 at | Lamb2 Laminina, beta 2 1,87 | 0,016398 1,89
1416536 _at | Mum1 Antigeno asociado al melanoma (mutado) 1 1,86 | 0,025132 1,17
NuGO_ Defcr20 Criptina relacionada con defensina 20 1,84 | 0,020502 1,55
emt084041
s _at
1418320 at | Prss8 Proteasa, serina, 8 (prostasina) 1,83 | 0,021033 1,49
1455163 at | Guf1 Homodlogo de GUF1 GTPasa (S, cerevisiae) 1,80 | 0,02461 1,22
1436665 _a | Ltbp4 Proteina de union beta del factor de crecimiento | 1,80 | 0,036581 0,57
_at transformante latente 4
1420643 at | Lfng Lunatic gen homdlogo de franja (Drosofila) 1,79 | 0,003248 4,57
1428695 at | 9130227 | Gen RIKEN ADNc 9130227C08Rik 1,79 | 0,036167 0,59
CO8Rik
1453018 at | Nvl Nuclear VCP 1,77 | 0,035037 0,65
1419101 _at | Sin3a Regulador transcripcional, SIN3A (levadura) 1,76 | 0,030882 0,91
1424459 at | Aytl2 Aciltransferasa 2 1,74 | 0,039921 0,43
1415935 at | Smoc2 SPARC relacionada con el enlace de calcio | 1,73 | 0,04615 0,19
modular 2
1424618 at | Hpd Dioxigenasa de acido 4-hidroxifenilpirdvico 1,73 | 0,03901 0,47
1426297 at | Tcfe2a Factor de transcripcién E2a 1,73 | 0,002215 5,11
1425391 _a | Osbpl5 Oxisterol vinculante proteina 5 1,73 | 0,04615 0,19
at
1455719 at | Tubb5 Tubulina, beta 5 1,73 | 0,032477 0,82
1451912_a | Fgfrl1 Factor de crecimiento de fibroblastos tipo receptor | 1,73 | 0,02321 1,33
at 1
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1429582 at | Btbd14a Dominio BTB (POZ) que contiene 14A 1,72 0,003987 | 4,21
1454777 _at | Slco2b1 Familia transportadora de aniones organicos portador | 1,70 0,01298 2,22
de soluto, miembro 2b1
1424101 _at | Hnrpl Ribonucleoproteina nuclear heterogénea L 1,69 0,044481 | 0,25
1448691 at | Ubgin4 Ubiquilina 4 1,65 | 0,016054 | 1,92
1417604 at | Camk1 Calcio/proteina quinasa dependiente de calmodulinal | 1,63 | 0,033233 | 0,74
1442757 _at | Lrch1 Réplicas ricas en leucina y dominio de homologia de | 1,63 0,007505 | 3,30
calponina (CH) que contiene 1
1460675 _at | Igsf8 Superfamilia de inmunoglobulinas, miembro 8 1,62 0,04708 0,13
1418671 at | Capn5 Calpain 5 1,58 0,04708 0,15
1426897 at | Rcc2 Regulador de la condensacién cromosémica 2 1,57 0,035037 | 0,65
1417594 at | Gkap1 Proteina de anclaje G quinasa 1 1,52 0,019831 | 1,60
1433539 at | Commd3 | Dominio COMM que contiene 3 1,51 0,009875 | 2,72
1435469 at | Qscn6l1 Quiescin Q6 1 1,51 0,041412 | 0,38
1448561 at | Ncf2 Factor citosolico neutréfilo 2 1,51 0,044087 | 0,30
1427022 at | Ddx42 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polipéptido 42 1,50 | 0,01872 1,67
1416030_a_ | Mcm7 Minicromosoma de mantenimiento deficiente 7 (S, | 1,49 0,02321 1,34
at cerevisiae)
1450023 at | Gtpbp1 Proteina de unién a GTP 1 1,48 0,044113 | 0,27
1417879 at | Nenf Factor neurotrofico derivado de la neurona 1,48 0,03901 0,46
1424640 at | Arl8a ADP-ribosilacion factor 8A 1,47 0,044113 | 0,28
1418982 at | Cebpa Proteina de union CCAAT/potenciador (C/EBP), alfa 1,47 0,036167 | 0,60
1428382_at | Smarcc2 | Regulador de la cromatina, subfamilia ¢, miembro 2 | 1,47 0,044113 | 0,28
relacionado con SWI/SNF, asociado a la matriz,
dependiente de la actina
1434134 at | Wdr42a WD repite el dominio 42A 1,45 | 0,009875 | 2,74
1450519 _a_ | Prkaca Proteina quinasa, dependiente de cAMP, catalitico, | 1,44 0,008352 | 2,99
at alfa
1451306 _at | Cdca7l Ciclo de divisién celular asociado 7 1,44 0,035037 | 0,65
1426724 at | Cnn3 Calponina 3, acida 1,44 0,033105 | 0,76
1424644 at | Tbcc Chaperén especifico para tubulina ¢ 1,42 | 0,032128 | 0,85
1417266 at | Ccl6 Quimiocina (CC motif) ligando 6 1,42 0,021206 | 1,47
1415975 at | Carhsp1 Proteina estable al calor regulada por calcio 1 1,38 0,014132 | 2,10
1448277 _at | Pold2 Polimerasa (ADN dirigido), delta 2, subunidad | 1,38 0,044481 | 0,24
reguladora
1433736 _at | Hcfc1 Factor de célula huésped C1 1,35 | 0,035162 | 0,64
1435149 at | Plcg1 Fosfolipasa C, gamma 1 1,35 | 0,036167 | 0,59
1417500_a_ | Tgm2 Transglutaminasa 2, polipéptido C 1,33 | 0,022457 | 1,39
at
1428125 at | 4921506 | Gen RIKEN ADNc 4921506J03 1,32 | 0,030752 | 0,92
JO3Rik
1452100 at | Zoquete Homodlogo de Dullard (Xenopus laevis) 1,32 0,030391 | 0,94
1448148 at | Grn Granulina 1,30 0,011783 | 2,33
1451984 at | Hnrpul1 Ribonucleoproteina nuclear heterogénea U tipo 1 1,30 | 0,016884 | 1,85
1426401_at | Ppp3ca Proteina fosfatasa 3, subunidad catalitica, isoforma | 1,29 0,009875 | 2,72
alfa
1428380 _at | 0610007 | Gen RIKEN ADNc 0610007C21 1,26 | 0,043354 | 0,32
C21Rik
1418364 _a_ | Fti1 Cadena ligera de ferritina 1 1,24 0,01702 1,82
at
1456854 at | Neurl Homologo tipo neuralizado (Drosofila) -1,18 | 0,031207 | 0,89
1448853 at | Synj2bp Proteina de unién de sinaptojanina 2 -1,19 | 0,04708 0,15
1416281 at | Wdr45I Wdr45 -1,22 | 0,016971 | 1,84
1418843 at | Slc30a4 Familia de portador de soluto 30 (transportador de | -1,30 | 0,037239 | 0,54

cinc), miembro 4
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1459557 at | Zbtb16 Dedo de cinc y BTB dominio que contiene 16 -1,31 | 0,001423 | 5,62
1418116 _at | Ifrg15 Gen sensible a interferon alfa -1,32 | 0,038411 | 0,50
1448762 at | Rad17 Homodélogo RAD17 (S, pombe) -1,32 | 0,044087 | 0,30
1435461 at | Magi3 Membrana asoc[ada guanilato quinasa, WW y PDZ 1,33 | 0044113 | 0,26
dominio que contiene 3
1434835 at | Wapal Alas separadas, homologo (Drosofila) -1,33 | 0,046851 | 0,17
1444328 at | NA NA -1,34 | 0,010408 | 2,57
NuGO_
emt073151_ | Nirp9Sb Familia NLR, dominio de pirina que contiene 9B -1,34 | 0,045959 | 0,20
at
1427269 at | Sfrs11 Factor de escision, rico en arginina/serina 11 -1,35 | 0,02461 1,22
1436157 at | Ccar1 Ciclo de division celular y regulador de apoptosis 1 -1,36 | 0,021206 | 1,46
NuGO_ Factor de iniciacion de traducciéon eucariotico 4E
emt081039 | Eif4e1b . " -1,38 | 0,037239 | 0,54
at miembro de familia 1B
;?22217—61— Cyp1a1 Citocromo P450, familia 1, subfamilia a, polipéptido 1 -1,38 | 0,005253 | 3,71
1434654 at | Cog3 Componente del complejo de golgi oligomérico 3 -1,38 | 0,03901 0,46
1421680 at | NA NA -1,39 | 0,044113 | 0,28
1424296 at | Gclc Glutamato-cisteina ligasa, subunidad catalitica -1,41 | 0,023137 | 1,36
1440722_at D19Erd3 | Segmento de ADN, Chr 19, ERATO Doi 386, 1,41 | 0,008352 | 3.15
86e expresado
4632411
1429849 at B12Rik Gen RIKEN ADNc 4632411B12 -1,44 | 0,015927 | 1,94
1451407 at | Jam4 Molécula de adhesién de union 4 -1,44 | 0,015521 | 1,99
1424324 _at | Escof Estab'le'0|m|ento de cohesion 1 homdlogo 1 (S, 1,47 | 0,010277 | 2,60
cerevisiae)
6430501
1441403 at K19Rik Gen RIKEN ADNc 6430501K19 -1,47 | 0,019952 | 1,59
1453160 at | Thrap1 Proteina asociada al receptor de la hormona tiroidea 1 | -1,48 | 0,034193 | 0,71
1432962_at ZD?L(I)?Oli“ Gen RIKEN ADNc 2610024D14 -1,49 | 0,018436 | 1,70
1456896 _at 253%52 Gen RIKEN ADNc 6720462K09 -1,50 | 0,011783 | 2,34
1444705 _at ﬁp“cac'o Proteina precursora amiloide beta (A4) -1,50 | 0,032477 | 0,80
1426886 at | CIn5 Ceroide-lipofuscinosis, neuronal 5 -1,52 | 0,01702 1,81
1459059 at IZZ?);(I)??ISS Gen RIKEN ADNc 2010308F09 -1,53 | 0,008352 | 2,97
1436616 at | R74740 Secuencia expresada R74740 -1,55 | 0,011378 | 2,44
1453269 at | Unchb Homoélogo B de Unc-5 (C, elegans) -1,55 | 0,018436 | 1,70
1424536 at | Oastle 2'-5' oligoadenilato sintetasa 1E -1,55 | 0,008352 | 3,08
1444565 at | NA NA -1,56 | 0,005253 | 3,70
1448049 at | Jmjd1c Dominio Jumoniji que contiene 1C -1,58 | 0,02321 1,33
Proteina de membrana, palmitoilada 6 (miembro de la
1441546 _at | Mpp6 subfamilia MAGUK p55 6) -1,58 | 0,009875 | 2,70
1442605 at | Bach2 Homologia BTB y CNC 2 -1,59 | 0,032477 | 0,80
1451415 _at 2)?(1)%?21 Gen RIKEN ADNc 1810011010 -1,66 | 0,023445 | 1,29
1436637 at | Eif4h Factor de iniciacion de traduccién eucariota 4H -1,66 | 0,011571 | 2,40
1453457 at | Sri Sorcina -1,67 | 0,024152 | 1,25
1429680 at | Tra2a Transformador 2 homologo alfa (Drosofila) -1,68 | 0,033105 | 0,75
1429624 at | Sltm Modulador de transcripcién tipo SAFB -1,68 | 0,036906 | 0,56
1429870 at | Tnik TRAF2 y NCK interactuante kinasa -1,72 | 0,001356 | 5,94
1444065 at | Cyb5d2 Dominio del citocromo b5 que contiene 2 -1,72 | 0,000237 | 8,03
1424208 at | Ptger4 Receptor de prostaglandina E 4 (subtipo EP4) -1,74 | 0,029592 | 0,98
1452837 at | Lpin2 Lipina 2 -1,74 | 0,011783 | 2,33
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Miembro del dominio de ubiquitina
inducible por el estrés inducible por el
1448185 at | Herpud1 estrés inducido por el reticulo | -1,75 | 0,002895 4,81
endoplasmatico inducible por la
homocisteina 1
4833412
1432719 _at K13Rik Gen RIKEN cDNA 4833412K13 -1,76 | 0,04708 0,13
1437868 at E C02389 Secuencia de ADNc BC023892 -1,76 | 0,044113 0,28
1433101_at ggﬁ’%‘}gg Gen RIKEN ADNG 9030419F21 1,77 | 0,008596 | 2,90
1451621_at g%i%y Gen RIKEN ADNc 5830417C01 -1,77 | 0,00495 3,81
1432423 a_ 0530908 Gen RIKEN ADNc C530008M17 -1,78 | 0,01164 2,38
at M17Rik
1429399 at | Rnf125 Proteina de dedo anular 125 -1,84 | 0,033002 0,77
1453264_at | Marveld3 Dominio MARVEIT (asociacion de 1,86 | 4.82E-05 10,3
membrana) que contiene 3 8
1454343 _at | Ppapdci Domlnlo de fosfa'tasa de acido fosfatidico 1,88 | 0,003658 442
de tipo 2 que contiene 1
A530065
1435571 _at 117Rik Gen RIKEN ADNc A530065117 -1,90 | 0,015795 1,96
1443164 at | NA NA -1,91 | 0,010163 2,63
1437776_at | Tmcet Domlnlos de bobina transmembrana vy 1,91 0,028192 1,04
bobina 1
1442111_at agg(l)??lfs Gen RIKEN ADNc D430033H22 -1,91 | 0,007072 3,40
1424451 at | Acaalb Acetilo-Coenzima A aciltransferasa 1B -1,92 | 0,035037 0,67
1459879 _at 3%2315;3 Gen RIKEN ADNG 4921513D23 11,02 | 0,008352 | 2,99
Familia de portadores de soluto 10 (familia
1428776 _at | Slc10a6 de cotransportadores de sodio/acido biliar), | -1,92 | 0,011378 2,45
miembro 6
1458079 at | Usp40 Peptidasa especifica de ubiquitina 40 -1,93 | 0,004696 3,98
1442897 at E%%E“ Gen RIKEN ADNc 2610024E20 -1,95 | 0,00402 4,15
1455744_at | [MOT 18 | Proteina transmembrana 181 -1,97 | 0,037843 | 0,52
1449385 _at | Hsd17b6 gidroxiesteroide (17-beta) deshidrogenasa 1,98 | 0,025132 1,18
1443068_at mg%?f“ Gen RIKEN ADNc D130084N16 -1,98 | 0,04708 0,11
1419582_at | Cyp2css | Citocromo P450, familia 2, subfamilia ¢, | 4 99 | g 042067 | 0,35
polipéptido 55
9930024
1457801_at M15Rik Gen RIKEN ADNc 9930024M15 -2,01 | 0,04708 0,13
1438331 at | Ypel2 Yippee 2 (Drosofila) -2,02 ] 0,037843 0,51
1428833 _at gﬁi‘g‘ige Gen RIKEN ADNG 4930406D14 2,04 | 0015418 | 2,01
1419388_at | Tmdsf2 | [anemembrana 4 L sels miembros de 12 | 5 o5 | 9,010163 | 2,65
1455510 at | Spop Proteina POZ de tipo speckle -2,08 | 0,023445 1,29
ENSMU
1444178 at | SG0000 | Gen predicho, ENSMUSG00000052976 -2,09 | 0,029592 0,97
0052976
1443159 at | Txnrd1 Tioredoxina reductasa 1 -2,10 | 0,04708 0,11
1457161_at g?g%?lfg Gen RIKEN ADNG 9530029012 211 | 0019032 | 165
1459887 at | NA NA -2,11 | 0,003987 4,29
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1459005 at | NA NA -2,13 | 0,007384 3,34
1439283 at | NA NA -2,18 | 0,007823 3,24
1438338 at | Mdh1 Malato deshidrogenasa 1, NAD (soluble) -2,21 0,001446 5,54
1458452 at | NA NA -2,21 0,010277 2,59
1442256 at | Prkcd Proteina quinasa C, delta -2,21 0,026633 1,11
1443969 at Irs2 Sustrato del receptor de insulina 2 -2,22 0,003987 4,22
1452462 _a_ | Banp Btg3 proteina nuclear asociada -2,30 | 0,021033 1,52
at
1454558 at | 5430416 | Gen RIKEN ADNc 5430416B10 -2,32 | 1,71E-07 15,6
B10Rik 8
1430393 at | C030048 | Gen RIKEN ADNc C030048B08 -2,32 | 0,001388 5,78
BO8Rik
1446929 at | Bach2 Homologia BTB y CNC 2 -2,32 | 0,027369 1,07
NuGO_ 9130230 | Gen RIKEN ADNc 9130230L23 -2,34 | 0,04708 0,15
emt067737_ | L23Rik
at
1441138 at | Foxn2 Caja de cabezales N2 -2,36 | 0,001356 6,01
1416041 _at | Sgk Kinasa regulada por suero/glucocorticoides | -2,40 | 0,04048 0,41
1454158 at | Mpp7 Proteina de membrana, palmitoilada 7 | -2,40 | 0,011571 2,40
(miembro de la subfamilia MAGUK p55 7)
1459253 at | Arrdc3 Arrestina que contiene dominio, 3 -2,46 | 0,044113 0,27
1444376 at | Sesn1 Sestrina 1 -2,48 | 0,036167 0,59
1430362 _at | 5730409 | Gen RIKEN ADNc 5730409N24 -2,49 | 0,032477 0,83
N24Rik
1442069 at | D5Wsu1 Segmento de ADN, Chr 5, Wayne State | -2,50 | 0,032477 0,80
78e University 178, expresado
1433203 at | 6030400 | Gen RIKEN ADNc 6030400A10 -2,56 | 0,000747 6,76
A10Rik
1456706_at | 1700109 | Gen RIKEN ADNc 1700109H08 -2,60 | 0,004825 3,89
HO8Rik
1441561 at | FbxI3 F-box y proteina repetida rica en leucina 3 -2,60 | 0,034193 0,70
1437884 at | Arl5b ADP-ribosilacion factor 5B -2,65 | 0,022457 1,40
1445843 at | Chd2 Proteina de unién a ADN de helicasa de | -2,66 | 0,044481 0,24
cromodominio 2
1428306 at | Ddit4 Transcripcién inducible por ADN 4 -2,66 0,008352 3,09
1421009 _at | Rsad2 Radical S-adenosilo metionina dominio que | -2,69 | 0,04708 0,14
contiene 2
1440227 at | BF64282 | Secuencia expresada BF642829 -2,69 | 0,026633 1,11
9
1453595 at | Bcl6 Leucemia/linfoma de células B 6 -2,70 | 0,004825 3,89
1444775 at | 9930033 | Gen RIKEN ADNc 9930033D15 -2,71 0,003248 4,61
D15Rik
1439972 at | Etnk1 Etanolamina cinasa 1 -2,74 | 0,032477 0,83
1440536 _at | Slc22a5 Familia de portadores de soluto 22 | -2,90 | 0,021033 1,49
(transportador de cationes organicos),
miembro 5
1438660 _at | Gent2 Glucosaminilo (N-acetilo) transferasa 2, | -2,95 | 0,018436 1,70
enzima de ramificacion |
1437759 at | Ptkp Fosfofructoquinasa, plaquetas -2,97 | 0,008352 3,1
NuGO_ Amica1l Molécula de adhesién, interactia con el | -2,97 | 0,000981 6,41
emt050020_ antigeno CXADR 1
at
1446950 at | Tox Gen de cuadro HMG asociado a la | -3,00 | 0,008352 2,98
seleccién de timocitos
1447141_at | AW1077 | Secuencia expresada AW107722 -3,14 | 0,013251 2,17
22
1459219 at | Rapgef2 | Factor de intercambio de nucledtidos de | -3,21 0,000747 6,75

guanina de rap (GEF) 2
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1449496 at ?8;%89 Gen RIKEN ADNc 2010109103 -3,22 | 0,000167 8,69
1458296 at | NA NA -3,23 | 0,001388 5,70
1440749 at | NA NA -3,38 | 0,001388 5,76
1440892 _at 5C01 764 Secuencia de ADNc BC017647 -3,52 | 0,004881 3,85
1441115 at | Rnf125 Proteina de dedo anular 125 -3,90 | 0,000237 8,14
1421365 at | Fst Folistatina -4,33 | 0,04708 0,12
1446972_at D15Wsu Segmeqto de ADN, Chr 15, Wayne State 7.09 | 0,003054 472

126e University 126, expresado

Tabla S4D. Transcripciones expresadas diferencialmente en el ileon a 28d entre animales inoculados con R. hominis
y animales libres de gérmenes.

ID Simbolo Nombre M ValorP | B
1458427 at Brip1 BRCA1 proteina interactiva C-terminal | -1,72 0,00219 | 4,97
helicasa 1 4

[0523] Los genes implicados en la inmunidad innata y la funcién de barrera intestinal se indujeron significativamente
por la presencia de R. hominis en el colon ascendente. El proceso GO "respuesta inmune innata" (GO: 0045087) se
regulo al alza e incluia los importantes genes relacionados con TLR TIr5, Tir1 y Vnn1. La regulacioén al alza de TIr5
fue de particular interés, dada la correspondiente induccion de genes flagelares y proteina de flagelina en R. hominis
durante la colonizacion intestinal, y puede inferir un papel para esta via de sefalizacion innata en la mediacion de
respuestas inmunes innatas y adaptativas. Otros genes inmunes innatos afectados en el colon por R. hominis
incluyen los péptidos antimicrobianos Defb37, Pla2g3, Muc16 e Ifln y los genes de la funcién de barrera intestinal
Sprria, Cldn4, Pmp22, Crb3 y Magi3. Los genes del sistema inmune innato que muestran una regulacion al alza en
el ileon en respuesta a R. hominis incluyen Defcr20, Pcgf2, Ltbp4, Igsf8 y Tcfe2a. Interesantemente, en el presente
documento se muestra la regulacion a la baja de la ruta de NF-xB (GO: 0043124) (Fig S2) por R. hominis, que, como
B. thetaiotaomicron (Kelly et al. 2004), puede contribuir a la homeostasis inmune por la regulacién a la baja de esta
cascada inflamatoria.

[0524] Para demostrar que estas respuestas son especificas de R. hominis, se investigé la respuesta de los
animales libres de gérmenes a otras bacterias comensales. Las respuestas de la expresion génica a la colonizacion
con E. coli MG1655 (K12) se compararon con R. hominis después de 10-14d y 22-28d después de la colonizacion.
Durante este intervalo de tiempo, se observaron grandes diferencias en la expresion génica en respuesta a R.
hominis pero no a E. coli, lo que indica que R. hominis es bioldgicamente muy activo en el intestino, en contraste con
el impacto minimo de E. coli (Fig. S3). La respuesta a E. coli deducida a partir de los datos de expresion génica en el
colon ascendente parecia ser principalmente una respuesta de anticuerpos mediados por células B.

R. hominis afecta las vias de las células T principalmente en el colon

[0525] La mayoria de las vias afectadas en 14d se agruparon en las categorias de diferenciacion celular, regulacion
del ciclo celular y remodelacion tisular. Es importante destacar que la respuesta inmune fue una via principal
inducida a los 28d en el colon ascendente. Las vias significativamente afectadas en esta categoria estaban
principalmente involucradas en la funcion de las células T, incluida la sefalizacion de IL-10 y la regulacion de la
funciéon de las células T por CTLA-4 (Tabla S5). Los genes implicados en estas vias mostraron tanto regulacion
positiva como regulacién negativa, por lo que si bien estas vias se vieron afectadas significativamente por la
presencia de R. hominis, los efectos funcionales netos precisos sobre la diferenciacién de las células T requirieron
mas investigacion. Para aclarar el papel de R. hominis en relacion con la diferenciacion de células T, se trataron
ratones convencionales con R. hominis durante 14 dias y se determiné el impacto sobre los subconjuntos de células
T tanto en la lamina propia como en los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN). El tratamiento con R. hominis
aumentd la poblacion de células T CD3*CD4*CD25*FoxP3* en ambas localizaciones (Fig. 4). Se realiz6 una
evaluacion de los numeros de células positivas para CD3*FoxP3* en la lamina propia de colon ascendente y
descendente de C3H/HeN monoasociado y animales C57BI6 y se confirmé un aumento significativo en las células T
reguladoras en ratones tratados con R. hominis (Fig. 5A). El proceso GO para "polimerizacién de actina" (GO:
0030041) (Arpc3, Capg, Cdc42ep5y Rhoc ) se regulaba positivamente a 28d en el colon en ratones colonizados con
R. hominis (Fig. S2). La polimerizacion de actina en la sinapsis inmune se requiere para la activacion de células T y
la funcion efectora. En general, estos datos indican que R. hominis efectia activamente la respuesta inmune
adaptativa en el colon al influir positivamente en la regulacion de las células T.
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[0526] Tabla S5. Analisis de la via de respuesta del sistema inmune de transcritos expresados
diferencialmente en el colon ascendente entre ratones tratados con R. hominis y ratones libres de gérmenes
a los 28d. Se importaron genes expresados diferencialmente (P <0,05) en el software analitico GeneGo MetaCore
para determinar vias canodnicas significativamente enriquecidas en cada grupo. * La cantidad de genes en cada
mapa expresados diferencialmente en la comparacion de tratamiento especifico. ** El nimero total de genes en
cada mapa.

Procesos regulatorios/via de respuesta del sistema inmune Valor P Significativo * | Total**
Via de sefalizacion de la respuesta inmune_IL-10 0,00125 10 26
Via de sefalizacion de la respuesta inmune_IL-9 0,00592 11 36
Via de sefalizacion de la respuesta inmune_ HMGB1/RAGE 0,00832 14 53
Via de respuesta inmune_CRC 0,00992 14 54
Sefalizacion de desarrollo GM-CSF 0,01258 13 50
Sefalizacion de desarrollo PEDF 0,02618 12 49
Senfalizacion de respuesta inmune_IL-5 0,02840 11 44
(Nllc:)(_-:'lfgmulauon respuesta inmune_TCR y CD28 en activacion de 0,03611 10 40
E_(—I:'_SLE)ALﬁsta inmune_Regulacion de la funcion de las células T por 0,04598 9 36
Sefalizacion de la respuesta inmune_CD40 0,04796 14 65
Via de transduccioén de seial JNK 0,04921 10 42

[0527] En relacion con estos resultados, se produjo la induccién de la familia del gen Ly6 en el colon ascendente. En
particular, el producto génico anclado a GPI de Ly6g6c se regulaba positivamente 25 veces, y el gen relacionado
Ly6g6e se regulaba positivamente dos veces a 28d. La mayoria de las células hematopoyéticas, incluidas los
neutréfilos y las células dendriticas plasmacitoides, expresan uno o mas miembros de la familia Ly6. Ademas, se ha
propuesto un posible papel de Ly6 en la activacion, diferenciacion y maduracion de las células T (Mallya, Campbell y
Aguado 2006). La inmunocitoquimica confirmé la presencia incrementada de células Ly6G*, CD11b* y CD3* FoxP3*
en ratones colonizados con R. hominis (Fig. 5B).

Flagelinas R. hominis modulan la diferenciacion de células T

[0528] La influencia de las bacterias en la diferenciacion de las células T puede reflejar el conjunto de ligandos de
TLR mostrados. Por ejemplo, el acoplamiento entre la sefalizacion de TLR5 y las respuestas de las células T de
CD4* se ha demostrado recientemente para los patégenos flagelados (Letran et al, 2011). Curiosamente,
dependiendo de la configuracion experimental, la flagelina puede cebar un rango de respuestas de células T,
incluidas las respuestas Th1, Th2, Th17 y Treg (Wilson et al., 2012).

[0529] Se investigo la funcionalidad de las flagelinas bacterianas FlaA1 (RH1) y FlaA2 (RH2) usando nuevas
proteinas de flagelina recombinantes solubles, generadas frente a las secuencias Unicas de flagelina de R. hominis.
La capacidad de RH1 y RH2 se compard y contrasté con diversas flagelinas comensales y patégenas, generadas
usando protocolos idénticos, para activar las respuestas de sefializacion en lineas de células epiteliales intestinales
y células dendriticas derivadas de médula 6sea expandidas con FLT3L o GM-CSF.

[0530] Las células epiteliales tratadas con concentraciones idénticas de flagelinas bacterianas diferentes revelaron
patrones distintos de expresion génica (Fig. 6A). De manera importante, no se detectdé contaminacion por endotoxina
en las preparaciones de proteina recombinante. Salmonella enteritidis (SE) fue mas potente que E. coli K12 (EC) o
flagelina RH1. La flagelina RH1 también mostré una respuesta fuerte, pero se agrupd en un revestimiento distinto
junto con la EC comensal. Las respuestas demostraron ser dependientes de TLR5 usando células epiteliales que
expresan TLR5 dominante negativo. Por el contrario, se demostré que RH2 es minimamente activa; generalmente
no era proinflamatoria ni activaba la firma genética conservada (IL-8, CXCL-1, CXCL-2 y CXCL-10) inducida por
otras flagelinas bacterianas recombinantes. La proteina de flagelina RH1 es mas activa biolégicamente que la RH2
in vitro; aunque ambas proteinas recombinantes se expresaron in vivo, la RH1 también se regulaba
significativamente al nivel de expresion del gen in vivo. Se demostré que la flagelina RH1 de R. hominis indujo
diferentes respuestas en células dendriticas derivadas de FIt3L y GM-CSF en relacion con E. coli comensal y
Salmonella enteritidis patégena (Fig. 6B-C). En particular, RH1 fue uUnica en su capacidad para activar DC
expandidas con FIt3L, con regulacién positiva de IA/IE y CD40 y la produccion de IL-10 por CD derivadas de médula
6sea de ratones C3H/HeN y C57BI/6. La relacion IL-10/IL-12 fue particularmente elevada en C57BI/6 DC (Fig. 6D),
que se encontré que eran CD103+ Siglec-H+. De acuerdo con las observaciones en este documento, varios
informes recientes también han demostrado que la flagelina puede activar poblaciones CD103+DC (Flores-Langarica
etal. , 2012, Kinnebrew et al., 2012).
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[0531] Para evaluar la importancia funcional de R. hominis y sus flagelinas, los ratones TLR5KO y WT libres de
gérmenes fueron mono-colonizados. El mapa de calor que muestra los genes expresados diferencialmente tanto
para TLR5KO como para el tipo silvestre colonizado con R. hominis revel6 un efecto muy fuerte de TLR5 (Fig. S4).
Aunque las vias de las células T todavia estaban influenciadas por la colonizacién de R. hominis en ratones
TLR5KO, las respuestas estaban mas relacionadas con las rutas IL4, IL5, IL-6, IL-9 y no IL-10 y CTLA-4 (Tabla S6).
Ademas, el tratamiento con R. hominis no aumento el numero de células positivas para CD3* FoxP3* en la lamina
propia de ratones TLR5KO (Fig. 6E), en contraste con animales C3H/HeN mono-asociados y C57BI6 (Fig. 5A).

[0532] Tabla S6. Analisis de la via de respuesta del sistema inmune de transcritos expresados
diferencialmente en el colon ascendente entre ratones TLR5 KO y ratones WT, mono-colonizados con R.
hominis. Se importaron genes expresados de forma diferencial (P <0,05) en el software analitico GeneGo MetaCore
para determinar rutas canonicas significativamente enriquecidas en cada grupo. * El niUmero de genes en cada mapa
que se expresan diferencialmente en la comparacion de tratamiento especifico. ** El nimero total de genes en cada
mapa.

# Mapas Valor p |Relacion
1 |Respuesta inmune_IL-9 via de sefalizacion 0,00001(7 |36
2 |Respuesta inmune_sefializacion de histamina en células dendriticas 0,00008(7 |50
3 |Respuesta inmune_ HMGB1/RAGE via de sefializacion 0,00012(7 |53
4 |Respuesta inmune_IL-6 via de sefializacion 0,00046/5 |31
5 izzziz?;ainerPnL;ne_seﬁalizacién del receptor H1 de la histamina en IaO,000526 48
6 clj?:?gtuéensta inmune_sefalizacién de oncostatina M a través de MAPK en CéIU|aSO,00082 5 35
7 Respuesta inmune_sefializacion de oncostatina M a través de MAPK en célulasol001075 37
humanas
8 |Via de transduccién de seial JNK 0,00191)5 |42
9 |Respuesta inmune_IL-7 Sefalizacion en linfocitos B 0,00213/5 143
10|Respuesta inmune_via de sefalizacién mediada por IL-6 e IL-1 0,00362[4 |30
11|Sefalizacion de desarrollo GM-CSF 0,004155 |50
12|Via de sefalizacién del receptor de células de respuesta inmune 0,00492/5 |52
13|Quimiotaxis_quimiotaxis de leucocitos 0,00528(6 (75
14|Respuesta inmune_sefalizacién de CCL2 0,00579)5 |54
15|Respuesta inmune_sefalizacién de CD28 0,00579)5 |54
16|Respuesta inmune_papel de receptores DAP12 en células NK 0,00579)5 |54
17|Respuesta inmune_Fc epsilon via RI 0,00626/5 |55
18 (I::tfgsesta inmune_papel de PKR en respuesta celular antiviral inducida p0r0,007285 57
19|Respuesta inmune_liberacion de HMGB1 de la célula 0,01114/4 41
20[Respuesta inmune_sefalizacion de IL-15 0,01176/5 |64
21|Respuesta inmune_activacion de cPLA2 inducida por la HTR2A 0,013134 |43
22|Respuesta inmune_via de sefializacion de la IL-4 0,014214 |44
23|Respuesta inmune_sefializacion de IL-5 0,014214 |44
24|Respuesta inmune_Fc gamma fagocitosis mediada por R en macrofagos 0,01653/4 |46
25/|Respuesta inmune_sefalizacion NF-AT e interacciones leucocitarias 0,01653[4 |46
26|Sefalizacion de desarrollo PEDF 0,02043[4 |49
27|Respuesta inmune_via de activacion y sefalizacion dellL-2 0,02043[4 149
28|Respuesta inmune_NFAT en la respuesta inmune 0,02332[4 |51
29|Respuesta inmune_via de activacion y sefalizacion de IL-3 0,02803(3 |31
30|Respuesta inmune_via de CRC 0,028094 |54
31|Respuesta inmune_vias de sefializacion de TLR 0,028094 |54
32|Respuesta inmune_formacion de sinapsis inmunoldgica 0,03727/4 |59
33|Respuesta inmune_diferenciacion celular Th17 0,03836(3 |35
34|Respuesta inmune_sefalizacién humana de NKG2D 0,04722]3 |38

[0533] La observacion en este documento que R. hominis influye en Tregs en ratones convencionales vy libres de
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gérmenes y no en TLR5KO es consistente con informes de interacciones de flagelina-TLR5 que promueven células
T reguladoras CD4*CD25*Foxp3* (Crellin et al., 2005, Hossain et al. 2011). De manera similar, recientemente se ha
descrito la capacidad de una proteina de fusion flagelina-ovoalbimina para suprimir la produccién de IL-4 por células
T CDA4(+) receptoras de células OVA a través de un mecanismo dependiente de IL-10 (Schulke et al., 2011).
Flagelina puede influir en la diferenciacién direccional de subconjuntos de células T. Ademas, el impacto del
TLR5KO en las respuestas de células T conducido por R. hominis infiere que RH1 (flagelina de sefalizacion) fue
crucial en la mediacion de las respuestas Treg y no RH2 (flagelina no sefalizadora). Finalmente, una observacion
adicional fue la mejora de los genes de IFN tipo | en ratones TLR5KO (que incluyen [fi202b, Ifi203 e Irf4), lo que
sugiere que la sefializacion de TLR5 puede atenuar las respuestas de interferén de tipo 1.

R. hominis modula genes de respuesta inmune innata en el ileon y el colon y atenua la colitis en ratones
tratados con DSS

[0534] El modelo de ratdon DSS se utilizé para probar la eficacia terapéutica de R. hominis, debido al control de las
vias inflamatorias, asi como a los efectos positivos sobre la induccion de Treg en ratones mono-asociados. Los
ratones se dosificaron (~50 L, 10°CFU) diariamente durante un periodo de 14 dias, y se les suministré DSS (MW 50
kDa, 30 g/l) en el agua de bebida desde el dia 8 en adelante. La expresion génica de un panel de biomarcadores
proinflamatorios mostré que los ratones DSS no tratados tenian una fuerte elevacion de todos los genes
investigados en comparacion con los ratones de tipo salvaje, con una induccién génica que variaba de 4 a 49 veces
(Fig. 7A). La induccion de genes pro-inflamatorios fue significativamente inferior en ratones tratados con R. hominis
en comparacion con los no tratados, lo que indica fuertes beneficios terapéuticos de la administracion oral de R.
hominis. El andlisis histoldgico mostrd la presencia de una inflamacién severa en el colon ascendente de DSS sin
tratar, mientras que la mucosa del colon de animales tratados con R. hominis fue normal, con inflamacién de bajo
nivel, consistente con la expresion del gen inflamatorio reducido (Fig. 7B y C).

La colonizacion de R. hominis influye en la composicion corporal y la expresion de los genes de la saciedad

[0535] Las acciones metabdlicas significativas de R. hominis en ratones mono-asociados también fueron evidentes.
Los procesos GO "regulaciéon negativa de la respuesta a los alimentos" (GO: 0032096), "regulacién negativa del
apetito" (GO: 0032099), y "regulacion de la secrecion de catecolamina" (GO: 0050433) fueron todos regulados
negativamente en el colon ascendente después de la colonizacion con R. hominis (Fig. S5). Este dato infiere que R.
hominis ejerce un efecto estimulante sobre el apetito del huésped. Los genes implicados en estos procesos fueron
Agt, Caript, Cck y Cxcl12, con cambios de pliegues que varian de 2 a 12 veces. Cck, en particular, juega un papel
importante en la digestion y la saciedad como un supresor del apetito. Gcg también mostré una regulacion negativa
en este sitio intestinal.

[0536] Para establecer si estos cambios genéticos tenian relevancia fisiolégica en relacion con la ingesta de
alimentos y la composicién corporal, se realizaron analisis de peso y composicién de la carcasa seca. Los pesos de
la carcasa seca de ratones homocigéticos emparejados con R. hominis fueron significativamente mas pesados en
comparacion con los animales GF, y las diferencias fueron mas discernibles en 14d (Fig. S6A). El analisis de lipidos
de carcasa adicionales mostraron que la adiposidad total también era significativamente mayor en animales tratados
con R. hominis en 14d (Fig. S6B). Estos hallazgos son consistentes con datos recientes que revelan el papel de
Firmicutes en la cosecha de energia a través de la fermentacion dietética, pero también respaldan la nocién de que
las bacterias intestinales pueden de hecho modular el eje del cerebro-intestino y las hormonas reguladoras del
apetito.

Discusion

[0537] La co-evolucion a largo plazo del mutualismo huésped-microbio probablemente haya impulsado la seleccion
de especies bacterianas funcionalmente importantes en el intestino, la mayoria de las cuales no estan altamente
representadas en otros ecosistemas. Actualmente, hay informacion limitada sobre la contribucion de los miembros
individuales de la comunidad microbiana a las funciones intestinales, particularmente en relacion con el desarrollo
del sistema inmune de la mucosa.

[0538] Trabajos recientes usando un modelo de colonizacion reversible basado en E. coli (HA 107) han demostrado
que se requieren bacterias vivas en cantidades cercanas a 108 CFU por gramo de contenido para los efectos
inductores de inmunidad sobre IgA (Hapfelmeier et al., 2010). Las funciones especificas de SFB y Bacteroides
fragilis se han investigado en el intestino del ratéon para definir sus contribuciones individuales a la biologia de las
células T y se ha demostrado que ambas bacterias son potentes inductores de células Tregs y Th17 (Mazmanian et
al. , 2005, Gaboriau-Routhiau et al. , 2009, Ivanov et al., 2009). Los efectos de los miembros individuales del grupo
XlVa Firmicutes no se han informado anteriormente, aunque se ha observado su presencia en la PPA y la
contribucién de un cultivo mixto de 46 cepas clostridiales, que también afecta la diferenciacion de células T (Geuking
etal., 2011, Atarashi et al. 2011).

[0539] Se reporta aqui la primera mono-asociacion exitosa del intestino del raton libre de gérmenes con una bacteria
anaerdbica, R. hominis, que es un miembro del Firmicutes phylum. La extrema sensibilidad al oxigeno de bacterias
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como Roseburia requiere técnicas estrictas de cultivo anaerdbico, por lo que es dificil realizar una caracterizacion
funcional. La mono-colonizacion estable de R. hominis se ha establecido en ratones libres de gérmenes y se ha
producido la secuencia gendémica anotada completa para descubrir su organizacién metabdlica, fisiologia y
propiedades simbidticas. Se encontré que las respuestas transcripcionales de R. hominis después de la colonizacion
podrian atribuirse tanto al entorno intestinal del huésped como a la dieta. Los efectos dirigidos por el anfitrion
dominaron la respuesta de R. hominis después de la mono-asociacion. Estos incluyen transferencia de genes,
transporte de membrana, quimiotaxis y subsistemas de motilidad. La fuerte regulacion positiva de los genes
implicados en la transferencia de la movilizacion apoya la opinidon de que el entorno intestinal es altamente propicio
para el intercambio horizontal de genes entre los miembros de la microbiota intestinal. Por lo tanto, este entorno
puede acelerar la diseminacién de genes importantes para la supervivencia bacteriana, la colonizacion y la funcion
dentro del ecosistema intestinal. El papel de la motilidad y el aparato flagelar en la colonizacién del huésped esta
bien elaborado para las bacterias patdgenas, pero se sabe mucho menos sobre el papel de las proteinas flagelares
en las bacterias comensales. Los experimentos in vivo revelaron un efecto estimulante del ambiente intestinal del
huésped sobre la expresion de genes de flagelina.

[0540] Un papel claro para R. hominis en la promocién de la funcion de barrera intestinal y la inmunidad innata en el
colon de ratéon ha sido establecida. Las uniones estrechas, las uniones de hueco y las uniones adherentes operan
para limitar la translocacion bacteriana a la capa subepitelial (Werth et al., 2010). Tanto la enfermedad de Crohn
como la colitis ulcerosa se caracterizan por la pérdida de la funcién de barrera y la integridad de la unién apretada.
Curiosamente, la disbiosis de la microbiota intestinal en la Ell se asocia con una reduccién en Firmicutes (Spor,
Koren & Ley 2011, Qin et al., 2010). La observacion en este documento de que R. hominis mejora activamente la
expresion de genes de barrera sugiere que su pérdida en pacientes con Ell puede ser funcionalmente significativa.
La activacién de complejos de union ajustada no es solo la prerrogativa de R. hominis; otros comensales, como
Bacteroides thetaiotaomicron y Lactobacillus acidophilus, también mejoran la funcion de barrera de la mucosa
(Hooper et al. , 2001, Ukena et al., 2007), infiriendo oportunidades probidticas con estas bacterias en la Ell humana.

[0541] Los efectos de R. hominis en el sistema inmune intestinal son intrigantes. Los efectos mas fuertes se
observaron en el colon ascendente y genes como Ly6g6c estaban fuertemente regulados, asi como las vias
implicadas en la regulacion y diferenciacion de células T y la polimerizacion de actina en la sinapsis inmune, que
estan implicadas en la activacion de las células T y las funciones efectoras. Las vias de células T mas afectadas
incluyeron aquellas relacionadas con IL-10, ICOS y CTLA-4, que estan involucradas en el apoyo de la diferenciacion
de Treg. Es importante destacar que se ha demostrado que los aumentos significativos en células
CD3*CD4*CD25"Foxp3* en el colon de ratones libres de gérmenes y ratones convencionales colonizados con R.
hominis utilizando tanto citometria de flujo como inmunocitoquimica. Estos hallazgos complementan los datos
recientes sobre otras especies de Clostridium que impulsan la diferenciacion de Treg. Claramente, R. hominis puede,
como Unica especie bacteriana, promover la expansion de las células T de la mucosa e influir en la diferenciacion de
las células T.

[0542] Las sefiales de flagelina son percibidas por los receptores TLR5 del huésped y muchas estructuras de
flagelina patdgenas inducen fuertes respuestas proinflamatorias (Hayashi et al., 2001). La sefalizacion a través de
TLR5 en respuesta a los comentarios flagelados residentes puede ser importante para la homeostasis, ya que la
eliminacion de TLR5 produce colitis espontanea en ratones (Vijay-Kumar et al., 2007). La expresion potenciada de
flagelina FlaA1 de R. hominis (RH1) in vivo y su potencia en la activacion de células epiteliales y BMDC es de gran
interés. Otros trabajos han demostrado que los mutantes de flagelina de E. coli tienen una ventaja de colonizacion
sobre las cepas flageladas de tipo silvestre, posiblemente debido a la ausencia de reconocimiento innato mediante la
sefializacion de TLR5 (De Paepe et al. , 2011, Giraud et al., 2008). Aqui se muestra que, para ciertos Firmicutes, la
expresion o posiblemente regulacién positiva de flagelina es una respuesta natural a la colonizacion intestinal. La
proteina de flagelina de R. hominis permanece expresada in vivo y se correlaciona con colonizacion sostenida,
ausencia de inflamacion evidente y expansion de células T de fenotipo regulador. La reciente confirmacion de genes
de flagelina en SFB (Prakash et al. , 2011, Sczesnak et al., 2011) puede correlacionarse con las respuestas de
células T del hospedador inducidas por esta bacteria (Gaboriau-Routhiau et al. , 2009, Ivanov et al., 2009).
Curiosamente, RH1 indujo un efecto unico en cultivos epiteliales y DC en comparacién con otras flagelinas, aunque
todas las estructuras probadas poseen el Arg90 conservado asociado con flagelinas que unen y activan TLR5 (Yoon
et al., 2012) sugiriendo que otras diferencias de secuencial/estructurales pueden explicar las Unicas respuestas de
sefializacion mediadas por RH1. El significado de sefializacion de flagelina-TLR5 en respuestas Treg inducidas por
R. hominis se confirmé utilizando TLR5KO. Sin desear estar ligado por la teoria, ciertas estructuras de flagelina
comensales pueden ayudar a dirigir las respuestas de tolerancia inmune a través de TLR5 expresado en CD103+DC
o subconjuntos de Treg (Flores-Langarica et al. 2012, Kinnebrew et al. 2012, Crellin et al. 2005) Ademas, se confirmo
el efecto inmune homeostatico de R. hominis en ratones tratados con DSS, aunque otros restos de sefalizacion,
tales como butirato, también pueden contribuir a la tolerancia inmune. Estos datos sugieren un beneficio terapéutico
potencial de R. hominis en la EII.

[0543] Un efecto biolégico adicional interesante de la colonizacion de R. hominis fue la regulacion de los genes que
influyen en las respuestas a los alimentos y el control del apetito. En particular, las hormonas de la saciedad Cck y
Gcg se redujeron significativamente. Los efectos de Cck en la ingesta de alimentos estan mediados a través de una
via aferente vagal. Esta es la principal via neuronal por la cual la informacién sobre los nutrientes ingeridos llega al
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sistema nervioso central para influir tanto en la funcién intestinal como en el comportamiento de alimentacion. Cck
actua sobre el sistema vagal para disminuir la expresién de moléculas que estimulan el apetito y la alimentacion, y
para aumentar la expresion de moléculas que inhiben la alimentacién y disminuyen el apetito (Npy2ry Caript, ambos
regulados por disminucion dos veces en el estudio actual). Hasta ahora no se ha comunicado ningin vinculo entre
Cck, Geg y bacterias comensales, sin embargo, tanto los acidos grasos como las proteinas son potentes inductores
de Cck y Gcg (Geraedts et al., 2010). R. hominis produce acidos grasos de cadena corta tales como butirato con
colas alifaticas de menos de seis carbonos; se ha informado que esta actividad metabdlica reduce el efecto
estimulante sobre el Cck plasmatico observado con acidos grasos de cadena mas larga (McLaughlin et al., 1999). El
analisis del peso de la carcasa reveld que tanto el peso corporal como el contenido de lipidos aumentaron
significativamente con R. hominis, lo que concuerda con los aumentos del peso corporal observados en la
convencionalizacion de ratones libres de gérmenes (Turnbaugh et al., 2006). Aln esta por verse si este es un efecto
directo de una reduccién en las hormonas de la saciedad como se vio en el estudio actual, ya que la participacion de
Cck y Gecg no se ha informado anteriormente. Sin embargo, es importante reconocer que se ha demostrado
anteriormente un vinculo entre la colonizacién de la microbiota y la cosecha de energia de la dieta, en parte
mediante la liberacién de AGCC (Turnbaugh et al., 2006) (Tremaroli, Kovatcheva-Datchary & Backhed 2010). Dado
que R. hominis es un importante productor de butirato, es probable que este mecanismo también contribuya a la
eficiencia metabdlica observada después del tratamiento con R. hominis.

[0544] En resumen, la mono-asociacion del intestino murino con R. hominis indujo fuertes eventos de expresion
génica bidireccional que culminaron en la adaptacion bacteriana comensal y la tolerancia del huésped. El producto
de flagelina RH1 parece ejercer un efecto de sefializacion Unico, que impulsa preferentemente la expansion de
Tregs. Se ha demostrado la importancia de TLR5 para dirigir la diferenciacion y expansion de Treg. Colectivamente,
estos datos destacan la funcionalidad adicional de las flagelinas comensales, la sefalizacion de TLR5 y la direccion
neta de la respuesta de las células T de la mucosa.

Ensayos Funcionales
Modelo in vitro

Analisis de |a respuesta de las células epiteliales intestinales (IEC) a diferentes flagelinas recombinantes.

[0545] El analisis molecular de la expresion del gen CCL20 (un gen proinflamatorio) después de la estimulacion de
IEC a diferentes flagelinas recombinantes (Figura D.2) flagelininas patégenas (SE, ST, LF y HM) indujeron niveles
similares pero no idénticos de CCL20 ARNm, las flagelinas comensales muestran niveles de induccién mucho mas
variables. Las flagelinas ER (Eubacterium rectale 33656), K12 (Escherichia coli K12), RH1 y RI3 indujeron CCL20 a
niveles similares a las flagelinas patdégenas, RI1 y Rl4 tuvieron actividad estimulante intermedia, RH2 se revelé como
un inductor bajo de CCL20 en HT-29 y carecia de potencial agonista en células Caco-2, y R12 no tenia actividad
observable en ambas lineas celulares. En conclusion, los inventores distinguieron tres categorias de agonistas de
TLR5 (i) aquellos con poca o ninguna actividad inmunoestimuladora, (ii) aquellos con actividad inmunoestimuladora
intermedia y (i) aquellos con actividad inmunoestimuladora alta.

Tabla D2.
Hosstim 5T SE KIZ2 ER RI1 RIZ RI3 RM RH1. RHZ
No estim e ik L oy " B 3 L ¥ ¥ - _'
[~ &7 4 “¥ M5 NS NS * NS * NS &
SE *= N5 * NS 0 = N5 * N5 *-
ElzZ i NS NS NS W5 * K§ " M5 -
E= - .-Eh r-'} r"l"; ] TEm = = F.;I: Tem ™ HT"'EQ
Caco-2 4 ©. s ke v 3 D o w  ® )
Fil NS o NS S
Ri2 WE MNE ** v W R v ¥ .
Fiz i ME T FF ¥ NG ¥ L
Ri4 * Y M e S g e NS -
EH1 - N5 N5 NS - NS - N5 B
L RHZ SR | - B . -

[0546] La Tabla D2 indica diferencias significativas entre cada tratamiento calculado con la prueba t pareada en HT-
29 (arriba a la derecha) y Caco-2 (abajo a la izquierda). Las pruebas T utilizadas fueron unilaterales para comparar
tratamientos con células no estimuladas (no estimulantes) y bilaterales para comparar un tratamiento con otro. NS
(no significativo); * (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001).

[0547] EI analisis celular e inmunoldgica de los efectos de las flagelinas recombinantes en la IEC se determiné por
medicion de citocinas, CXCL8, CXCL10 y CCL2 (MCP-1) secretadas. La IECS se estimul6é durante 24 horas con
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flagelinas recombinantes (Figura D3).

[0548] Las flagelinas ST, SE, K12, ER, RI3 y RH1 indujeron la secrecion de niveles variables pero similares de
quimiocinas IL-8, IP-10 y MCP-1, mientras que RI1, RI2, RI4 y RH2, especialmente en Caco-2 se comportaron como
agonistas bajos de TLR5, induciendo cantidades significativamente menores de quimioquinas secretadas.

Tabla D3a Tabla D3b
Noesim ST SE| K13 ER Gl RIZ_Ri3_AM_RHL RA2 Noesim' ST SE_ K12 ER AU 2 Ri3_Rie RN RHZ
No estim * * - - L . - o = s No estim [iasm—ey == =** - r NS NS - = - N3
113 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 5T . xS M AeE mem NS O RER AR -
SE ¥ NS NS NS NS ** * NS b " SE > NS NS N§ *&v =ys Ng =t NS A
K12 NS NS NS K12 . N5 NS - . NS - NS b
ER NS NS NS ER . NS NS x w Em T
Rl N5 NS NS R} NS - % NS A NS NS
Ri2 NS NS ¥ RI2 NS - - - ] < - NS NS
RI3 NS NS NS RI3 * NS NS NS NS " NS -
Ri4 NS N3 NS A4 * NS o - = " A - NS
RH1 b NS NS AHY NS NS NS NS NS NS NS NS NS
RH2 * NS N& RH2 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
T
Tabla D3c Tabla D3d
Noesim . 5T 5E K2 ER RI1 Ri2 RI3 RI& RH1 RHZ I Noestim ST .5E-X1Z ER Rl -RI2 RI3 R4 RHI RH2
No estim MS T NE NS NS NS NE NS NS NS No estim £ YT NS NS NS NS O* NS
ST _-i NS NS NS NS NS NS NS NS ST NS NS
5& NS * * » ® * * * SE
K12 o b i
ER
Bz
Riz
RI3
El4
RH1

RH2

[0549] Las tablas D3a, D3b, D3c y D3d indican diferencias significativas entre cada tratamiento calculado con la
prueba t pareada. El lado superior derecho de la Tabla D3a y D3b da valores t para IL-8 y el lado inferior izquierdo
para IP-10, y las Tablas D3c y D3d dan los valores t para MCP-1. NS (no significativo); * (p <0,05); ** (p <0,01);); ***
(p <0,001).

[0550] Como se muestra en la Figura D4, la neutralizacion de TLR5 con un anticuerpo especifico anti-TLRS aboli6 la
respuesta inflamatoria mediada por flagelina, independientemente del origen comensal o patogénico de la flagelina.
Por lo tanto, los efectos proinflamatorios de flagelina observados en células Caco-2 dependen de la activacion de
TLR5.

Generacion de células dendriticas y cultivos derivados de médula 6sea

[0551] La médula 6sea se recogio del fémur y la tibia de ratones C3H/HeN y C57BI6. Para las células dendriticas
GMCSF derivadas, células de médula ésea se resuspendieron a 1x108/mL en RPMI suplementado con 10% FCS y
20 ng/mL rmGM-CSF y se sembraron a 10 mL/placa de 100 mm? en placas de cultivo de tejidos. Después de tres
dias de cultivo, se recogieron células poco adherentes y se volvieron a sembrar con medio suplementado con GM-
CSF a 1x1081mL en placas de cultivo tisular de 12 pocillos. En el dia 5, las células se estimularon con 100 ng/mL
flagelinas antes de ser cosechadas en el dia 6. Para las células dendriticas derivadas de FIt3L, células de médula
Osea se resuspendieron a 2x108/mL en RPMI suplementado con 10% de FCS y 200 ng/mL y se sembraron rmFIt3 a
2 mbL/pocillo en placas de cultivo tisular de 12 pocillos. Las células se cultivaron durante 10 dias con medio
suplementado con FIt3 afiadido a cada pocillo el dia 4. En el dia 9, las células se estimularon con flagelinas 100
ng/ml antes de ser cosechadas el dia 10 y se analizaron mediante citometria de flujo.

[0552] Se llevo a cabo el analisis por citometria de flujo de células dendriticas derivadas por GM-CSF/IL-4 (Figura
D5) y células dendriticas derivadas por FIt3L (Figura D6) estimuladas con flagelinas recombinantes. La flagelina Rh1
fue mas potente para inducir la respuesta celular en células dendriticas derivadas de GM-CSF/IL-4 con Ri4 y Ri3
que tienen una respuesta similar a las flagelinas comensales K12 y Er y las flagelinas patégenas SE y ST. Por el
contrario, Rh2 y Ri2 no indujeron la respuesta celular con las células dendriticas derivadas de GM-CSF/IL-4, pero
aumentaron significativamente las respuestas celulares a las células dendriticas derivadas de FIt3L. Estas flagelinas
y, en particular, Ri1, son distintivas en su capacidad para provocar diferencias en las respuestas con la activacion de
las células dendriticas derivadas de FIt3L. Esta respuesta significa la especificidad de las flagelinas en un
subconjunto especifico de células dendriticas. Estas células dendriticas derivadas de FIt3L se clasifican como
células dendriticas plasmocitoides que juegan un papel importante en la tolerancia inmunoldgica.

Modelo in vivo
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[0553] Se usaron ratones BOY/J WT y TLR5KO para evaluar la importancia funcional de R. hominis y sus flagelinas.
Los ratones fueron colonizados con R. hominis. Los animales fueron sacrificados y se realizé un muestreo de tejido
intestinal. Se recolecto el intestino delgado para el analisis inmunoldgico mediante citometria de flujo.

[0554] La citometria de flujo de poblaciones de células T, en particular, las células T reguladoras (Treg), en el
intestino delgado de lamina propia se llevé a cabo (Figura 6A y B). El porcentaje de células FoxP3+CD25+ en la
poblaciéon de células T CD4+ fue significativamente mas alto en los ratones BOY/J WT en comparacion con los
ratones TLR5KO. Esto indica que R. hominis y mas especificamente las flagelinas influyen en Treg promoviendo
células T reguladoras CD4+FoxP3+CD25+. Por lo tanto, se puede concluir que las flagelinas son importantes para
dirigir la respuesta inmune del huésped a través de interacciones TLR5.

CLAUSULAS DE RESUMEN

[0555] La presente invencion se define en las reivindicaciones. Por conveniencia, otros aspectos de la presente
divulgacion se presentan aqui a modo de clausulas numeradas.

1. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intesfinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucledtidos, para uso en la regulacién del sistema inmune de un sujeto.

2. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucleétido que codifica dicha proteina Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
de acuerdo con la clausula 1 para uso en la regulacion del sistema inmune adaptativo de un sujeto.

3. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucleétido que codifica dicha sustancia Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
segun la clausula 1 para uso en la regulacion del sistema inmune innato de un sujeto.

4. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtido, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en el mantenimiento de la homeostasis inmune en un
sujeto.

5. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en el tratamiento de un trastorno inmune en un sujeto.

6. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha proteina. Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
para uso segun la clausula 5, en la que el trastorno inmunitario se selecciona de colitis ulcerosa, reservoritis,
otras afecciones autoinmunes que incluyen artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, alergias que
incluyen enfermedad celiaca, dermatitis atopica vy rinitis.

7. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intesfinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en el tratamiento de un trastorno seleccionado de un
trastorno inflamatorio, un trastorno inmune y trastorno intestinal en un sujeto.

8. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha proteina. Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
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para uso segun la clausula 7, en donde el trastorno se selecciona de sindrome de intestino irritable (Sll)), colitis,
trastorno inflamatorio intestinal (Ell), que incluye enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, reservoritis funcional,
estrefiimiento funcional, diarrea funcional (que incluye diarrea asociada a antibiéticos, diarrea del viajero y diarrea
pediatrica), dolor abdominal funcional, hinchazén funcional, sindrome de dolor epigastrico, sindrome de angustia
posprandial, enfermedad de reflujo gastrointestinal (ERGE), enfermedades autoinmunes como diabetes, artritis,
esclerosis multiple y alergias de psoriasis, enfermedades atdpicas, por ejemplo, dermatitis atépica, enterocolitis
necrosante, otras infecciones y combinaciones de las mismas.

9. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en la mejora de la microbiota intestinal en un sujeto.

10. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en la regulacion del apetito en un sujeto.

11. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en la promocién de la salud intestinal en un sujeto.

12. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en promover células Tregs y mecanismos de tolerancia
en el sistema inmune de un sujeto.

13. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucleétido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector, y/o la célula huésped que
comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 12, que regula la induccion y/o expresion de al menos un gen
de movilizacién o quimiotaxis.

14. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia infestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha proteina. Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
para uso segun la clausula 13, que regula positivamente la expresiéon de al menos una movilizacion o
quimiotaxis. gen, y en el que dicho gen se selecciona de MobA 'y MobL.

15. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y/o la flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha proteina. La flagelina Roseburia, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
para su uso de acuerdo con cualquier clausula anterior, que regula al menos un gen seleccionado de FlaAT,
Fla2, FlaA3'y FlaB.

16. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha proteina. Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
para su uso de acuerdo con cualquier clausula anterior, que regula la expresion de al menos uno de los
siguientes: acetiltransferasa de acetilo-CoA, deshidrogenasa de 3-hidroxiacilo-CoA, deshidrogenasa de butirilo-
CoA, subunidad beta de flavoproteina de transferencia de electrones, subunidad alfa de flavoproteina de
transferencia de electrones.

17. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),

y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucleétido que codifica dicha proteina. Flagelina de Roseburia, y/o el vector, y/o la célula
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huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleodtidos,
para uso de acuerdo con cualquier clausula anterior, que regula negativamente la expresion de al menos un gen
seleccionado de Agt, Cartpt, Cck, Cxcl12 y Gceg.

18. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha proteina. Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleodtidos,
para uso de acuerdo con cualquier clausula anterior, que activa al menos un gen de respuesta inmune en el
colon o ileon.

19. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1 y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucleétido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector, y/o la célula huésped que
comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para su uso
de acuerdo con cualquier clausula anterior, que activa la respuesta inmune adaptativa regulando la induccién y/o
expresion de genes asociados con la regulacion de células T.

20. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia infestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha proteina. La flagelina de Roseburia, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleodtidos,
para su uso de acuerdo con cualquier clausula anterior que regula positivamente la expresion de al menos un
gen seleccionado de Ly6g6c y Ly6g6e en el colon ascendente.

21. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1 y/o la secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, ylo el polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula huésped que
comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso de
acuerdo con cualquier clausula anterior que regula la expresion de al menos un gen seleccionado de Tir5, Tir1,
Vinn1, Defb37, Pla2g, Muc16, Itin, Sprria, Cldn4, Pmp22, Crb3, Magi3, Marveld3, Mpp7, Defcr20, Pcgf2, Ltbp4,
Igsf8 'y Tcfe2a.

22. Uso de Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), ylo polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o
flagelina de Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una
célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, en la preparacion de un medicamento para
regular el sistema inmune de un tema.

23. Uso de Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y/o
flagelina de Roseburia, y/o el polinucleétido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétido,
segun la clausula 22 en la preparacion de un medicamento para regular el sistema inmune innato de un sujeto.

24. Uso de Roseburia (como una especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intesfinalis), y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y/o
flagelina de Roseburia, y/o el polinucledtido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétido,
segun la clausula 22 en la preparacion de un medicamento para regular el sistema inmune adaptativo de un
sujeto.

25. Uso de Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), y/lo un polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o
flagelina de Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que
comprende dicha secuencia de polinucledtidos y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una
célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, en la preparacion de un medicamento para
mantener la homeostasis inmune en un sujeto.

26. Uso de Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), ylo polipéptido FlaA1 y/o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o
flagelina de Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que
comprende dicha secuencia de polinucledtidos y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una
célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, en la preparacion de un medicamento para
tratar un trastorno inmunitario en un sujeto.
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27. Un método de regulacion del sistema inmune de un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion al
sujeto de una composicion que comprende Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la
especie bacteriana Roseburia intesfinalis), y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha flagelina de
Roseburia, ylo un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped que
comprende dicho vector y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos.

28. Un método para activar el sistema inmune innato de un sujeto, comprendiendo dicho método la
administracion al sujeto de una composicion que comprende Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de
polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha
flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped
que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleotidos.

29. Un método para activar el sistema inmune adaptativo de un sujeto, comprendiendo dicho método la
administracion al sujeto de una composicion que comprende Roseburia (tal como la especie bacteriana
Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y/o polipéptido FlaA1 y/o una secuencia de
polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha
flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped
que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétido.

30. Un método para tratar un trastorno inmune en un sujeto, comprendiendo dicho método la administracién al
sujeto de una cantidad farmacéuticamente eficaz de Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia
hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), ylo polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de
polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha
flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped
que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos.

31. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha proteina. Roseburia flagelina, y/o el vector, y/o la célula
huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos
para uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 21, o un método segun cualquiera de las clausulas
27 a 30, o un uso de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 22 a 26, en donde el sujeto es un mamifero.

32. Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia intestinalis),
y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de
Roseburia, y/o un polinucledtido que codifica dicha Roseburia flagelina, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, para uso en medicina.

33. Una composicion farmacéutica que comprende Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis,
o la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha flagelina de
Roseburia, y/lo un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos y/o una célula huésped que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos y un
excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

34. Un suplemento nutricional que comprende Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la
especie bacteriana Roseburia intestinalis), y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha flagelina de
Roseburia, ylo un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y un
excipiente, vehiculo o diluyente nutricionalmente aceptable.

35. Una composicion probidtica que comprende Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o
la especie bacteriana Roseburia intestinalis), y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha flagelina de
Roseburia, ylo un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped que comprende dicha secuencia de polinucledtidos.

36. Un pienso, producto alimenticio, suplemento dietético, suplemento nutricional o aditivo alimentario que
comprende Roseburia (como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana Roseburia
intestinalis), y/o polipéptido FlaA1, y/o una secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido, y/o flagelina
de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped que comprende dicho vector, y/o una célula huésped que
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comprende dicha secuencia de polinucleétidos.

37. Un proceso para producir una composicion farmacéutica de acuerdo con la clausula 32, comprendiendo
dicho proceso el mezclado de Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie
bacteriana Roseburia intestinalis), y/o el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho
polipéptido, y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el
vector, y/o la célula huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia
de polinucleodtidos, con un excipiente, portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

38. Un proceso para producir un suplemento nutricional de acuerdo con la clausula 33, comprendiendo dicho
proceso el mezclado de Roseburia (tal como la especie bacteriana Roseburia hominis, o la especie bacteriana
Roseburia intestinalis), ylo el polipéptido FlaA1, y/o la secuencia polinucleotidica que codifica dicho polipéptido,
y/o flagelina de Roseburia, y/o un polinucleétido que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector, y/o la
célula huésped que comprende dicho vector, y/o la célula huésped que comprende dicha secuencia de
polinucleétidos, con una nutricion adecuada excipiente, portador o diluyente.

PARAGRAFOS DE RESUMEN

[0556] Por conveniencia, otros aspectos de la presente divulgacion se presentan en este documento a modo de
parrafos numerados.

1. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la modulacion
de la inflamacioén de un tejido o un érgano en un sujeto.

2. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 1 en el que dicho polipéptido o polinucleétido
reduce la inflamacién del tejido o el érgano.

3. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 2 en el que dicho polipéptido o polinucleétido
reduce la inflamacion por las células epiteliales del tejido o el 6rgano.

4. El polipéptido o el polinucledtido segun el parrafo 3 en el que dichas células epiteliales son células epiteliales
del canal alimentario.

5. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la modulacién
de la produccion de células T en un sujeto; preferiblemente, el polipéptido o el polinucledtido aumenta la
produccion de células reguladoras T en un sujeto.

6. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la
restauracion de la tolerancia inmunoldgica.

7. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la regulacion
del sistema inmune y restauracion de la tolerancia inmunolégica de un sujeto.

8. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 7 para uso en la regulacion del sistema inmune
adaptativo de un sujeto.

9. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 7 para uso en la regulacion del sistema inmune
innato de un sujeto.

10. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en el
tratamiento de un trastorno en un sujeto, en el que dicho trastorno es un trastorno inflamatorio y/o un trastorno
autoinmune.

11. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 10 en el que dicho trastorno afecta el canal
alimentario o una seccion del mismo de dicho sujeto.

12. El polipéptido o el polinucledtido segun el parrafo 10 en el que dicho trastorno se selecciona del grupo que
consiste en artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, diabetes tipo |, enfermedad celiaca, dermatitis
atopica, rinitis, sindrome del intestino irritable (Sll), colitis, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), colitis ulcerosa,
reservoritis, enfermedad de Crohn, dispepsia funcional, enfermedades atopicas, enterocolitis necrosante y
combinaciones de los mismos.

13. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la
modulacion de células dendriticas y/o células epiteliales en un tejido o un 6rgano de un sujeto.

14. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 13 en el que dicho polipéptido o polinucleétido
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activa células dendriticas y/o células epiteliales.

15. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la regulacion
de la produccion de IL-10 y/o TGF en una célula o células de un sujeto.

16. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 15 en donde la produccion de IL-10 es por células
dendriticas.

17. El polipéptido o el polinucleétido de acuerdo con el parrafo 15 o 16, en el que dicho polipéptido o
polinucledtido regula positivamente la produccion de IL-10 y/o GF.

18. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la regulacion
de la produccion de CD40 y/o IA/IE en una célula o células de un sujeto.

19. El polipéptido o el polinucledtido segun el parrafo 18 en el que la produccion de CD40 y/o IA/I-E es por
células dendriticas.

20. El polipéptido o el polinucledtido segun el parrafo 18 o 19 en el que dicho polipéptido o polinucledtido regula
hacia arriba la produccién CD40 y/o |-A/I-E.

21. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la regulacion
de la expresion de uno o mas genes de IFN de Tipo | en una célula o células de un sujeto.

22. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleotidos que codifica dicho polipéptido para uso en la regulacion
de la expresidon de uno o mas genes proinflamatorios en una célula o células de un sujeto.

23. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido para uso en la mejora de
la microbiota intestinal en un sujeto.

24. Polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la regulacion
del apetito en un sujeto.

25. El polipéptido o polinucleétido de acuerdo con el parrafo 24 en el que dicho polipéptido o polinucleétido
estimula el apetito en el sujeto.

26. El polipéptido o polinucledtido segun el parrafo 24 o 25 en el que el nivel de colecistoquinina (Cck) y/o
glucagoén (Gceg) se reduce en la sangre de un sujeto.

27. El polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la
regulacion de la expresion del gen que codifica la colecistoquinina (Cck) y/o la expresion del gen que codifica el
glucagoén (Gceg) en una célula o células de un sujeto.

28. El polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para uso en la mejora
de la salud del canal alimentario en un sujeto.

29. El polipéptido o polinucleétido de acuerdo con uno cualquiera de los parrafos 1 a 28, en el que dicho
polipéptido o polinucleétido esta encapsulado.

30. Una composicién farmacéutica que comprende el polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido y un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

31. La composicion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 30 en donde dicho polipéptido o polinucleétido esta
encapsulado.

32. Un suplemento nutricional que comprende el polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido y un excipiente, vehiculo o diluyente nutricionalmente aceptable.

33. El suplemento nutricional de acuerdo con el parrafo 32 en el que dicho polipéptido o polinucleétido esta
encapsulado.

34. Un alimento, producto alimenticio, suplemento dietético o aditivo alimentario que comprende el polipéptido
FlaA1 o una secuencia de polinucleétido que codifica dicho polipéptido.

35. El pienso, producto alimenticio, suplemento dietético o aditivo alimentario de acuerdo con el parrafo 34 en el
que dicho pienso, producto alimenticio, suplemento dietético o aditivo alimentario esta encapsulado.
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36. Un proceso para producir una composicion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 30, comprendiendo dicho
proceso el mezclado de dicho polipéptido o polinucleétido con un excipiente, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable; opcionalmente dicho polipéptido o polinucleétido esta encapsulado.

37. Un proceso para producir un suplemento nutricional de acuerdo con el parrafo 32, comprendiendo dicho
proceso el mezclado de dicho polipéptido o polinucleétido con un excipiente, vehiculo o diluyente
nutricionalmente aceptable; opcionalmente dicho polipéptido o polinucleétido esta encapsulado.

38. Un método para modular la inflamacién de un tejido o un 6rgano en un sujeto, comprendiendo dicho método
administrar al sujeto polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y en el
que se modula la inflamacién del tejido u 6rgano en el sujeto.

39. Un método para modular la produccion de células T en un sujeto, comprendiendo dicho método la
administracion del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y en el
que la produccion de células T en el sujeto esta modulada, en particular, células reguladoras T.

40. Un método para regular el sistema inmune de un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion del
polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido, y en el que el sistema
inmune del sujeto esta regulado.

41. Un método para tratar un trastorno en un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion del
polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, donde dicho trastorno es un
trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune.

42. Un método para modular células dendriticas y/o células epiteliales en un sujeto, comprendiendo dicho
método la administracion del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido,
y en el que las células dendriticas y/o células epiteliales en el sujeto estan moduladas.

43. Un método para regular la produccion de IL-10 y/o TGFB en una célula o células de un sujeto,
comprendiendo dicho método la administracién del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido para el sujeto, y en el que esta regulada la produccion de IL- 10 y/o GFf en una célula
o células del sujeto.

44. Un método para regular la produccion de CD40 y/o I-A/I-E en una célula o células de un sujeto,
comprendiendo dicho método la administracién del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que
codifica dicho polipéptido para el sujeto, y en el que esta regulada la produccion de CD40 y/o I-A/I-E en una
célula o células del sujeto.

45. Un método para regular la expresion de uno o mas genes de IFN Tipo | en una célula o células de un sujeto,
comprendiendo dicho método la administracion del polipéptido FlaA1 o una secuencia polinucleotidica que
codifica dicho polipéptido en la que esta regulada la expresion de uno o mas genes IFN Tipo | en una célula o
células del sujeto.

46. Un método para regular la expresion de uno o mas genes proinflamatorios en una célula o células de un
sujeto, comprendiendo dicho método la administracion del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos
que codifica dicho polipéptido, donde esta regulada la expresién de uno o mas genes proinflamatorios en una
célula o células del sujeto.

47. Un método para mejorar la microbiota intestinal en un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion
del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido y en el que se mejora la
microbiota intestinal en un sujeto.

48. Un meétodo para regular el apetito en un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion del
polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido y en el que esta regulado el
apetito en el sujeto.

49. Un método para regular la expresion del gen que codifica la colecistoquinina (Cck) y/o la expresion del gen
que codifica el glucagon (Gcg) en una célula o células de un sujeto, comprendiendo dicho método la
administracion del polipéptido FlaA1 o una secuencia polinucleotidica que codifica dicha polipéptido y en el que
esta regulada la expresion del gen que codifica la colecistoquinina (Cck) y/o la expresion del gen que codifica el
glucagoén (Gceg) en una célula o células del sujeto.

50. Un método para mejorar la salud del canal alimentario en un sujeto, comprendiendo dicho método la

administracion del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido, y en el
que se mejora la salud del canal alimentario en un sujeto.
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51. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para modular la inflamacién de un tejido o un érgano en un sujeto.

52. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para modular la produccion de células T en un sujeto.

53. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para regular el sistema inmune de un sujeto.

54. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno en un sujeto, en el que dicho trastorno es un
trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune.

55. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para modular células dendriticas y/o células epiteliales en un tejido o un 6rgano
de un sujeto.

56. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para regular la produccion de IL-10 y/o TGFB en una célula o células de un
sujeto.

57. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para regular la produccion de CD40 y/o I-A/I-E en una célula o células de un
sujeto.

58. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para regular la expresiéon de uno o mas genes de IFN Tipo | en una célula o
células de un sujeto.

59. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para regular la expresion de uno o mas genes proinflamatorios en una célula o
células de un sujeto.

60. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para mejorar la microbiota intestinal en un sujeto.

61. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para regular el apetito en un sujeto.

62. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para regular la expresion del gen que codifica la colecistoquinina (Cck) y/o la
expresion del gen que codifica el glucagon (Gcg) en una célula o células de un sujeto.

63. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para mejorar la salud del canal alimentario en un sujeto.

64. Uso del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicho polipéptido para la
fabricacion de un medicamento para restaurar la tolerancia inmunolégica en un sujeto.

65. Un método para restablecer la tolerancia inmunoldgica en un sujeto, comprendiendo dicho método la
administracion del polipéptido FlaA1 o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicho polipéptido y en el
que se restablece la tolerancia inmunoldgica en un sujeto.
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Reivindicaciones

1. Flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un
vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped, que incluye bacterias, que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, para uso en el tratamiento y/o prevencion de un trastorno inflamatorio y/o un trastorno autoinmune
en un sujeto.

2. La flagelina de Roseburia, y/o la secuencia de polinucleétidos, y/o el vector, y/o la célula huésped, incluyendo
bacterias, que comprenden dicho vector, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, para el uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha flagelina de Roseburia se
selecciona del grupo que consiste en:

polipéptidos que tienen al menos un 75% de identidad a SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8,
SEQ ID N° 10 o SEQ ID N° 12 o variantes, homélogos, fragmentos o derivados de los mismos y combinaciones
de los mismos; y en donce la secuencia de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia se
selecciona del grupo que consiste en:

secuencias de polinucleétidos que codifican un polipéptido que tiene al menos un 75% de identidad con SEQ
ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 10 o SEQ ID N° 12 o variantes, homologos,
fragmentos o derivados de los mismos;

secuencias de polinucleétidos que tienen al menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3,
SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 7, SEQ ID NO 9 o SEQ ID NO 11 o variantes, homélogos, fragmentos o derivados
de los mismos;

y combinaciones de los mismos.

3. La flagelina de Roseburia, y/o la secuencia de polinucleétidos, y/o el vector, y/o la célula huésped, incluyendo
bacterias, que comprenden dicho vector, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, para su uso segun la reivindicacion 1, donde dicho trastorno se selecciona del grupo
que consiste en artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, diabetes tipo |, enfermedad celiaca, dermatitis
atopica, rinitis, sindrome del intestino irritable (IBS), colitis, trastorno inflamatorio del intestino (IBD), colitis ulcerosa,
reservoritis, enfermedad de Crohn, dispepsia funcional, enfermedades atoépicas, enterocolitis necrosante vy
combinaciones de las mismas.

4. La flagelina de Roseburia, o una secuencia de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un
vector que comprende dicha secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped, incluyendo bacterias, que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicho polinucleétido
secuencia, para uso segun la reivindicacion 1 en la que la flagelina de Roseburia, o la secuencia de polinucleétidos
que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o la
célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicho vector, y/o la célula huésped, que incluye bacterias, que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos aumenta la produccion de células reguladoras T en un sujeto.

5. La flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un
vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped, incluyendo bacterias, que
comprende dicho vector y/o una célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, para su uso segun la reivindicacion 1, en donde la flagelina de Roseburia, o la secuencia de
polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicho el vector, y/o la célula huésped,
que incluye bacterias, que comprende dicha secuencia de polinucleétidos aumenta la produccién de IL-10 y/o TGFf
en una célula o células de un sujeto.

6. La flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un
vector que comprende dicha secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped, incluyendo bacterias, que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 donde la flagelina de Roseburia, o la secuencia de
polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicho vector, y/o la célula huésped, que
incluye bacterias, que comprende dicha secuencia de polinucleétidos aumenta la produccion de marcadores de
superficie celular implicados en respuestas inmunes y reconocimiento de antigenos tales como CD40, I-A/I-E,
CD317/BST-2, CD103, CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H y/o la especie equivalente en una célula o células de un
sujeto.

7. La flagelina de Roseburia, y/o la secuencia de polinucleétidos, y/o el vector, y/o la célula huésped, incluyendo
bacterias, que comprenden dicho vector, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, para su uso segun la reivindicacion 6 en donde la produccion de marcadores de
superficie celular implica respuestas inmunitarias y reconocimiento de antigenos tales como CD40, I-A/I-E,
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CD317/BST-2, CD103, CD80, CD86, CD83 y/o Siglec-H y/o la especie equivalente es por células dendriticas.

8. La flagelina de Roseburia, y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un
vector que comprende dicha secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped, que incluye bacterias, que
comprende dicho vector y/o célula huésped, incluidas bacterias, que comprende dicha secuencia de polinucledtidos,
para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 donde la flagelina de Roseburia, o la secuencia de polinucleétidos
que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o el vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o la
célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicho el vector, y/o la célula huésped, que incluye bacterias,
que comprende dicha secuencia de polinucleétidos disminuye la expresion de uno o mas genes de IFN tipo | en una
célula o células de un sujeto.

9. El uso de flagelina de Roseburia y/o una secuencia de polinucleétidos que codifica dicha flagelina de Roseburia,
y/o un vector que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y/o una célula huésped, que incluye bacterias, que
comprende dicho vector, y/o una célula huésped, que incluye bacterias, que comprende dicha secuencia de
polinucledtidos, para estimular el apetito en un sujeto.

10. El uso de flagelina de Roseburia, y/o la secuencia de polinucleotidos, y/o el vector, y/o la célula huésped, que
incluye bacterias, que comprende dicho vector, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha
secuencia de polinucleétidos, segun la reivindicacion 9 en el que el nivel de colecistocinina (Cck) y/o glucagén (Gcg)
se reduce en la sangre de un sujeto.

11. Una composicion farmacéutica y/o un suplemento nutricional que comprende flagelina de Roseburia, y/o una
secuencia de polinucledtidos que codifica dicha flagelina de Roseburia, y/o un vector que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o una célula huésped, que incluye bacterias, que comprende dicho vector, y/o una
célula huésped, que incluye bacterias, que comprende dicha secuencia de polinucleétidos, y un excipiente, vehiculo
o diluyente farmacéutica y/o nutricionalmente aceptable.

12. La composiciéon farmacéutica y/o suplemento nutricional de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde dicho
marcador de flagelina de Roseburia, y/o dicha secuencia de polinucleétido, y/o dicho vector, y/o dicha célula
huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicho vector, y/o dicha célula huésped, que incluye bacterias, que
comprende dicha secuencia de polinucleétidos, esta encapsulada.

13. La composicion farmacéutica y/o suplemento nutricional de acuerdo con la reivindicacion 11 o la reivindicacion
12 para su uso en el tratamiento de un trastorno en un sujeto, en el que el trastorno es un trastorno inflamatorio y/o
un trastorno autoinmune.

14. La composicion farmacéutica y/o la nutricion como complemento de la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12 al
estimular el apetito de un sujeto.

15. Un procedimiento para producir una composicion farmacéutica y/o suplemento nutricional de acuerdo con la
reivindicacion 11, comprendiendo dicho proceso el mezclado de dicha flagelina de Roseburia, y/o dicha secuencia
de polinucleétido, y/o dicho vector, y/o dicha célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicho vector, y/o
dicha célula huésped, que incluye bacterias, que comprende dicha secuencia de polinucledtidos, con un excipiente,
vehiculo o diluyente farmacéutica o nutricionalmente aceptable; opcionalmente, la flagelina de Roseburia, y/o dicha
secuencia de polinucledtidos, y/o dicho vector, y/o dicha célula huésped, que incluye bacterias, que comprenden
dicho vector, y/o dicha célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha secuencia de polinucledtidos, se
encapsula.

16. La flagelina de Roseburia, y/o la secuencia de polinucledtidos, y/o el vector, y/o la célula huésped, incluyendo
bacterias, que comprenden dicho vector, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende dicha
secuencia de polinucledtidos, para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, la
composicion farmacéutica y/o suplemento nutricional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11-14 y
el proceso de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que dicha flagelina de Roseburia se deriva o es derivable de
Roseburia hominis.

17. La flagelina de Roseburia hominis, y/o la secuencia de polinucledtidos, y/o el vector, y/o célula huésped,
incluyendo bacterias, que comprende dicho vector, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende
dicha secuencia de polinucledtidos, para el uso de acuerdo con la reivindicacion 16 donde dicha flagelina de
Roseburia hominis es un polipéptido que tiene al menos 99% de identidad con SEQ ID NO 2 o SEQ ID NO 4, y en
donde la secuencia de polinucleétidos que codifica flagelina de Roseburia hominis es una secuencia de
polinucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos 99% de identidad con SEQ ID NO 2 0 SEQID NO 4, o
una secuencia de polinucleétidos que tiene al menos 99% de identidad con SEQ ID NO 1 o SEQ ID NO 3.

18. La flagelina de Roseburiahominis, yl/o la secuencia de polinucleétidos, y/o el vector, y/o la célula huésped,

incluyendo bacterias, que comprende dicho vector, y/o la célula huésped, incluyendo bacterias, que comprende
dicha secuencia de polinucledtidos, para el uso de acuerdo con la reivindicacién 16 o 17 en donde dicha flagelina de
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Roseburia hominis tiene la secuencia polipeptidica mostrada como SEQ ID NO 2 o SEQ ID NO 4, y en donde la
secuencia de polinucledtidos que codifica flagelina de Roseburia hominis tiene la secuencia polinucleotidica que
codifica un polipéptido que tiene la secuencia mostrada como SEQ ID NO 2 o SEQ ID NO 4, o la secuencia de
polinucleétidos mostrada como SEQ ID NO 1 o SEQ ID NO 3.
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CLUSTAL 2.1 Alineacion de secuencia multiple que confirma secuencia de nucleétido de flagelina y
numero de acceso.

RiFlal ATGCGTGGCGGAGACAATAGAAGGAGAAACAGAATGAGAATTAATTACAATGTGTCAGCA 60
RIEEV02820 ATGCGTGGCGGAGACAATAGAAGGAGAAACAGAATGAGAATTAATTACAATGTGTCAGCA 60

RIFlal GCGATTGCGAATAAACATTTACTTGGAATTGAGGATAATTTAAGTGCATCGATGGAACGG 120
RIEEV02820 GCGATTGCGAATAAACATITACTTGGAATTGAGGATAATTTAAGTGCATCGATGGAACGG 120

RIFlal CTTTCATCGGGACTTAAGATCAACCATTCCAAGGACAATCCGGCAGGAATGGCTATTTCC 180
RIEEV02820 CTTTCATCGGGACTTAAGATCAACCATTCCAAGGACAATCCGGCAGGAATGGCTATTTCC 180

RiFlal AACAAGATGAAAGCACAGATTGATGGTTTAAACCGGGUTTCCCAGAATGCATCGGATGGT 240
RIEEV02820  AACAAGATGAAAGCACAGATTGATGGTTTAAACCGGGCTTCCCAGAATGCATCGGATGGT 240

RiFlal ATTTCTGTTATTCAGATCGCAGATGGTGCGCTGAGTGAAACGACCAGTATTTTACAGCGT 300
RIEEV02820 ATTTCTGTTATTCAGATCGCAGATGGTGCGCTGAGTGAAACGACCAGTATTTTACAGCGT 300

RIFlal ATGAGAGAACTTTCCGTGCAGGCAGCGAGTGATGCAACAATGACACCGGCGGATAAAGAA 360
RIEEV02820 ATGAGAGAACTTTCCGTGCAGGCAGCGAGTGATGCAACAATGACACCGGCGGATAAAGAA 360

RiFlal GCAATCCAGAAAGAAATCACTTCATTAAAAGATGAAGTTGACCGTATTTCTACAGATACA 420
RIEEV02820 GCAATCCAGAAAGAAATCACTTCATTAAAAGATGAAGTTGACCGTATTTCTACAGATACA 420

RiFlal GAGTATAACAGCAAAACACTTTTAGATGGTTCATTAGATACCAGGGTTTACACCAAAAAT 480
RIEEV02820 GAGTATAACAGCAAAACACTTTITAGATGGTTCATTAGATACCAGGGTTTACACCAAAAAT 480

RiFlal GCAACAAGAGTGGACATTTCTGATCATGTGAAAGCAGGACAGTATCAGCTTTCCATTGAT 540
RIEEV02820 GCAACAAGAGTGGACATTTCTGATCATGTGAAAGCAGGACAGTATCAGCTTTCCATTGAT 540

RiFlal ACTGCAGCTACACAGGCCGGACCGGTAACAGCAAATCAGAATTATAATTCCACAGCACCG 600
RIEEV02820 ACTGCAGCTACACAGGCCGGACCGGTAACAGCAAATCAGAATTATAATTCCACAGCACCG 600

PP « « [ ———

FIG. C1
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RIEEV02820
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RiFlal
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Riflal
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GTCGGTGCGTCCGGAACAATGAGTATTAATGGTTCTAAAGTAGAGATAGAGGCAGCCGAC 660
GTCGGTGCGTCCGGAACAATGAGTATTAATGGTTCTAAAGTAGAGATAGAGGCAGCCGAL 660

ACCTATGCGGAGGCTTTTGAGAAGATCAGAAATGCAGCAGAGACTGGTGAAACAACCGTT 720
ACCTATGCGGAGGCTTTTGAGAAGATCAGAAATGCAGCAGAGACTGGTGAAACAACCGTT 720

AAGATTGAAAAGAATGGAGCACTTTCATTTACCGCAGAACAGTACGGAATGTCAAGCATC 780
AAGATTGAAAAGAATGGAGCACTTTCATTTACCGCAGAACAGTACGGAATGTCAAGCATC 780

TTAGAGATCGCATTTGATGATAAGCAGCTTGCTAATGCACTTGGATTTACAGCAGACGGA 840
TTAGAGATCGCATTTGATGATAAGCAGCTTGCTAATGCACTTGGATTTACAGCAGACGGA 340

GGAAACAGTGTTGTAGAAGATCCAGAGAATAAAGGCAGCTATGTATACGGACAGATTCAG 900
GGAAACAGTGTTGTAGAAGATCCAGAGAATAAAGGCAGCTATGTATACGGACAGATTCAG 900

AATGGCAAAGTGATCGTACCTTCCGGTACAGATGCCGAAGTAACGCTCACAAAACCGAGT 960
AATGGCAAAGTGATCGTACCTTCCGGTACAGATGCCGAAGTAACGCTCACAAAACCGAGT 960

GATGGAACCGGATTTGGTGATACAGCTACGGTAAAAACAGATGGAAATAAGATTACGGTT 1020
GATGGAACCGGATTTGGTGATACAGCTACGGTAAAAACAGATGGAAATAAGATTACGGTT 1020

ACAGACAGAGCCGGATTTGAGATGTCATTTCITGCTGATGCAGGTTATACGGGTAAGCTG 1080
ACAGACAGAGCCGGATTTGAGATGTCATTTCTTGCTGATGCAGGTTATACGGGTAAGCTG 1080

GATTTTGATGTCACGGATATCGGAACGATGGCACTTCATATTGGAGCAAATGAGGATCAG 1140
GATTTTGATGTCACGGATATCGGAACGATGGCACTTCATATTGGAGCAAATGAGGATCAG 1140

GAAACAAGAGTGCGTATTCCGGAGGTTTCCTGCAAGAGCCTTTACATTGATGATGCAGAC 1200
GAAACAAGAGTGCGTATTCCGGAGGTTTCCTGCAAGAGCCTTTACATTGATGATGCAGAC 1200

GTGACGACTGTAAATGGAGCAGGCAGAGGTATCACACAGTTTGACGATGCCATTTCAAAG 1260
GTGACGACTGTAAATGGAGCAGGCAGAGGTATCACACAGTTTGACGATGCCATTTCAAAG 1260

GTCAGTGAAGTGCGTTCAAGACTTGGTGCATACCAGAATCGTCTTGAGAGTACGGTATCA 1320
GTCAGTGAAGTGCGTTCAAGACTTGGTGCATACCAGAATCGTCTTGAGAGTACGGTATCA 1320

AGCCTGGATACGTTTGAAGAAAATATGACAGGAGCCCAGTCACGACTGACAGATGCGGAT 1380
AGCCTGGATACGTTTGAAGAAAATATGACAGGAGCCCAGTCACGACTGACAGATGLGGAT 1380

ATGGCATCGGAAATGACAGATTATACACATCAGAATGTATTAAATCAGGCAGCAATCTCT 1440
ATGGCATCGGAAATGACAGATTATACACATCAGAATGTATTAAATCAGGCAGCAATCTCT 1440

GTTTTGACACAGGCAAACGATCTGCCACAGCAGGTATTGCAGATTCTGCAGTAA 1494
GTTTTGACACAGGCAAACGATCTGCCACAGCAGGTATTGCAGATTCTGCAGTAA 1494

FIG. C1 Cont
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CLUSTAL 2.1 Alineacién de secuencia multiple

ATGGTAGTTAATCATAATATGGCATTGATCTGTGAGAGTAGACAGTTACGATGTAATGTG 60
ATGGTAGTTAATCATAATATGGCATTGATCTGTGAGAGTAGACAGTTACGATGTAATGTG 60

AAGAACATGGAGAAGTCTTCAAAAAAGCTGGCAACAGGTTATAAATTGCTTGGAGCAAAT 120
AAGAACATGGAGAAGTCTTCAAAAAAGCTGGCAACAGGTTATAAATTGCTTGGAGCAAAT 120

GATGATGCAGCAGGATTACAGATATCAGAAACCATGCGTCATCAGACCAGAGGTCTTAAC 180
GATGATGCAGCAGGATTACAGATATCAGAAACCATGCGTCATCAGACCAGAGGTCTTAAC 180

AAAGCATCCAGAAATTCGCAAGATGGAATTAGTATGCTGCAGACAGCAGATGCAGCATTA 240
AAAGCATCCAGAAATTCGCAAGATGGAATTAGTATGCTGCAGACAGCAGATGCAGCATTA 240

CAGGAGACACAGGAAGTGTTGGATCGAATGACGGATCTGACAACACAGGCAGCTAATGAT 300
CAGGAGACACAGGAAGTGTTGGATCGAATGACGGATCTGACAACACAGGCAGCTAATGAT 300

ATCAATACGGATGCGGATCGTCGTGCAATTCAGGATGAAATCGATCAGTTAAATCAGGAA 360
ATCAATACGGATGCGGATCGTCGTGCAATTCAGGATGAAATCGATCAGTTAAATCAGGAA 360

GTGGATCGTATTGCATATACGACGAATTTTAATCAGCAGTATATATTAGCGGATGGAACT 420
GTGGATCGTATTGCATATACGACGAATTTTAATCAGCAGTATATATTAGCGGATGGAACT 420

CCGCAGGCAAGACCAGGATACTATATGATACAGACAGGAAGTCTTGCGGGACAGGGAATA 480
CCGCAGGCAAGACCAGGATACTATATGATACAGACAGGAAGTCTTGCGGGACAGGGAATA 480

GAGATTAAGTTTGTTAATGCGAGCAAAGAGAGCTTGGGTGTGGACAAGGTTGATGTATCA 540
GAGATTAAGTTTGTTAATGCGAGCAAAGAGAGCTTGGGTGTGGACAAGGTTGATGTATCA 540

TCGCATGCAAAAGCGACAGAATCTATAGCAGTGGTACAGAATGCAATTGAAAAGGCAGCF 600
TCGCATGCAAAAGCGACAGAATCTATAGCAGTGGTACAGAATGCAATTGAAAAGGCAGCT 600

TCGTTTAGAGATACATTTGGGGCACAACAGGAGCGGTTAGAACACGCATTGCGTGGAACG 660
TCGTTTAGAGATACATTTGGGGCACAACAGGAGCGGTTAGAACACGCATTGCGTGGAACG 660

GATAATACATCAGAAAGTACACAGAGGGCAGAATCAAGTAGACGCGATACCAACATGAAT 720
GATAATACATCAGAAAGTACACAGAGGGCAGAATCAAGTAGACGCGATACCAACATGAAT 720

ATGGAGATGGTACAATATTCTACAAACCGTATTTTAGTACAGGCATCTCAGAGTATTTTA 780
ATGGAGATGGTACAATATTCTACAAACCGTATTTTAGTACAGGCATCTCAGAGTATTTTA 780

GCACAGTACAATGATGATGCAAAATATGTGTTGGAAATGTTAAAATAG 828
GCACAGTACAATGATGATGCAAAATATGTGTTGGAAATGTTAAAATAG 828

FIG. C2
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CLUSTAL 2.1 Alineacién de secuencia multiple

ATGGTAGTACAGCACAATATGACCGCAATGAATGCGAACAGAATGTTAGGCGTTACAACA 60
ATGGTAGTACAGCACAATATGACCGCAATGAATGCGAACAGAATGTTAGGCGTTACAACA 60

AGCGCACAGGCAAAATCTTCAGAGAAATTATCTTCTGGTTACAGAATCAACCGTGCAGGT 120
AGCGCACAGGCAAAATCTTCAGAGAAATTATCTTCTGGTTACAGAATCAACCGTGCAGGT 120

GATGACGCTGCTGGTTTAACAATTTCTGAGAAGATGAGAAGCCAGATCCGTGGATTAAAC 180
GATGACGCTGCTGGTTTAACAATTTCTGAGAAGATGAGAAGCCAGATCCGTGGATTAAAC 180

AAAGCTTCTGACAACGCACAGGATGGTATTTCCTTAATCCAGGTTGCTGAGGGTGCATTA 240
AAAGCTTCTGACAACGCACAGGATGGTATTTCCTTAATCCAGGTTGCTGAGGGTGCATTA 240

TCTGAGACACATTCTATCTTACAGCGTATGAATGAGTTAGCTACTCAGGCTGCTAACGAT 300
TCTGAGACACATTCTATCTTACAGCGTATGAATGAGTTAGCTACTCAGGCTGCTAACGAT 300

ACCAATACAACTGCTGATAGAGGAGCTATTCAGGATGAGATCAACCAGTTAACATCTGAG 360
ACCAATACAACTGCTGATAGAGGAGCTATTCAGGATGAGATCAACCAGTTAACATCTGAG 360

ATTAACAGAATCTCTTCTACAACTCAGTTCAATACTCAGAACCTCATCGATGGTACATIC 420
ATTAACAGAATCTCTTCTACAACTCAGTTCAATACTCAGAACCTCATCGATGGTACATTC 420

GCAAATAAAAACCTTCAGGTTGGTTCTATCTGTGGACAGAGAATTACTGTTTCTATCGAC 480
GCAAATAAAAACCTTCAGGTTGGTTCTATCTGTGGACAGAGAATTACTGTTTCTATCGAC 480

AGTATGTCTGCTGGTAGCTTAAATGTATCTGCTAACTTAGTAAAGGTTAACACTTTCAGT 540
AGTATGTCTGCTGGTAGCTTAAATGTATCTGCTAACTTAGTAAAGGTTAACACTTICAGT 540

GCAGCAGGTGAAGCAATGTCCAATATTCAGGGTGCTATTTCTGCAATTTCTACACAGCGT 600
GCAGCAGGTGAAGCAATGTCCAATATTCAGGGTGCTATTTCTGCAATTTCTACACAGCGT 600

TCTTACTTAGGAGCTCTTCAGAATCGTCTGGAGCATACAATCTCCAACTTGGACAACATT 660
TCITACTTAGGAGCTCTTCAGAATCGTCTGGAGCATACAATCTCCAACTTGGACAACATT 660

TCTGAGAATACTCAGTCTGCTGAATCTCGTATCCGTGATACAGATATGGCTGAAGAGATG 720
TCTGAGAATACTCAGTCTGCTGAATCTCGTATCCGTGATACAGATATGGCTGAAGAGATG 720

GTTACTTACAGCAAGAACAATATTCTTGCTH CAGGCAGGACAGTCT ATGCTTGCTCAGGCT 780
GTTACTTACAGCAAGAACAATATTCTTGCTCAGGCAGGACAGTCTATGCTTGCTCAGGCT 780

AACCAGTCTACTCAGGGTGTACTTTCTCTGTTACAGTAA 819
AACCAGTCTACTCAGGGTGTACTTTCTCTGTTACAGTAA 819

FIG. C3
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CLUSTAL 2.1 Alineacién de secuencia multiple

ATGGCAATGGTAGTACAGCACAACATGTCCGCAATGAATGCGAACAGAAATITAGGTGTT 60
ATGGCAATGGTAGTACAGCACAACATGTCCGCAATGAATGCGAACAGAAATTTAGGTGTT 60

ACAACAGGAATGCAGGCAAAATCATCAGAGAAGTTATCTTCCGGTTACAAGATCAACCGT 120
ACAACAGGAATGCAGGCAAAATCATCAGAGAAGTTATCTTCCGGTTACAAGATCAACCGT 120

GCAGCAGATGATGCAGCAGGACTTTCTATTTICTGAGAAGATGAGAAGCCAGATCCGCGGT 180
GCAGCAGATGATGCAGCAGGACTTTCTATTTCTGAGAAGATGAGAAGCCAGATCCGCGGT 180

TTAAATAAAGCATCTGACAATGCACAGGATGGTATCTCTTTAATCCAGACCGCTGAGGGA 240
TTAAATAAAGCATCTGACAATGCACAGGATGGTATCTCTTTAATCCAGACCGCTGAGGGA 240

GCATTAAATGAGTCCCACTCTATTITACAGAGAATGAGAGAGTTATCCGTACAGGCAGCC 300
GCATTAAATGAGTCCCACTCTATTTTACAGAGAATGAGAGAGTTATCCGTACAGGCAGCC 300

AACGGTACAGAGACAGATGACGACCGCGAGGCAGTACAGAACGAGGTTTCCCAGTTACAG 360
AACGGTACAGAGACAGATGACGACCGCGAGGCAGTACAGAACGAGGTTTCCCAGTTACAG 360

GAAGAGCTGACAAGAATTTCTGAGACAACAGAGTTCAACACGATGAAGCTGCTGGATGGT 420
GAAGAGCTGACAAGAATTTCTGAGACAACAGAG TTCAACACGATGAAGCTGCTGGATGGT 420

TCTCAGAGTGGAAGTACATCTTCAACCGGGTCAGGTCCGAAGTTTGGTGTTGTAGATGCA 480
TCTCAGAGTGGAAGTACATCTTCAACCGGGTCAGGTCCGAAGTTTGGTGTTGTAGATGCA 480

ACATTAGACGGTGCACTTGTAACATCTAACGTGAAAGGTATTAAAGTAGCAACAGCAGCT 540
ACATTAGACGGTGCACTTGTAACATCTAACGTGAAAGGTATTAAAGTAGCAACAGCAGCT 540

GCCACAACAACAAAGGCAGGTCAGGAGACTGCTATCTGGGCTGCTGATGGAAAGACATTA 600
GCCACAACAACAAAGGCAGGTCAGGAGACTGCTATCTGGGCTGCTGATGGAAAGACATTA 600

ACTTTAAATCTTTCGAAAAATAAGGTATATACACAGGACGAAATTGATGACTTGATCGCA 660
ACTTTAAATCTTTCGAAAAATAAGGTATATACACAGGACGAAATTGATGACTTGATCGCA 660

AATGCAAAACAGGAAGACAGTTCTGCAACGGGTGCACCGGCTGAAGTGAAAGTATCTTTA 720
AATGCAAAACAGGAAGACAGTTCTGCAACGGGTGCACCGGCTGAAGTGAAAGTATCTTTA 720

AAGAATGGTATTTTTAATGCAGATGCAGACACAACTGCCGGAACTGTAACAGCCGGTGGT 780
AAGAATGGTATTTTTAATGCAGATGCAGACACAACTGCCGGAACTGTAACAGCCGGTGGT 780
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GTGAAGGCAGTATCTGATGAAGGAACAGTAACTGGATTTGTTGGTGCAGATACAATTTCA 840
GTGAAGGCAGTATCTGATGAAGGAACAGTAACTGGATTTGTTGGTGCAGATACAATTTCA 840

TTTACGGCAAATAAGTATGGAGCAGAGTTCAATGATACTGTATTTAAATTCAAATTTGAT 900
TITACGGCAAATAAGTATGGAGCAGAGTTCAATGATACTGTATITAAATTCAAATTTGAT 900

AAGGCAGCAGGCAAAGAAGAAGTAGAGACAAATACAGCAATTGAAATTGATGGAGCAAAT 960
AAGGCAGCAGGCAAAGAAGAAGTAGAGACAAATACAGCAATTGAAATTGATGGAGCAAAT 960

GCGGTAACAGCAGGTGAATATACAATTCATCTTGCAGCAGGCAAAGAATATACGGCAGAA 1020
GCGGTAACAGCAGGTGAATATACAATTCATCTTGCAGCAGGCAAAGAATATACGGCAGAA 1020

GATTTAGAAGATGTTCTTAAAACGGCAGGATTCGACTTTGATGTTAAATTAAGTGGAAAT 1080
GATTTAGAAGATGTTCTTAAAACGGCAGGATTCGACTTTGATGTTAAATTAAGTGGAAAT 1080

ACACCAGATGAGCCAAATACTTTATITGCAACCAGTGGCGCATCAACTGTGACTGATATT 1140
ACACCAGATGAGCCAAATACTTTATTTGCAACCAGTGGCGCATCAACTGTGACTGATATT 1140

ACAATGGGTGCTGGCACCGCCGGAGCTGGTCTTGGAAGTACAGATGCTATGTGGGGGCAA 1200
ACAATGGGTGCTGGCACCGLCGGAGCTGGTCTTGGAAGTACAGATGCTATGTGGGGGCAA 1200

GCTGGTTATGACAGT-TATCTTCTGGTGCTGGCATTACCTTGCAGATTGGTGCAAATGAA 1259
GCTGGTTATGACAGTGTATCTTCTGGTGCTGGCATTACCTTGCAGATTGGTGCAAATGAA 1260

GGTCAGACCATGAGTTTCTCTATCGATGACATGAGTGCAAGAGCACTTGGCGTAGATGGC 1319
GGTCAGACCATGAGTTTCTCTATCGATGACATGAGTGCAAGAGCACTTGGCGTAGATGGC 1320

AACAAAGTTGATTTAAGCACACAGGCTGGCGCACAGAAAGCAACTGATACCATTGATGCA 1379
AACAAAGTTGATTTAAGCACACAGGCTGGUGCACAGAAAGCAACTGATACCATTGATGCA 1380

GCAATCAAGAAAGTATCTGCACAGCGTGGTAGAATGGGTGCGATCCAGAACCGTCTGGAG 1439
GCAATCAAGAAAGTATCTGCACAGCGTGGTAGAATGGGTGCGATCCAGAACCGTCTGGAG 1440

CACACCATCAGCAACCTTGATACAGCAGCAGAGAATACCCAGACTGCAGAGTCCCGTATC 1499
CACACCATCAGCAACCTTGATACAGCAGCAGAGAATACCCAGACTGCAGAGTCCCGTATC 1500

CGTGATACAGATATGGCAGAAGAGATGGTTGAGTACTCCAAGAACAACATTCTTGCACAG 1559
CGTGATACAGATATGGCAGAAGAGATGGTTGAGTACTCCAAGAACAACATTCTTGCACAG 1560

GCAGGTCAGTCTATGCTTGCACAGGCGAACCAGTCTACACAGGGTGTACTCTCCTTATTA 1619
GCAGGTCAGTCTATGCTTGCACAGGLGAACCAGTCTACACAGGGTGTACTCTCCTTATTA 1620

CAGTAA 1625
CAGTAA 1626
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