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Cepas de procariotas genéticamente hipervariables

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere al campo de la medicing y la produccion industrial, en
particular al hecho de que la inactivacion en Actinchacterias, particularmente Mycobacterium y
Strepiomyces, de un homdloge del gen de origen arqueanc nucS {{ambién conocido como
endoMS vy qgue codifica una endonucleasa) aumenta dos ordenes de magnitud ia tasa de
mutacion y cerca de un orden de magnitud la frecuencia de recombinacion entre secuencias de
ADN no perfectamente homdlogas. Por tanie, la inactivacion de dicho gen ¢ cualquiera de sus
homdalogos conducird a la consfruccion de cepas gendticamente hipervariables en las que se
pueden seleccionar facilimenie varianies con caracterisiicas biomédicas y/o indistriales

beneficiosas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Todos los seres vives aseguran &l mantenimiento de su estabilidad genética mediante ef uso
de una plétora de procesoes de vigilancia y correccion del ADN. Esios procesos incluyen 1a
seleccion de base, la edicidn durante la polimerizacién, la correccidn de bases desapareadas
{(mismatch repair-MMR), la reparacidn por excision de base o nuciedtido, la reparacién por
reparacién vy el “non-homologous end joining”. Hasta la fecha, el proceso de MMR esta
altamente conservado entre los seres vives., En fodos los casoes, miembros de las familias
proteicas MulS vy Muth desempefian etapas clave en {8 correccidn de bases desapareadas.
Este sistema MMR, basade en MutS-L (que a partir de agui Hamaremos MMR candénico), es un
sistema altamente sofislicado gue detecta v elimina las bases apareadas incorrectamente en el
DNA. La pérdida de esta actividad tiene consscuencias muy importantes en los seras vivos,
come allas tasas de mulacion v ia elevacidn de la frecuencia de recombinacidn entre
secuencias de ADN no idénticas (homediogas), o qgue conduce a la pérdida de estabilidad

gensdtica y a la reduccidn del aislamienio genélico enfre especies.

Curicsamente, pese a la casi ubicuidad del sistema MMR canonice enire ios seres vivos,
exisien notables excepciones. Los genomas de muchas especies del dominio Archasa y de
casi todos los miembros del filo Aclinobacteria (dominio Bacteria), incluyendo las especies de
los géneros Mycobaclerium y Stheptomyces, secuenciados completamente carecen de
homdlogos de MutS y Mutl., Sin embargo, estos procarictas exhiben tasas y especlros
mutacionales similares a aquelias especies que poseen &l sisterna MMR candnico, o cual
sugiere la existencia de un/unos mecanismo/s responsable/s de la correccidn de bhases

desapareadas en &l ADN no identificados hasta el momento.

1
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En particular, Mycobacterium tuberculosis, la causa de la tuberculosis (TB), es el patdégeno mas
comun conocide vy la principal causa de musrie en todo o mundo debido a un solo patdgeno
bacteriano que infecta a un fercio de {a poblacidn mundial. Aungue el conirol de la enfermedad
mejord durante afos, con una disminucion en el numero absoluto de casos de tubsrculosis
desde 2008, e aumenio de cepas mulli-resistentes a los medicamentos (MDR-TB), que se
define como resisienties al menos a las dos drogas mas poderosas anti-TB, isoniazida vy
rifampicina, esta amenazando los esfuerzos de conirol. Cada afio, alrededor de 480.000
personas adquieren esta forma complicada de tuberculosis (5% de todos los casos de TB son
MDR-TE) vy 210.000 mueren. Las cepas MDR-TE musstran tasas de mortalidad mas altas y
requieren tratamientos mas largos con antibidticos de "segunda linea” menos eficaces v mas
costosos. Por otra parte, la tuberculosis extremadamente resistente (XDR-TB), una forma de
tuberculosis (otaimente resistents a casi todos los farmacos antituberculosos ha sido reportada
en tode el mundo. XDR-TB (8% de todos los casos de MDR-TR) se estd convirliendo en una
enfermedad letal que no pueden ser traladas con éxito con los antibidticos antituberculosos

actuales.

Las fuerzas evolutivas gue impulsan la aparicion y propagacion de M. {ubercuiosis resistents a
farmacos son exirinsecas, incluidos las gque segun of diagnéstico, e fratamiento vy la
idiosincrasia del paciente, e intrinseca, incluvendo sus caracteristicas genéticas y de la
poblacion. Entre los factores infrinsecos que puaden modular la svolucion a ia resistencia se ha

sugerido que Ia lasa de mutacion a3 dg gran importancia.

Como se ha indicado anteriormente, M. fuberculosis exhibe fasas de mutacion similar a ofras
especies bacterianas tales como Escherichia cofi y Pseudomonas aeruginosa, lanto in vilro
come in vivo. Mientras que un amplic conjunto de genes mutadores es5td bien caracterizado en
E. coli y P geruginesa, los mecanismos que cooperan para evitar la adquisicidn v fijacion de
mutaciones en M. {ubsrculosis siguen siendo en gran medida desconocidos. Dado que las
especies M. fuberculosis parecen estar genédticaments aisladas, adquieren resistencia a los
antibidticos exclusivamente a fravés de mutaciones cromosomicas (la mayoria de los cuales
son polimorfismos de un solo nucledtido, SNPY, podria hipotetizarse que, como olros patdégenos
baclerianos que producen infecciones cronicas como £ geruginosa en la fibrosis quistica (CF)
y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPCC), la seleccion de cepas de M. fuberculosis
con las tasas de mutacion mas altas deberia verse favorecida bajo terapia con antibidicos. Sin
embargn, este tipe de cepas hipsrmutables no se han caraclerizado hasia ahora en M

tubercuiosis.
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Debido a la falta de un sistema MMR reconocible en micobacterias, la regla de la hipermutacién
por inactivacion natural de alguno de los componentes del sistema de MMR gueda descartada
en M. fuberculiosis. Por ello, durante ados se ha buscado una posible via para la hipermutacion
en aisiados naturales de M. fuberculosis. La deficiencia en los genes que pertenecen al sistema
GO, un sistema que evita mutaciones por 8-0xo-GTP, particularmente mufT v mutY, se sugirio
como responsable de las tasas de mutacion elevadas en las cepas "Beijing” de M. fuberculosis,
va que albergan diversas sustituciones no sindnimas en el gen mutT. Sin embargo, la
redundancia en los genes mutT v el efecto leve en la tasa de mutacién cuando se inactivan en
micobacterias, sugieren un papel de menor importancia de esias sustituciones en el aumento
de las tasas de muiacidn en M. {fuberculosis. Recientemenie, se ha demosirado que la
inactivacién del dominio DnaE1 PHP en M. fubercuiosis aumenta la tasa de mutacion en tres
Srdenes de magnitud. Analisis de secuencias de Dnak7 dg un gran numero de M. fuberculosis
aislados en clinica se identificaron 3 SNP sin sentido en aproximadamente 3% de todos los
aislamientos. Sin embargo, cuande el efecto de estos cambios en la tasa de mutacidn se
estudié en e modelo sustitute de M. smegmatis, 8dlo se detectd un modesto aumento de 3
veces. Finalmente, la mutagénesis inducible se afribuye a una ADN polimerasa micobacienana
especializada, Dnak2, que aclua como una enzima propensa a emores que puaden confribuir a
la aparicidén de mutaciones de resistencia a antibidticos cuando se induce en condiciones de
estrés. Por io tanto, hasta la fecha, ninguna asociacion entre hipermutabilidad estable (es decir,
no inducible) y reparacion del ADN o polimorfismos de genes antimutadores se ha demostrado

an aislados clinicos de M. fubsrcuiosis,

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Para testar la hipdtesis de [a existencia de un nuevo sistema MMR (no-canoénico), se construyd

y se cribd una libreria de inserciones del transposdn OMycoMarT7 en Mycobacterium

smegmatis mc® 155. El chequeo de la libreria rindié un clon con una tasa de mutacién
incrementada dos 6rdenes de magnitud. El estudio en profundidad de la inserciéon y sus
consecuencias ha llevado al descubrimiento de un nuevo sistema de reparaciéon de bases
desapareadas, practicamente alternativo al MMR canénico, y que esta presente principalmente
en especies del filo Actinobacteria (dominio Bacteria), algunas terrabacterias y muchas

especies del dominio Archaea.

En particular, se analizd en primer lugar si &l genoma de micobacterias podria producir alelos
mutantes fuertes. Tras el cribade de una gran biblioleca de transposcnes en me® 155 M.
smegmatis (~11,000 clones), se caracterizd un gen (MSMEG_4823 o nucSlendoMS) que
producia un fenotips hipermutador e hiper-recombinador cuando se inaciiva. El gen ortdlogo,

SC05388, se inactivé en Streptomyces cosficolor, mostrando ) mismo fenotipe hipermutador.
3
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Ei analisis de la disiribucion taxonomica de NucS enire 3.842 proteomas demostrd que NucS y
Muts-L son practicamente excluyentes en la naturaleza (solo en 28 especies coexisten NucS v

MutSL). NucS estd totalmente ausente en eucariotas y virus.

Andlisis in silico de ia secuencia del gen MT_1321 (&l ortélogo de nueS en M. fuberculosisy en
= 1.800 genomas de M. fubercuiosis y la secuenciacion directa de 83 aislados clinicos se
identificaron 10 SNPs sin sentido. Cinco de elios gue confieren un fenotipo hipermutable claro,
con aumentos an la frecuencia de mutantes de uno a dos drdenes de magnitud por encima del
fipo silvestre, en el sistema heterdlogo de M. smegmatis. Estas observacionas se corrslacionan
con las de un modelado estructural integral de los SNFs, que ayuda a comprender los efectos

producidos por estas mutaciones.

Basandose en estos hallazgos, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un

método para ta produccidn de cepas hipermutables en microorganismos que comprende:

a. ldentificacion de la existencia del gen o genes gque codifican para lals
endonucleasa/s NucS {(secuencia de referencia NCBL NP_215837.1), ¢ de un
gen homdlogo u ortdlogo de nucS {secuencia de referencia MT_1321), en un
microorganisimo pertenecients a los dominios Bacteria o Archaea; y

b, inactivar dichos gen o genes;

donde la inaclivacidn de dicho gen/es cause que dicho microorganismo sea una cepa
hipermutable/hiper-recombinable (genéticamente hipervariable) en comparacidn con la cepa en

{a que no se ha realizado al inactivacion.

En este sentide, se hace notar que la inactivacion de dicho gen/es causa un aumento de las
frecuencias de mutacidn v recombinacidén homedloga de secuencias de ADN parcialmente
divergentes en M. smegmatis, y en todos [os organismos gue posean un sistema de reparacién
de ADN basade en NucS. Estos resultados hacen gque sea plausible que tal inactivacion en
procariotas, en particular en cualquier actinobacteria v muchas especies del dominio Archaea
incluidos, entre otros, Bifidobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Pyrococcus, Thermococous y
Halobacterium {ver listado de especies en {a {abla a continuacion), proporcione el mismo efecto
técnico, en particular, la generacidn de cepas modificadas genéticamente hipervariables. Estas
cepas modificadas genélicamente hipervariables pueden ser a su vez utilizadas para meijorar
las fermentaciones, la creacién de rutas hibridas para obtener nuevos metabolitos, incluyendo
antibicticos, aminoacidos, azucares, proteinas, efc v la biorremediacion de los productos

recaicitrantes.



WO 2017/115000

PCT/ES2017/070002

A continuacion mostramos una extensa lista de organismos procariotas donde g inactivacion

de dichos gen/es causara gue diche organismo sea una cepa hipermutable en comparacion

con la cepa en la que no se ha realizadoe tal inactivacidn:

. Actinobacteria
. (Acidimicrobiia_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)

lumatobacter_coccineus_ YM16-304

Actinomyces_massiliensis_F0489

 Actinomyces_neuii_BVS029A5
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Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria Amycolatopsis_mediterranei_(strain_S699) (Nocardia_mediterran
. (Actinobacteria_class)  ei) :
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
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. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
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Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria Clavibacter_michiganensis_subsp. sepedonicus_(strain_ ATCC_ 331
- (Actinobacteria_class)  13_ :
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. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
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. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
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. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
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. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
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. Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria

. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria Lechevalieria_aerocolonigenes_(Nocardia_aerocolonigenes)

. (Actinobacteria_class)  (Saccharothrix_aerocolonigenes)

Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
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. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
. Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
. (Actinobacteria_class)
Actinobacteria
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En una realizacidn preferida del primer aspecio de la invencion, 1a metodologia de primer
aspecto de la invencion se efectua sobre una cepa procariotica pertenecients al dominio
Bacteria, género Mycobacierium, preferiblemente al complejo Mycobacterium tubercuiosis, o al
género Strepfomyces. También preferiblements, la cepa bacleriana se refiere a ofros tipos de
actinobacteria, incluyendo, entre olros, Bifidobacterium, Nocardia y Rhodococcus. También la
cepa se refiere al dominic Archaea incluyendo, enire otros logs géneros, Pyrococous,

Thermococcus v Halobacterium.

En otra realizacion preferida dal primer aspecto de la invencidn, la cepa bacleriana se refisre a
una bacleria seleccionada de lg lista que consiste en: Mycobacterium smegmalis ©
Mycobacterium  luberculosis. Preferiblemente, dicha cepa bacleriana es Mycobacterium
smegmatis y &l locus del gen inactivado de la etapa b) es MSMEG_4823. Preferiblemente,
dicha cepa bacteriana es Mycobacterium tubercuiosis v el método comprende [a inactivacidn de

MT 1321, Mas preferiblemente, dicha cepa bacleriana es Mycobaclernum fuberculosis y dicha
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inactivacion consiste en la produccidn de un mutante con la regulacidn negativa (transcripcional

y/o post-transcripcional) de la expresidn de gen nucS.

Un sequndo aspecto de ia invencidn se reflere a un microorganismeo obtenido u obtenible por

medio del método descrito en el primer aspecto de la invencion.

Un tercer aspecio de la invencidn se refilere a un microorganismo periensciente al filo
Actinobacieria, preferentemente pertenaciente al género Mycobacterium, mas preferiblements
al complejo de Mycobacterium tuberculosis, caracterizade porque en dicha cepa del gen ©
genes capaces de codificar los nueS endonucleasa (secuencia de referencia NCBL
NF_215837.1) o una endonucieasa homdicga u ortdloga estan inactivados. Preferiblements,
dicha cepa bacteriana es Mycobaclernum smegmatis vy el locus del gen inaclivado de ia elapa b)
es MSMEG_4923. Preferiblements, dicha cepa bacteriana es Mycobacterium fuberculosis y el
método comprende la inactivacion del gen M7 1327, Mas preferiblemente, dicha cepa
bacteriana es Mycobacterium tuberculosis y dicho inaclivacidn consiste en la induccion de
cualquiera de los siguientes polimorfismos en el gen MT_1327. S38R, A1358, T168A, K184E y
S&44.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencidn, la cepa bacteriana es M.

smegmatis mc® 155.

En otra realizacidon preferida del tercer aspecto de la invencidn, ias cepas bacterianas son M.
tubsrculosis H37Ry y CDC1551.

Un cuarto aspecto de la invencion se reflere 3 una composicion que comprende la cepa
bacteriana ¢ microorganismo {al y como se define en e segundo o tercer aspecio de la

nvencion.

Un guinto aspecto de la invencion se refiere a la cepa bacleriana o microorganismo fal y como
se define an cualquiera de los aspecios segundo a cuarto de la invencidn, para usoc como

medicamento, en particular comoe vacuna.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a la cepa bacteriana ¢ microorganismo tal como se
define en cualquiera de Ios aspectos segundo a cuarto de la invencidn, para uso como vacuna
para la prevencidon de una infeccidn con una bacteria de la misma especie que la cepa

bacteriana utilizada como vacuna, preferiblemente para uso en la prevencion de tuberculosis.
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Un séptimo aspecto de la invencién se refiere a un método de administracién de una cepa
bacteriana o microorganismo tal como se define en cualquiera de los aspectos segundo a

cuarto de lainvencién, a un ser humano para prevenir la infeccion.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica, preferiblemente
una vacuna, que comprende las cepas bacterianas o microorganismo tal y como se define en

cualquiera de los aspecios segundo a cuarto de la invencion.

Un noveno aspecto de la invencién se refiere a un método para el cribado de farmacos, que

comprende:

a. Poner en contacto un farmaco, preferiblemente un antibidtico, con una cepa
bacteriana hipermutable obtenida u obtenible de acuerdo con el método del
primer aspecto de la invenciéon o con una cepa bacteriana hipermutable tal como
se define en cualquiera de ios aspectos segundo a cuarto de la invencion;

b. Determinar si dicho farmaco tiene un efecto bacteriostatico o bactericida in vitro
sobre la cepa bacteriana especifica en el paso a); y

c. Determinar la probabilidad de la cepa hipermutable para desarrollar resistencia a
los farmacos probados; y/o

d. Determinar las mutaciones que confieren resistencia, sensibilidad o tolerancia a
un determinado farmaco (dificil o imposible en algunos casos con una cepa

silvestre).

Un décimo aspecto de la invencion se refiere a un kit para llevar a cabo el método in vitro del
noveno aspecto de la invencion, que comprende:
() una cepa bacteriana o una biblioteca de cepas obtenidas u obtenibles de
acuerdo con el método del primer aspecto de la invencién o una cepa bacteriana
tal como se define en cualquiera de los aspecios segunde a cuarto de la
invencién; y

(i) opcionalmente, un farmaco o una biblioteca de farmacos a probar.

Un undécimo aspecto se refiere al uso de polimorfismos de nucS para predecir la capacidad de
las cepas clinicas de Mycobacterium para desarrollar rapidamente resistencia a antibiéticos

durante los tratamientos.

Un duodécimo aspecto de la invencién se refiere al uso de cualquiera de las cepas
hipervariables modificadas genéticamente mencionados en la presente invencién, incluyendo

bacterias y arqueobacterias, para la fermentacién o para mejorar las fermentaciones, la
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creacion de rutas hibridas para obtener nuevos metabolitos, incluyendo antibiéticos,

aminoacidos, pesticidas, proteinas, etc., y para la biorremediacion de productos recalcitrantes.

Un ultimo aspecto de la invencidn se refiere a la construccién de cepas hipervariables en las
que se fuerza mediante ingenieria genética la regulacién a voluntad de la expresién del gen
nucS o la proteina NucS. Incluye silenciado génico transcripcional y/o post-transcripcional y

cualquier otra metodologia empleada a tal efecto.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig 1. Tasas de mutacién de resistencia a rifampicina y estreptomicina de las cepas M.

smegmatis mc*155 (a) y Streptomyces coelicolor A3(2) M145 (b) y sus derivados AnucS.

Fig 2. Cambios de nucleétidos y efectos de los polimorfismos de origen natural de NucS en las
tasas de mutacion. Tasas de mutacién a Rif-R de las cepas complementadas (calculados por el
método de maxima verosimilitud de Ma, Sarkar, Sandri-mss, que se aplica en el programa
FALCOR). M. smegmatis AnucS mutante se complementa con los NucS de tipo silvestre de M.
tuberculosis (nucS-TB) y sus alelos mutados. Las barras indican los intervalos de confianza del
95% (IC). El cambio parcial indica el aumento de la tasa de mutacion de las cepas que contiene
polimorfismo con respecto a la cepa complementada con el alelo nucS de la cepa de tipo
salvaje de M. tuberculosis CDC1551-

Fig 3. Comparacién de secuencias y estructuras de NucS de P. abissy y M. tuberculosis. A) La
alineacion entre las secuencias de NucS de P. abissy y de M. tuberculosis mas conservadas.
Los cuadros sobre la alineacién indican los dominios estructurales. Las letras en rojo indican
los SNPs, las letras en purpura indican los sitios cataliticos en la proteina de arqueas (segun
Ren et al. 2009). Los asteriscos indican los SNP que confiere una tasa de mutacién = 7 veces
sobre el control. Las letras o el fondo en amarillo indican los sitios de unién al ADN de la
endonucleasa de P. abissy. El cuadro de color naranja muestra el dominio de interaccién B-
clamp. Las letras en verde indican el W esencial para la unién a ADN en la enzima de arqueas.
Los residuos aminoacidicos conservados se muestran en gris oscuro. B) Representacion
esquematica de la ubicacién y mapeo de SNP en las estructuras homodiméricas. Se muestran
vistas delanteras y traseras. Los dibujos en cian es el modelo de M. tuberculosis, mientras que
el gris es la proteina archeaeana. Las letras en rojo indican los SNPs analizados en este
estudio. El verde es el residuo de triptéfano (W) esencial para la unién al ADN en la nucleasa
de P. abissy. Los dibujos en purpura indican los sitios cataliticos mientras que la cola de unién

B-clamp putativa se muestra en naranja.
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Fig 4. Frecuencias de recombinacién de M. smegmatis mc®*155 y su derivado AnucS. Se
muestran resultados para identidades de secuencias de 100% y 90%. La cepa mutante AnucS

tiene una mayor frecuencia de recombinantes para secuencias con 90% de identidad pero no

para aquellas con 100%.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

DEFINICIONES

En el contexto de la presente invencion, el término "Actinobacteria” incluye, entre otras, cepas
de Mpycobacterium, Streptomyces, Bifidobacterium y Rhodococcus (ver lista de organismos

procariotas en la tabla arriba).

En el contexto de la presente invencién, los términos “Arqueobacteria” y “Archaea” incluyen,
entre otras, cepas de Fyrococcus, Thermococcus ¥y Halobacterium (ver lista de organismos

procariotas en la tabla de arriba)

En el contexto de la presente invencién, el término "gen MT_1321" se entiende como la

secuencia de ADN que codifica la proteina NucS en M. tuberculosis.

En el contexto de la presente invencion, el término "polipéptido o proteina NP_215837.1" se
entiende como la secuencia de aminoacidos que constituye la proteina NucS en M.

tuberculosis.

En el contexto de la presente invencidn, el término "MSMEG_4923" se entiende como la

secuencia de ADN que codifica las proteinas NucS en M. smegmatis.

En el contexto de la presente invencién, el término "cepa M. tuberculosis H37Rv" se entiende

como la cepa modelo del complejo M. tuberculosis.

En el contexto de la presente invencidn, el término "cepa M. tuberculosis CDC1551" se

entiende como la cepa modelo del complejo M. tuberculosis.

En el contexto de la presente invencion, los términos "S39R, A135S, R144S, T168A y K184E"

se entienden como los polimorfismos indicados en la Tabla 2.

En el contexto de la presente invencion, el término "cepa M. smegmatis mc* 155" se entiende

como la cepa modelo de M. smegmatis.
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En el contexto de la presente invencion, el término "cepa Streptomyces coelicolor A3(2)," se

entiende como la cepa modelo de S. coelicolor.

En el contexto de la presente invencién, el término "inactivacién" se entiende como el bloqueo
de la expresiéon de un gen especifico o de una proteina, ya sea a través de modificacion
molecular o regulacién negativa de uno o ambos. La modificacién molecular incluye el uso de
técnicas de ADN recombinante convencionales que a su vez incluye: la sustitucion de uno o
varios nucleétidos, la insercién de uno o varios nucleoétidos, la delecién parcial o completa de
un gen, disrupciones quimicamente inducida o inducida por radiacién por mutagénesis. La
regulacion negativa de la expresion de un gen o proteina incluye silenciado génico

transcripcional y/o post-transcripcional.

En el contexto de la presente invencidn, el término "AnucS" se define como la ausencia de la

endonucleasa NucS en la cepa bacteriana o arqueana.

En el contexto de la presente invencion, el término “gen ¢ genes que codifican para lals
endonucleasa/s NucS” se entiende como cualquier gen con hompologia de secuencia de ADN o
polipeptidica, obtenida esta Gltima mediante traduccidn de la secuencia génica. igualmente,
cualquier gen cuyo producto polipeptidico tenga homologia estructural con la proteina NucS de
M. tuberculosis NP_215837.1 (Publicado en Castaneda-Garcia et al. Nat. Comm. 2017).

En el contexto de la presente invencion, el término “un gen homélogo u ortélogo de nucS” se
entiende como cualquier gen con homologia de secuencia de ADN o cualquier gen cuyo
producto polipeptidico tenga homologia de secuencia o estructural con la proteina NucS de M.
tuberculosis (Publicado en Castafieda-Garcia et al. Nat. Comm. 2017), tenga o no la actividad
nucleasa definida para NucS. Preferiblemente, se consideran que dos genes son homoélogos
cuando comparten al menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al
menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95% de
identidad sobre la totalidad de la secuencia aminoacidica del producto polipeptidico para el que
codifica la secuencia del gen MT_1321 (polipéptido NP_215837.1) y realizan la misma funcién

o una funcién similar.

En af contexto de la presente invencion, &l término “cepa hipermutable en comparacidn con una
cepa en ia que no se ha realizado una inaclivacion del gen nucS o un gen homdloge u ortdlogo
de nucS” se entiende como cualquier individuo procariota que poseyendo un gen homologo u
ortdloge a nweS, se ha transformado en hipermutable mediante la inactivacién parcial o

completa del gen nucS.
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En el contexto de la presente invencién, la expresién "cantidad terapéuticamente eficaz" se
refiere a la cantidad de anticuerpos de la invencién o de las cepas bacterianas atenuadas de la
invencion que permiten producir el efecto deseado. Los adyuvantes y vehiculos
farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composiciones son
portadores conocidos por los expertos en la técnica. Las composiciones proporcionadas por
esta invencion se pueden facilitar a través de cualquier via de administracion, para lo cual dicha
composicién se formulara en la forma de dosificacién adecuada y con los excipientes que son

farmacoldgicamente aceptables para la via de administracién elegida.

En el contexto de la presente invencién, el término "vacuna" se refiere a una preparacion de

antigeno utilizado para establecer la respuesta del sistema inmune a una enfermedad.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién da a conocer los factores que promueven un fenotipo hipermutable e

hiper-recombinable (genéticamente hipervariable) en actinobacterias y arqueobacterias.

En la presente invencion, se analizd en primer lugar si el genoma de micobacterias podria
producir alelos mutantes fuertes. Tras el cribado de una gran biblicteca de transposones en
mc® 185 M. smegmatis (~11,000 clones), se caracterizd una insercidn en un gen
(MSMEG_4923 o nucSendoMS) que preduce un fenotipe hipermutador (lasa de mutacion
incrementada dos Grdenes de magniiud) & hiper-recombinador {aumentce de un drden de
magnitud de secuencias de ADN no idénticas -homedlogas) cuande se inactiva. Ademas, la
delecién precisa del gen MSMEG_4923 produjo un aumento de la tasa de mutacién (mas de
dos ordenes de magnitud mas alta que la cepa de tipo salvaje) que podrian ser rescatado por
complementacién cromosdémico con MSMEG_4923. Ef gen ortéioge, SCO5388, s¢ inactivé en
Streptomyces coelicclor, mostrando ef mismo fenolipo hipermulador. Este gen codifica una
proteina homoéloga de una endonucleasa arqueana, NucS o EndoMS. El espectro mutacional
del mutante nulo de nucS de M. smegmatis consiste casi exclusivamente en transiciones, en
contraste con la alta variabilidad que se encuentra en la cepa de tipo silvestre. La
hipermutacién, la hiper-recombinacién y el espectro mutacional especifico de transiciones son
caracteristicas especificas de la inactivacién del sistema MMR en especies con un sistema
canonico (basado en MutS-L) de reparacidbn de bases desapareadas. Estos resultados
desvelan el primer gen anti-mutador fuerte en micobacterias, la existencia de un sistema MMR

alternativo en la naturaleza, y constituyen el nucleo de la presente invencion.
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Ademas, el andlisis de la distribucion taxondmica de NucS enire 3.942 proteomas demostrd
gue Nuch estd presente en 370 organismos (60 arqueas y 310 bacterias), siendo

practicamente excluyente con MutS-L (solc en 28 especias coexisten NucS v MutSL).

El analisis in sifico de la secuencia del gen MT_1321 en = 1.800 genomas de M. fuberculosis v
la secuenciacion directa de 63 aislados clinicos se identificaron 10 SNPs sin sentido, cinco de
ellos que confieren un fenolipo hipermutable clare, con aumenios en la frecuencia de mutanies
de uno a dos Srdenes de magnitud por encima del tipo silvestre, en el sistema heterdlogo de M.
smegmatis. tstas observaciones se correlacionan con los de un modelado estructural integral

de los SNPs, que ayuda a comprender los efectos producidos por estas mutaciones.

Para predecir si algunos de estos polimorfismos podrian afectar a la actividad NucS, se
desarrollé y se analizé un modelado estructural integral de estos SNPs. El modelo bacteriano
de NucS (ID uniprot POWIYS5, en el que la serina-144, S144, fue sustituido por arginina, R,
presente en la mayoria de las secuencias de NucS M. tuberculosis) produjo puntuaciones Z>1
en los diez mejores alineaciones de plantilla (de 2,36 a 10,17) que indica que esta proteina se
puede modelar de forma fiable. Por otra parte, el modelo presenta una topologia global y
correcta, y por lo tanto se puede realizar la mutagénesis in silico. La figura 3A representa la
alineacion estructural de NucS de la arquea P. abissy y la actinobacteria M. tuberculosis, y
muestra los polimorfismos estudiados en esta invencidén. Los residuos de serina-39 (S39),
serina-54 (S54), y la alanina-67 (A67) se encuentran en el dominio N-terminal, la region
putativa de union a ADN. S54 se encuentra en la region bisagra entre los dominios, mientras
que aspartico-162 (D162), treonina-168 (T168) y lisina-184 (K184) se encuentran en el dominio
C-terminal. Residuo de valina-69 (V69) se encuentra en los limites estructurales del dominio N-
terminal mientras que el residuo de alanina-135 (A135) esta situado entre los dos dominios en

un bucle (Figura 2B).

La mayoria de las mutaciones no tenian (1<AAG<0) efectos en la estabilidad de la proteina o

presentaron un efecto leve (2<AAG<1). Por otra parte, ninguno mostré enfrentamientos

significativos en las energias de Van der Waals, lo que sugiere que todos los polimorfismos son

adecuados para el modelado. Nuestro analisis mutacional in silico de S39R, indica que las
podrian establecerse interacciones adicionales con residuos vecinos, produciendo
probablemente una distorsién de la estabilidad local. La mutacién S54| se encuentra en un
bucle expuesto, donde no se establecen mas interacciones dentro de la proteina, aunque la
interaccién con la prolina-68 vecina podria perderse. No se ganan o pierden interacciones en la
mutacion A135S. El cambio A67S crea nuevas interacciones, mientras que D162H esta
cambiando el sitio expuesto a un grupo reactivo. La mutacion T168A ha perdido todas las

interacciones con la hélice vecina R203, y la exposicion también podria ser un objetivo para la

35



10

15

20

25

30

35

WO 2017/115000 PCT/ES2017/070002

fosforilacion de Thr. K184E es un gran cambio en tamafo y carga y, dependiendo de la
colocacion espacial de E, las interacciones con Y126 podrian perderse. Por ultimo, el
polimorfismo R144S podria producir perdida de interacciones de mantenimiento de la

estructura local.

Por tanto, la modelizacion in silico de la proteina NucS de M. tuberculosis sugiere posibles
efectos de varios de los 10 polimorfismos que se encuentran en las secuencias de M.
tuberculosis ensayadas. Por lo tanto, se decidi6 estudiar estos efectos sobre la actividad NucS
en la tasa de mutacién, utilizando el sistema heterélogo de M. smegmatis mc® 155 AnucS. En
primer lugar, probamos la capacidad del gen silvestre MT_1321 de la cepa M. tuberculosis
CDC1551 (que contiene la secuencia nucS mas comun en las bases de datos de M.
tuberculosis, nombrada aqui como nucS-TB) para rescatar el fenotipo normo-mutador en la
cepa M. smegmatis mc? 155 AnucS. El gen silvestre nucS de M. tuberculosis (nucS-TB) redujo
la tasa de mutacién de 2.36x107 a 4.17x10°® (una reduccién de mas del 98% con respecto a M.
smegmatis mc* 155 AnucS), un valor practicamente idéntico al producido por la
complementacién con el gen NucS-Sm (procedente de M. smegmatis). Esto demuestra que
tanto nucS-TB como nucS-Sm son capaces de complementar la supresion de nucS de una
manera similar (Tabla 2, Figura 2). Por lo tanto, este sistema heterdlogo se puede utilizar para
estudiar el efecto de los polimorfismos naturales de NucS de las cepas clinicas de M.

tuberculosis en la tasa de mutacién.

Para caracterizar el efecto de cada polimorfismo, el gen nucS silvestre de M. tuberculosis
(nucS-TB) y los 10 nucS-TB mutagenizados, conteniendo cada uno de los polimorfismos, se
integraron en el cromosoma de M. smegmatis mc? 155 AnucS para medir el grado de
complementacion del fenotipo hipermutador. La Figura 2 muestra la variaciéon de las tasas de
mutacion de resistencia a la rifampicina de las cepas complementadas relacionados con la M.
smegmatis mc? 155 AnucS complementada con el gen silvestre MT_1321 de la cepa de control
CDC1551 (nucS-TB). Los valores de tasa de mutacion se pueden encontrar en la Tabla 2.
Siete alelos aumentaron la tasa de mutacion mas de dos veces, siendo el alelo S39R el
mutador mas fuerte, con un aumento de 83,7 veces sobre la cepa M. smegmatis mc® 155
AnucS complementados con el silvestre nucS-TB. Los alelos A135S, T168A y K184E
produjeron aumentos cerca de un orden de magnitud (8,6, 9,5 y 7,3, respectivamente).
Sorprendentemente, el alelo R144S (presente en la cepa H37Rv) produce también un 7,6
veces mayor. Tres alelos, S541, V69A, y D162H, produjeron bajos, pero estadisticamente
significativo (p <0,05), aumento alrededor de 2 veces. Por ultimo, los alelos S39G y A67S no

promovieron cambios aparentes en las tasas de mutacién.
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En resumen, la construccion de cepas genéticamente hipervariables de organismos que
poseen este sistema de prevencion de mutacién constituye una herramienta valiosa para:

- la evaluacion de las adaptaciones de M. tuberculosis a los tratamientos antimicrobianos,
incluyendo nuevos medicamentos, combinaciones de drogas (tanto antiguas como
nuevas) y otros regimenes no basados en antibidticos.

- predecir la capacidad de las cepas clinicas de M. tuberculosis para desarrollar
rapidamente la resistencia a antibiéticos durante los tratamientos, mediante la deteccion
de polimorfismos conocidos en NucS.

- Producir cepas genéticamente modificadas de Streptomyces para la mejora de
cualquier aspecto relacionado con la produccion de metabolitos de todo tipo.

- Encuanto a otras especies mencionadas a través de la presente invencion, incluyendo
bacterias y arqueobacterias, la construccion de variantes hipervariables modificadas
genéticamente serian utiles para mejorar las fermentaciones, la creaciéon de rutas
hibridas para obtener nuevos metabolitos, incluyendo antibidticos, aminoacidos,

pesticidas, proteinas, etc., y la biorremediacion de productos recalcitrantes.

Todos estos aspectos, asi como muchos otros estan claramente identificados como dentro del

alcance de proteccion de la invencion en la seccion titulada "Breve descripcién de la invencién”.

El propésito de los siguientes ejemplos es simplemente para ilustrar la invencion y no para

limitar la misma.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Materiales y Métodos

1.1. Cepas bacterianas, medios y condiciones de crecimiento. La cepa silvestre de M.
smegmatis mc® 155M y sus derivados mutantes se cultivaron a 37 °C en caldo Middlebrook 7H9
o en agar Middlebrook 7H10 (Difco) con 0,5% de glicerol y 0,05% de Tween 80, y enriquecido
con albumina-dextrosa-catalasa al 10% (Difco). Para la seleccién de cepas, los medios se
suplementaron con 25 ug/ml de kanamicina o 50 ug/ml de higromicina B, cuando fue necesario.
La cepa de Escherichia coli DH5a se cultivé a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) que contiene

50 pg/ml de kanamicina o 100 ug/ml de higromicina, cuando fue apropiado.

1.2. Generacién y cribado de biblioteca de insercion M. smegmatis @MycoMarT7. El
transposén eMycoMarT7, un sistema basado en Mariner, se utilizé para obtener inserciones

aleatorias en una cepa de M. smegmatis. Para la transduccion, los cultivos de M. smegmatis
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mc? 155 se lavaron con tampén MP (50 mM Tris-HCI pH 7,5, NaCl 150 mM, MgSO4 10 mM y
CaCl2 2 mM), se mezclaron con un caldo de fagos a una multiplicidad de infeccion de 1:10y se
incubaron (37°C, 3 h). Las células micobacterianas se sembraron en agar Middlebrook 7H10
con kanamicina (25 pg/ml). Los mutantes de insercidén se aislaron como colonias resistentes a
la kanamicina después de 3 dias de incubacién (37°C). Aproximadamente 11.000 clones se
seleccionaron al azar y se inocularon en pocillos individuales en placas de microtitulacién de 96
pocillos que contenian medio Middlebrook 7H9. Para identificar las cepas hipermutadoras, 10pl
de cada mutante se inocularon en placas de agar 7H10suplementado con varias
concentraciones de rifampicina (5, 10 y 20 pg/ml) que contenian el transposén. Los clones que
mostraron mayor numero de colonias de resistencia a la rifampicina (RIF-R) frente a la cepa de
tipo silvestre se ensayaron de nuevo dos veces y se seleccionaron para una caracterizacion

adicional.

1.3. Localizacién del sitio de insercién del transposén @MycoMarT7. Para determinar la
posicidn de insercién del transposén en el cromosoma de M. smegmatis, el ADN gendmico
purificado a partir de cada mutante seleccionado se digirié con BamHI y religado con ADN
ligasa de T4. Los plasmidos auto-ligados contenian todo el transposdén ademas del ADN
cromosémico junto al sitio de insercidn. Los plasmidos recircularizados se sometieron a
electroporacion en E. coli DH5a A pir116 y se seleccionaron en LB con kanamicina (50 pg/ml).
Después de la purificacion, los plasmidos se secuenciaron usando un cebador MycoMar-
especifico (SecMycomar) que se hibrida al lado de la unién transposén/cromosoma. Las
secuencias de ADN adyacentes a cada sitio de insercién se compararon con la secuencia del

genoma M. smegmatis para identificar el gen interrumpido.

1.4. Estimacién de las tasas de mutacién. Se utilizé un analisis de fluctuacién Luria-Delbruck
para calcular la tasa de mutacion de diversos ensayos de mutaciéon. La tasa de mutacion se
estimé mediante el método de Lea-Coulson de la mediana, que se aplicé con el programa
FALCOR. Para cada experimento de tasa de mutacion, se iniciaron 10-30 cultivos
independientes en 1 ml de caldo de Middlebrook 7H9 y el crecimiento durante 24 h (M.
smegmatis), hasta que llegaron a 10°-10% células/ml. Cada cultivo se diluyé con el fin de
inocular 1000-10000 células/ml en 5ml de medio fresco Middlebrook 7H9, evitando cualquier
mutante espontaneo anterior en los cultivos finales. Todos los cultivos se incubaron a 37 °C
con agitacion durante 1-2 dias (M. smegmatis) hasta que alcanzaron la fase estacionaria (10°-
10° células/ml) y se sembraron en medio Middlebrook 7H10 con antibiéticos: rifampicina 100

Mg/ml; estreptomicina, 50 ug/mil.

En el caso de Streptomyces coelicolor, se parti6 de 20 suspensiones independientes de
esporas ( <10° sporas/ml) generadas en MS agar. Estas suspensiones se plaquearon en MS

agar con y sin rifampicina (100 ug/ml) o estreptomicina (50 pg/ml).
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1.5 Generacion de mutantes knockout en nucS. Los mutantes de delecidn M. smegmatis A
nucS (MSMEG_4923, nucS-Sm) y Streptomyces coelicolor A3(2) M145 AnucS (SCO5388,

nucS-Sco) se generaron por sustitucion alélica. Brevemente, para el mutante M. smegmatis
AnucS, se construyé el plasmido p2NIL-AMSMEG_4923, con una delecién en fase de nucS. El
plasmido fue introducido por electroporaciéon en M. smegmatis mc® 155. Se seleccionaron

clones con doble “cross-over” y se chequearon por PCR y secuenciacion.

1.6. Analisis de polimorfismos en nucS de cepas de M. tuberculosis. Las secuencias del
producto génico MT_1321 se descargaron de Ila base de datos Ensembl
(http://bacteria.ensembl.org/index.html), los recursos del varioma de Mycobacterium
tuberculosis (http://genome.igib.res.in/tbvar/) y datos de Comas et al. S6lo se consideraron las
proteinas completas que no mostraron cambios. Alrededor de 1.000 proteinas fueron alineados
utilizando MAFFT. El andlisis de todas las secuencias de nucS en las bases de datos de cepas
clinicas de M. tuberculosis rindié la existencia de 9 mutaciones simples de cambio de
secuencia de aminoacidos. Ademas, se estudiaron las secuencias de nucS en 63 cepas
aisladas de hospitales. Las cepas se caracterizaron en términos de su perfil de sensibilidad a
los antibidticos y su genotipado en huella de ADN (RFLP y spoligotyping). Las cepas clinicas
fueron divididas en dos grupos: las cepas de TB totalmente sensibles a la droga y las cepas de
tuberculosis resistentes a multiples farmacos, resistente al menos a isoniacida y rifampicina. Un
numero seleccionado al azar de 30 cepas de cada grupo se eligieron para su posterior analisis.
En estas cepas, la secuencia nucS de M. tuberculosis se amplific6 mediante PCR, incluyendo
la regién aguas arriba con su promotor, y se secuencié para identificar cualquier SNP en el
ORF MT_1321 yl/o la regién promotora. Solo se encontré una mutacion de cambio de

aminoacido. En total se encontraron y estudiaron 10 polimorfismos en NucS.

1.7. Mutagénesis dirigida al sitio. Las 10 mutaciones puntuales especificas se introdujeron en
el gen nucS de la cepa control de M. tuberculosis CDC1551 por mutagénesis dirigida al sitio,
usando procedimientos estandar. Brevemente, la secuencia del gen nucS MT_1321 de tipo
silvestre se amplificé por PCR y se clon6 en pUC19 para ser utilizado como molde para la PCR
mutagénica. Las mutaciones especificas individuales se introdujeron en nucS por PCR (18
ciclos de amplificaciéon) utilizando la polimerasa Q5 (NEB) con los pares de cebadores
mutagénicos apropiados. Después de la reaccién PCR, una digestién Dpnl se llevé a cabo
durante 4 horas a 37 °C. Los plasmidos mutagenizados obtenidos después de la
transformacién DH5a se verificaron por secuenciacion de ADN. Todos los alelos nucS (con
diferentes mutaciones puntuales) se volvieron a clonar en pMV361 para generar un conjunto de
plasmidos de complementacion. Para poner a prueba la eficacia de cada alelo nucS para
restaurar las tasas de mutacion normales, los alelos mutados fueron integrados en el
cromosoma y se expresaron en M. smegmatis AnucS. La insercién correcta de los alelos se

verifico mediante PCR y secuenciacion.
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1.8. Anadlisis computacional de la proteina MT_1321. Dada la ausencia de datos
estructurales para la proteina NucS de M. tuberculosis, la structura 3D de la proteina NucS de
P. abyssi (PDB 2VLD chain B) fue usada como molde para nuestra modelizacion mediante I-
TASSER (Fig. 3). Esta estructura estd compuesta de dos regiones distintas: la N-terminal de
union a AND (aminoacidos 1-114) y la region catalitica C-terminal (aminoacidos 126-233). El
molde y el modelo fueron alineadas estructuralmente usando el algoritmo Combinatorial

Extension (CE), construido con PyMOL para identificar residuos relevantes.
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Cambio de Tasa de 95% ClI bio ( )
f camplio (veces
aminoacido Cambio de Mut °
codoén
mc“155 AnucS complementado con nucS de M. tuberculosis
nuc TB-WT WT (silvestre) | 4.17x10° | 3.29-5.12x10° 12
S39R AGC—AGG |3.49x107| 2.93-4.0x107 83.7
S39G AGC—>GGC |4.93x10° | 3.79-6.15x10°° 1.2
S541 AGT—ATT | 7.94x10° | 5.49-11.07x10°° 1.9
AB7S GCG—-TCG [2.78x10°| 1.87-3.84x10°® 0.7
VB9A GTG—>GCG |8.77x10° | 6.50-11.2x10° 2.1
A135S GCG—-TCG |[3.57x10°| 2.77-4.38x10°® 8.6
R144S (H37Rv) | CGC—»AGC |3.16x10°| 2.40-4.0x10°® 7.6
D162H GAC—CAC |8.98x10° | 6.42-11.80x10°® 2.2
T168A ACC—GCC |3.96x10°| 3.09-4.81x10°® 9.5
K184E AAG—>GAG | 3.06x10° | 2.37-3.75x10°® 7.3
M. smegmatis mc*155
mc?155 wit 4.57x107"°| 2.51-7.37x10"° 1b
delecion
mc®155 AnucS precisa de | 2.36x107 | 2.07-2.63x10” 516.3
nucS

mc®155 Complem. . .

8.13x10° |6.03-10.50x10° 17.81

Tabla 2
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Ejemplo 2. Resultados

2.1. ldentificacion y caracterizacién de un nuevo gen antimutador.

Para explorar si el genoma de micobacterias puede albergar alelos hipermutadores fuertes, se
generd una extensa biblioteca de mutantes de transposon, que consistia en ~ 11.000 clones
independientes de M. smegmatis mc? 155, y se cribd para los clones hipermutables. Un
mutante, con una insercién localizada en el gen MSMEG_4923, mostré un fuerte aumento de la
tasa de mutacion de resistencia a la rifampicina (RIF-R). La Busqueda en Blast de la secuencia
de proteina traducida rindié un 22,78% de identidad con NucS de la archaea hipertermofila
Pyrococcus abissy (http://www.uniprot.org/blast/). EI gen homédlogo de M. tuberculosis H37Rv
RV_1321 presenté una identidad de 26,9% con NucS de P. abissy. Articulos previos definieron
NucS de P. abissy como el primer miembro de una nueva familia de endonucleasas con, un

papel importante en la reparacién y/o replicacién de ADN, aunque sin definir hasta ahora..

Se gener6 una cepa de M. smegmatis mc? 155 que albergaba una delecion precisa del gen
MSMEG_4923 , produciendo la cepa M. smegmatis AnucS. La cepa de tipo silvestre mostré
una tasa de mutacién de resistencia a la rifampicina (RIF-R) de 4.57x10° mientras que la del
M. smegmatis AnucS fue 2.36x107 (516 veces mayor) (Figura 1A). La complementacion
cromosomica de esta delecién con el gen de tipo silvestre MSMEG_4923 rindié una tasa de
mutacién de 8.13x10° lo que significa una complementacién de mas de 96%, lo que

demuestra una funcion anti-mutadora para este gen. .

De igual forma, un mutante AnucS en S. coelicolor rinde un aumento de la tasa de mutacién

para resistencia a rifampicina y estreptomicina de dos 6rdenes de magnitud (Fig 1B).

2.2. Caracterizacion del espectro mutacional de la delecién nucS

El espectro mutacional conferido por la eliminacion nucS se caracteriz6 por la secuenciacidén de
la region que determina la resistencia a rifampicina (RRDR) en el gen diana rpoB en los
mutantes independientes 41 y 41 Rif-R tanto de M. smegmatis mc? 155 como de su derivado
AnucS. Mientras que las mutaciones espontaneas Rif-R en la cepa de tipo silvestre
representan diferentes sustituciones de bases, incluyendo transiciones, transversiones y una
delecion en fase, todas las mutaciones en AnucS fueron especificamente transiciones
(A:T—>G:C o G:C—>A:T), lo que sugiere una actividad muy especifica de NucS para evitar la

mutacion.

2.3. Busqueda de polimorfismos nucS en las bases de datos de secuencias.
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Para buscar posible hipermutadores entre las cepas clinicas de M. tuberculosis, el gen
MT_1321 de todas las cepas secuenciadas de M. tuberculosis se explord usando la base de
datos Ensembl (http://bacteria.ensembl.org/index.html), El recurso del varioma Mycobacterium
tuberculosis v (http: //genome.igib.res.in/tbvar/) y los datos se obtuvo de Comas et al. Se
encontraron un total de 9 polimorfismos de cambio de sentido. Curiosamente, uno de ellos (que
conduce al cambio de aminoacido R144S) apareci6 en un total de varias secuencias
independientes, entre ellos el de la clasica cepa modelo de control H37Rv. Por lo tanto,
decidimos designar la secuencia mas comun como el gen de tipo silvestre e incluimos el
cambio R144S, presente en H37Rv, como el polimorfismo adicional. Por otra parte, la
busqueda de polimorfismos entre M. tuberculosis clinicos aislados se realizd en dos
colecciones bien caracterizadas. El gen MT_1327 de 63 aislamientos, incluyendo 23
susceptible y 40 cepas resistentes a multiples farmacos, se amplificé por PCR con cebadores
especificos. La secuenciacion de los productos mostré que cuatro de ellos contenian una
mutacion en el gen MT_1321 que conduce al cambio Ser39-Gly en la proteina codificada.

2.4. Andlisis computacional de los polimorfismos de NucS

Para predecir si algunos de los polimorfismos podrian afectar a la actividad NucS, se desarrollé
y se analiz6 un modelado estructural integral de estos SNPs. El modelo bacteriano de NucS
(POWIY5 ID uniprot, en el que la serina-144, S144, fue sustituido por arginina, R, presente en la
mayoria de las secuencias de NucS M. tuberculosis) produjo puntuaciones Z>1 en los diez
mejores alineamientos (de 2,36 a 10,17) lo que indica que esta proteina se puede modelar de
forma fiable. Por otra parte, el modelo presenta una topologia global y correcta, y por lo tanto la
mutagénesis in silico se puede realizar. La figura 2A representa la alineacion estructural de
NucS de P. abissy y M. tuberculosis, que muestra los polimorfismos estudiados en este trabajo.
Los residuos de serina-39 (S39), serina-54 (S54), y la alanina-67 (A67) se encuentran en el
dominio N-terminal, la region putativa de union a ADN. S54 se encuentra en la region bisagra
entre los dominios, mientras que aspartico-162 (D162), treonina-168 (T168) y lisina-184 (K184)
se encuentran en el dominio C-terminal. El residuo de valina-69 (V69) se encuentra en los
limites estructurales del dominio N-terminal mientras residuo de alanina-135 (A135) esta

situado entre los dos dominios en un bucle (Figura 2B).

La mayoria de las mutaciones no tenian (<AAG<0) o presentaron leves (2<AAG<1) efectos en
la estabilidad de proteinas, segun se mididé en términos totales. Por otra parte, ninguno mostré
enfrentamientos significativos en las fuerzas de Van der Waals, lo que sugiere que todos los
polimorfismos son adecuados para el modelado. Nuestro analisis mutacional in silico de S39 a
R, indica que las interacciones adicionales podrian establecerse con residuos de vecinos, es
probable que produce una distorsion de la estabilidad local. La mutacién S54| se encuentra en

un bucle expuesto, donde no se establecen mas interacciones dentro de la proteina, aunque la
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interaccion con la prolina-68 vecina podria perderse. No se ganan o pierden interacciones en la
mutacion A135S. El cambio A67S crea nuevas interacciones dentro de las hojas, mientras que
D162H esta cambiando el sitio expuesto a un grupo reactivo. La mutacion T168A ha perdido
todas las interacciones con la hélice vecina R203, y la exposicion también podria ser un
objetivo para la fosforilacién de Thr. K184E es un gran cambio en tamanio y carga v,
dependiendo de la colocacién espacial de E, las interacciones con Y126 podria perderse. Por
ultimo, el polimorfismo R144S podria producir perdida de interacciones de mantenimiento de la

estructura local.

2.5. Efecto de los polimorfismos de nucS de M. tuberculosis sobre la tasa de mutacién.

La modelizacion in silico de la proteina nucS de M. tuberculosis sugiere posibles efectos de
varios de los 10 polimorfismos que se encuentran en las secuencias de M. tuberculosis
ensayadas. Por lo tanto, se decidioé estudiar estos efectos sobre la actividad antimutadora de
NucS, comprobando su efecto sobre la tasa de mutacion, utilizando el sistema heterdlogo de
M. smegmatis mc?155 AnucS. En primer lugar, hemos probado la capacidad del gen silvestre
MT_1321 de la cepa CDC1551 de M. tuberculosis (que contiene la secuencia nucS mas comun
en las bases de datos de M. tuberculosis) para rescatar el fenotipo normo-mutador en la cepa
M. smegmatis mc* 155 AnucS. El gen silvestre nucS de M. tuberculosis (nucS-TB) redujo la
tasa de mutacion de 2.36x107 a 4.17x10° (una reduccién de mas del 98% de la tasa de
mutacién de la M. smegmatis mc? 155 AnucS. Esto demuestra que tanto nucS-TB como nucS-
Sm (procedente de M. smegmatis) son capaces de complementar la supresion de nucS de una
manera similar. Por lo tanto, este sistema heterdlogo se puede utilizar para estudiar el efecto
de los polimorfismos de nucS de M. tuberculosis en la tasa de mutacion.

Para caracterizar el efecto de cada polimorfismo, el gen nucS silvestre de M. tuberculosis
(nucS-TB) y los 10 nucS-TB mutagenizados conteniendo cada uno de los polimorfismos se
integraron en el cromosoma de M. smegmatis mc? 155 AnucS para medir el grado de
complementacion del fenotipo hipermutador. La Figura 2 muestra la variaciéon de las tasas de
mutacion de resistencia a la rifampicina de las cepas complementadas relacionados con la M.
smegmatis mc? 155 AnucS complementada con el gen silvestre MT_1321 de la cepa de control
CDC1551. Los valores de tasa de mutacion se pueden encontrar en la Tabla 1. Siete alelos
aumentaron la tasa de mutacion mas de dos veces, siendo el alelo S39R el mutador mas
fuerte, con un aumento de 83,7 veces sobre la cepa M. smegmatis mc® 155 AnucS
complementados con el silvestre nucS-TB. Los alelos A135S, T168A y K184E produjeron
aumentos cerca de un orden de magnitud (86, 95 y 7,3, respectivamente).
Sorprendentemente, el alelo R144S (presente en la cepa H37Rv) produce también un 7,6
veces mayor. Tres alelos, S541, V69A, y D162H, produjeron bajos, pero estadisticamente
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significativo (p <0,05), aumento alrededor de 2 veces. Por ultimo, los alelos S39G y A67S no

promovieron cambios aparentes en las tasas de mutacién.
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REIVINDICACIONES

Método in vifro para la produccidn de cepas de micreorganismos pertenecientes a los
dominios Bacteria ¢ Archaea hipermutables, que comprende:

a. ldentificacidon de la existencia del gen o genes que codifican para lals
endonucleasa’s NucS (secuencia de referencia NCBI NP_215837.1), o de un
gen/es homdlogo u ortdlogo de nues (secuencia de referencia MT_1321), en un
microorganismo perteneciente a los dominios Bacteria o Archaea y

b. inactivar dichos gen o genes;

donde {a inactivacion de dicho gen/es hace que dicha cepa sea hipermutable en comparacién

con una cepa en la que no se ha realizado tal inactivacion.

~4

£l método segun la reivindicacion 1, donde e microorganismoe s una actinobacteria o

una arqueochacteria.

El método segun la relvindicacidn 2, donde la cepa &3 una actinobacteria.

El método segun la relvindicacion 3, donde 1a cepa pertenece al genero Mycobacterium,

preferidlemente al complejo Mycobacternum tubsroulosis.

El método segun g reivindicacion 4, donde la cepa se selecciona de la lista que

consiste en: Mycobacterium smegmalis y Mycobacterium tubsroulosis.

El método sequn la reivindicacidn §, donde dicha cepa es Mycobacterium smegmatis y
el locus del inactivado de la etapa b) es MSMEG_4923.

El método sequn la reivindicacion 5, donde dicha cepa es Mycobacterium tuberculosis y

el método comprende la inactivacion del gen, segun la etapa by, MT_1321.

El método segun ia reivindicacion 7, donde dicha inactivacidn consiste en a produccion
de cualquiera de los siguientes polimorfismos en la proteina NP_215837.1. S38R,
A1358, R1448, T168A y K184k o cualquiera de sus combinacionaciones.

£l método segun ia reivindicacién 3, donde dicha inactivacion consiste en la delecion

otal o parcial del gen nueS.
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

18.

20.

£l método de la reivindicacidn 3, donde {a cepa pertenece al género Strepfomyces.

El método de la reivindicacidn 3, donde la cepa se selecciona de la lista que consiste en
cualquiera de las siguientes especies bacterianas: Streptomyces ssp, Bifidobacterium,

Nocardia y Rhodococcus.

Una cepa obtenida u obtenible por medio del método de cualquiera de las

reivindicaciones anteriores.

Una cepa pertenecients a los dominios Bacteria o Archaea, caracterizado porque en
dicha cepa elios gen o genes capaces de codificar la endonucleasa NucS (NCEI
secusncia de referencia: NP_215837.1), o un genfes homdlogos u ortdlogos de nucsS,

estan inactivados parcial o fotalimente.

La cepa de la reivindicacion 13, donde la cepa bacteriana es Mycobacterium
tuberculosis y el método comprende la inactivacion del gen MT_1321, segun la etapa
b).

La cepa bacteriana de la reivindicacién 14, donde dicha inactivacion consiste en la
induccion de cualquiera de los siguientes polimorfismos en el gen MT_1327. S39R,
A1358, R1448S, T168Ay K184E, o de cualquiera de sus combinaciones.

La cepa bacteriana de la reivindicacién 13, donde dicha inactivacion consiste en la

delecidn total o parcial del gen nucS.

La cepa bacteriana de la reivindicacion 13, donde la cepa bacteriana es Mycobacterium

smegmatis y el gen inactivado es MSMEG_4923.

La cepa bacteriana de ia reivindicacion 17, donde ia cepa bacteriana es M. smegmatis
me? 155.

La cepa bacleriana de cualquiera de las reivindicacionss 14 a 16, donde la cepa

bacteriana es M. fuberculosis H37Rv y CDC1551.

Una cepa bacteriana seleccionada de la lista que consiste en cualquiera de las especies
bacterianas siguientes: Streptomyces ssp, Bifidobacterium, Nocardia o Rhodococcus,

caracterizado porque en dicha cepa el gen o genes capaces de codificar la
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

endonucleasa NucS (NCBI secuencia de referencia: NP_215837.1), ¢ un genfes

homdloge u ortélogo de nues (secuencia de referencia MT_1321), estan inactivados.

Una composicion que comprende la cepa tal y como se define en cualquiera de las

reivindicaciones 13 a 20.

Una cepa bacteriana tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20,

para su uso como medicamento, en particular como vacuna.

Uso de una cepa bacteriana tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones
13 a 20, para su uso en la elaboraciéon de una vacuna para la prevencion de una
infeccidn con una bacteria de la misma especie que la cepa bacteriana utilizada como

vacuna.

Una composicién farmacéutica que comprende las cepas bacterianas tal y como se

definen en cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20.

Un método para la deteccién de resistencia a drogas, que comprende:

a. Poner en contacto un farmaco, preferiblemente un antibidtico, con una cepa
bacteriana obtenida u obtenible de acuerdo con el método de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11;

b. Determinar si este farmaco tiene un efecto bacteriostatico o bactericida in vitro
sobre la cepa bacteriana especifica de la etapa a); y

c. Determinar la probabilidad de la cepa hipermutable de desarrollar resistencia a
los farmacos probados.

d. Determinar las mutaciones que confieren resistencia, sensibilidad o tolerancia a

un determinado farmaco.

Un kit para llevar a cabo el método de la reivindicacion 25, que comprende:
() una cepa bacteriana o una biblioteca de cepas obtenidas u obtenibles de
acuerdo con el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; y

(i) opcionalmente un farmaco o una biblioteca de farmacos para la prueba.

Uso in vitro del kit de la reivindicacién 26 para llevar a cabo el método de la

reivindicacion 25.

Uso de la cepa tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20 para la

fermentacion de cualqguier fipo de metabolito, incluido los antibidticos.
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29. Uso de la cepa tal como se define en cuslquiera de las reivindicaciones 13 a 20 para

bicremediacion.

30. Uso in vitro de la cepa tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 13 a
20, para la fermentacion o para mejorar las fermentaciones, la creacion de rutas
hibridas para obtener nuevos metabolitos, incluyendo antibidticos, aminoacidos,

pesticidas, proteinas, etc., y para la biorremediacién de productos recalcitrantes.
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smegmatis.” Journal of Bacteriology APR 2006.
31/03/2006, Vol. 188, N° 8, Paginas 3159-3161,

ISSN 0021-9193 todo el documento.

1-21y25
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Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones n®: 22-30

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Las reivindicaciones 22-30 no estan basadas en la descripcion (art. 6 PCT).

Ver Recuadro Suplementario.

3. O Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. O Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. O pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. [ pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n®:

Indicacion en cuanto a la protesta O se acompafié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pag6 en el plazo establecido para ello.

O& pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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CLASIFICACIONES DE INVENCION

C12Q1/68 (2006.01)
CI2N1/21 (2006.01)
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SUPLEMENTARIO DE RECUADRO II

En la memoria dnicamente se describe un método para la obtencién de cepas hipermutables de
microorganismos que contienen el gen/es que codifican para la/s endonucleasa/s NucS o un gen/es
homélogos u ortélogos de nucS. En ningin momento se describe un método para la deteccién de
resistencia a drogas (fAirmacos) ni un uso médico de las cepas hipermutables obtenidas mediante el método
de la invencién, ni ninguno de los otros usos reivindicados. Por lo tanto, las reivindicaciones 22-30 no
estan basadas en la descripcidn (art. 6 PCT).

Sin embargo, en cuanto la reivindicacién 25, aunque no se ha buscado un método para la deteccién de
resistencia a drogas (firmacos), si se ha buscado el uso de las cepas obtenidas por medio del método de la
invencién (el método reivindicado en la reivindicacién 1) en métodos de deteccidn de resistencia a
farmacos.
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