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ES 2274019 T3

DESCRIPCION

Serpin en Bifidobacteria.

La presente invencién pertenece a un gen novedoso de Bifidobacterias y a polipéptidos codificados por él. En
particular, la presente invencion pertenece a un gen que pertenece a la superfamilia de Serpin y su uso en la produccién
de Serpines bacterianas. También se proporcionan vectores, células hospedadoras, y procedimientos para producir
polinucleétidos de Serpin de bacterias y/o polipéptidos.

Las bacterias del 4cido lactico se han utilizado para la conservacién y preparacién de material de alimentacién
durante mucho tiempo teniendo beneficio del bajo pH y la accién de productos generados durante la actividad fer-
mentadora del mismo. Ademas, las bacterias del 4cido lactico estdn implicadas en la produccion de una diversidad de
productos de alimentacion diferentes, tales como queso o yogurt.

Muy recientemente las bacterias de 4cido lactico, en particular Lactobacilos y Bifidobacterias, han atraido una gran
cantidad de atencién en la que algunas cepas se han encontrado que muestran propiedades valiosas para el hombre
y animales tras la ingestion. Estas cepas, que se denominan genéricamente probidticos, se han encontrado que son
capaces de sobrevivir a las condiciones ambientales graves que prevalecen en el tracto géstrico y son capaces de al
menos colonizar de manera transitoria en la mucosa intestinal, donde se producen efectos positivos para los seres vivos
que los han incorporado.

En el documento EP 0 768 375 se describe tal cepa probidtica del grupo del género Bifidobacterium, que es capaz
de llegar a implantarse en la flora intestinal. Este Bifidobacterium se resefia para asistir en la modulacién inmune del
huésped, siendo capaz de excluir de manera competitiva la adhesion de bacterias patogenas para las células intestinales,
apoyando de esta manera el mantenimiento de la salud de los individuos.

Ademads, en el documento EP 0 577 903 se hace referencia al uso de una bacteria de acido lactico que tiene la
capacidad de reemplazar Heliobacter pilori, la causa reconocida para el desarrollo de ulceras.

También, en el documento WO 97/00078 una cepa especifica de lactobacilo, denominada Lactobacillus GC (ATCC
53103), se describe como tal probidtico. El microorganismo se puede emplear para prevenir o tratar reacciones de
hipersensibilidad inducidas por alimentos.

En vista de las propiedades valiosas que estas cepas probidticas pueden proporcionar, existe un gran deseo para
obtener informacion mas detallada acerca de la biologia de estas cepas, especialmente acerca de la interaccién con los
huéspedes, el fenomeno de supervivencia a las condiciones ambientales diferentes en el intestino asi como acerca de
la capacidad de adherirse a la mucosa del intestino. En particular su implicacién en la potenciacién del sistema inmune
y defensa contra los patégenos es de alto interés.

Por consiguiente, un problema de la presente invencion es proporcionar los datos sobre las cepas bacterianas que
muestran propiedades beneficiosas para el hombre y/o animales y ocasionalmente explicacion.

En la linea de investigacion del genoma de la cepa de Bifidobacterium probiético BL29 los presentes inventores
han encontrado sorprendentemente un gen que muestra una homologia moderada a los genes que pertenecen a la
superfamilia de Serpin (inhibidores de la serina proteasa). Los genes para tal tipo de genes se han encontrado solamente
hasta ahora en células de organismos superiores, tales como seres humanos y plantas, pero no en células bacterianas.

Por consecuencia, la presente invencidn proporciona un polinucleétido como se identifica por la SEQ ID N° 1
o partes o variantes del mismo que codifican un polipéptido funcional, dichas variantes tienen una homologia con la
SEQ ID N° 1 de aproximadamente 75%, preferiblemente 80%, mas preferiblemente 85%, incluso mds preferiblemente
90%, incluso mas preferido 95%.

De acuerdo con una realizacién alternativa la presente invencién también pertenece a un polipéptido identificado
mediante la SEQ ID N° 2 o partes funcionales o variantes del mismo, dichas variantes tienen una homologia con dicha
SEQ ID N° 2 de aproximadamente 75%, preferiblemente 80%, mas preferiblemente 85%, incluso mas preferiblemente
90%, incluso mas preferido 95%.

Los inhibidores de las serina proteasas (Serpines) comprenden un grupo diverso de proteinas que forman una su-
perfamilia incluyendo mas de 100 miembros. La mayoria de Serpines actiian como inhibidores de proteasa y estdn
implicadas en la regulacién de varios procesos fisiolégicos activados por proteinasa, importantes para el individuo,
tales como coagulacion de sangre, lisis mediada por complementos, la respuesta inmune, glomerulonefritis, sensibili-
dad al dolor, inflamacién, pancreatitis, cdncer, regulacion de la fertilizacion, infeccion bacteriana y maduracion viral.
Aunque la funcién principal de los Serpines parece que neutraliza la actividad de la serina proteasa, estos polipéptidos
también se han encontrado que juegan un papel en la matriz extracelular que remodela la migracién celular.

Los ejemplos de los Serpines incluyen, al-antitripsina, antitrombina III, inhibidor 1 del activador de plasminégeno
(PAI-1) o inhibidor 2 del activador de plasmindgeno.
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Los Serpines conocidos hasta ahora han sido el sujeto de investigacién intensiva y todos parece que tienen un
bucle caracteristico comiin, denominado el bucle del sitio reactivo (RSL), que se extiende desde la superficie de la
molécula que contiene la secuencia de reconocimiento para el sitio activo de la serina proteasa afin. La especificidad
de cada inhibidor se considera que se determina principalmente por la identidad del aminodcido que estd inmediata-
mente amino-terminal al sitio de escisién potencial del inhibidor por la serina proteasa. Este aminoacido, conocido
como el residuo del sitio Pi, se considera que forma un enlace acilo con la serina en el sitio activo de la serina
proteasa.

Los Serpines parece que actian como “inhibidores suicidas” que forman un complejo estequiométrico 1 : 1 con
la proteasa diana, bloqueando de esta manera su actividad. De acuerdo con los datos recientes se han indicado que el
inhibidor se escinde en el centro reactivo y que el complejo estd lo mds probablemente atrapado como un complejo
acilo-enzima covalente.

Ya que los Serpines estan implicados en los procesos bioldgicos sofisticados tales como la modulacién del sistema
inmune o reacciones de inflamacidn o incluso la remodelacion de la matriz extracelular o un ser vivo superior no se
ha esperado su presencia en procariotas.

Los presentes inventores son por lo tanto los primeros que han encontrado que también algunas células bacterianas
pueden contener Serpines. Sin querer estar unido a ninguna teorfa se asume actualmente que las propiedades probid-
ticas, tales como modulacién del sistema inmune o la propiedad conocida de la cepa de Bifidobacterias, a partir de las
que se derivan, puede al menos en parte deberse a la presencia del presente Serpin.

En el contexto de esta solicitud una secuencia de 4cido nucleico designara un polinucleétido como se identifica por
la SEQ ID N° 1 o partes o variantes del mismo, que producen un polipéptido funcional. Con este fin, el polinucleétido
mostrado en la SEQ ID N° 1 puede estar truncado en sus extremos hasta un grado, en el que el polipéptido resultante
todavia produce la funcién bioldgica. Del mismo modo, el polinucledtido también puede estar modificado mediante
supresion, afiadiendo o reemplazando uno o mas nucleétidos, con la condicién de que el polipéptido resultante ejerza
todavia su funcién biolégica.

De manera similar, la muestra se aplica al polipéptido descrito en esta memoria descriptiva. El término polipéptido
de acuerdo con la presente invencién designard un polinucleétido como se identifica por la SEQ ID N° 2 o partes
o variantes del mismo, que son funcionales. Por lo tanto, el polipéptido de la SEQ ID N° 2 puede estar truncado
en sus extremos hasta un grado, en el que el polipéptido todavia produce la funcién biolégica. Del mismo modo, el
polinucleétido también puede estar modificado teniendo uno o mds aminodcidos que estdn suprimidos, afadidos o
reemplazados, con la condicién de que el polipéptido resultante ejerza todavia su funcion bioldgica.

De acuerdo con una realizacion, el polinucleétido anteriormente mencionado se inserta en una célula hospedadora
adecuada y se expresa en ella. Para este propdsito, un polinucleétido de acuerdo con la presente invencion se puede
insertar en un vector adecuado, que permite la propagacion y/o expresion en la célula huésped deseada y se inserta en
ella. El vector contendrd un gen marcador que permita una propagacion estable.

Del mismo modo, el polinucleétido de acuerdo con la presente invencién también se puede incluir en el genoma
del huésped, usando el fenémeno de la recombinacién homdloga u otras técnicas, que permiten la insercién de un
acido nucleico solamente en el cromosoma del huésped. Tal técnica se describe, por ejemplo, en el documento EP 93
105 303.7, cuyo contenido se incorpora en esta memoria descriptiva como referencia.

El polinucledtido de acuerdo con la presente invencion se puede poner bajo el control de un regulén endégeno o
exdgeno, por ejemplo, un promotor, dependiendo de si el producto del gen se sobreexpresard, es decir, para recoger y
purificar el polipéptido, o expresarse hasta un cierto grado a administrar a un individuo mediante un sistema vehiculo,
tal como un microorganismo. El regulén, por ejemplo, el promotor, es preferiblemente regulable y/o inducible y se uni-
rd operativamente a la molécula codificadora mediante cualquiera de las metodologias bien reconocidas y facilmente
practicadas para realizarlo de esta manera.

Estas construcciones recombinantes se introducen después para expresion en células huéspedes adecuadas tales
como, por ejemplo, E. coli, Lactobacilos, Estreptococos o Bifidobacterias como una célula huésped hospedadora
Saccharomyces cerevisae, células de insecto, células CHO o COS como células huéspedes eucaridticas y las células
huéspedes transformadas o transducidas se cultivan en condiciones en las que permiten la expresion del gen heterélogo.
Se apreciard que el producto génico frl presente polinucledtido se someterd a glicosilacion tras la expresion en un
sistema de expresion eucaridtico.

De acuerdo con otro aspecto la presente invencién también comprende microorganismos recombinantes que con-
tienen al menos una copia del polinucleétido de acuerdo con la presente invencion. El polinucleétido se puede incluir
en un microorganismo, que se usa para administrar la sustancia diana al individuo. A este respecto son adecuadas
bacterias probidticas, ya que son capaces de pasar el tracto gastrointestinal de un individuo y llegar a implantarse al
menos en la mucosa de un huésped. En esta localizacién ejercerd su funcion bioldgica como se observa en la presente
cepa probidtica BL29, a partir de la que se deriva. Sin desear estar unido a ninguna teoria actualmente se cree que
el producto génico del presente polinucleétido estd implicado en la actividad antiinflamatoria mostrada por la cepa
de bifidobacterias BLK29. Del mismo modo, cualquier cepa bacteriana, que ya incluye un polinucledtido de acuerdo
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con la presente invencion se puede usar como una célula huésped, en la que se pueden incluir copias adicionales del
polinucleétido diana.

La célula huésped expresard el producto génico de un polinucledtido de acuerdo con la presente invencion. Por lo
tanto, las células hospedadoras se pueden utilizar para los estudios para la sintesis de un polipéptido de acuerdo con la
presente invencion a gran escala.

Una “célula huésped” de acuerdo con la presente invencion se puede obtener mediante medios recombinantes,
porque un polinucledtido de acuerdo con la presente invencion se inserta en una célula adecuada. Sin embargo, con el
fin de incrementar la cantidad de Serpin de Bifido en las Bifidobacterias que contienen tales polipéptidos cortos, las
propias Bifidobacterias se pueden someter a técnicas comunes de selecciéon de manera que se obtiene una cepa que
tiene una cantidad incrementada del producto génico correspondiente.

El aislamiento de la proteina se puede llevar a cabo de acuerdo con procedimientos conocidos a partir de la célula
huésped o a partir del sobrenadante de cultivo de la célula huésped. Tales procedimientos se describen, por ejemplo
por Ausubel 1., Frederick M., Current Protocols in Mol. Biol. (1992), John Wiley and Sons, Nueva York. El polipép-
tido se puede purificar después de la produccién recombinante mediante cromatografia de afinidad usando técnicas
de purificacién de proteinas conocidas, incluyendo inmunoprecipitacion, filtracién de gel, cromatofenfoque, enfoque
isoeléctrico, precipitacion selectiva, electroforesis, o similares.

La invencién ademds comprende un procedimiento para detectar un polinucleétido o un polipéptido de acuerdo
con la presente invencion, que comprende la incubacién de una muestra, por ejemplo, lisados de células o una trans-
cripcién inversa de una muestra de ARN, con cualquier polinucledtido de acuerdo con la invencion y determinando la
hibridacién en condiciones rigurosas de dicha molécula de 4cido nucleico a una molécula de 4cido nucleico diana para
la determinacidn de la presencia de una molécula de dcido nucleico, o usando anticuerpos, preferiblemente anticuerpos
monoclonales que surgen del polipéptido de acuerdo con la presente invencién. También una deteccién cuantitativa
del gen se puede realizar mediante técnicas de PCR, preferiblemente mediante el uso de RT - PCR cuantitativa que
usa, por ejemplo, el LightCycler TM de Roche Diagnostics GMBH, DE.

Ya que el gen Serpin parece estar asociado a la actividad probidtica de cepas bacterianas, el presente polinucledtido
se puede del mismo modo utilizar para investigar cepas adicionales que muestran actividades probiéticas.

Para determinar, si una cepa de bacterias dada puede ser apt, la cantidad aproximada de hibridacién del polinu-
cleétido con el 4cido nucleico diana o dcidos nucleicos de la cepa bacteriana se determina. La cantidad aproximada de
hibridacién se puede determinar facilmente cualitativamente mediante, por ejemplo, inspeccion visual tras detectar la
hibridacién. Por ejemplo, si se usa un gel para resolver dcido nucleico marcado que se hibridiza a 4cido nucleico diana
en la muestra, la banda resultante se puede inspeccionar visualmente. Del mismo modo, que con el uso de anticuerpos
FACS se puede utilizar para una medicion cuantitativa.

El polinucleétido o polipéptido de acuerdo con la presente invencién se puede utilizar para la identificacion, ca-
racterizacion y/o purificacion de moléculas que afectan al proceso bioldgico asociado a la actividad de las serina pro-
teasas. Los procesos bioldgicos ejemplares, en los que las serina proteasas estan implicadas comprenden coagulacién
de sangre, fibrinolisis, reacciones inmunes, activaciéon de complementos, recambio de matriz extracelular asociada a
respuestas inflamatorias, migracién de células y activacién de prohormonas, metdstasis de cancer.

Del mismo modo, el polinucleétido o polipéptido de acuerdo con la presente invencién también se puede usar para
el desarrollo de moléculas eventualmente adecuadas en el tratamiento y/o diagnosis de los estados patoldgicos, que
implican la actividad de las serina proteasas. Una vez que la interaccién del presente Serpin con las proteasas diana
se ha entendido, se pueden componer los agonistas o antagonistas de las proteasas, pero del mismo modo agonistas o
antagonistas de Serpines. Como se ha mencionado anteriormente, los ejemplos no limitantes de estados patolégicos
considerados por la presente invencién son coagulacién de sangre inapropiada, fibrinolisis inapropiada, reacciones
inmunes, activacion de complementos, recambio de matriz extracelular asociada a respuestas inflamatorias, migracién
de células y activacién de prohormonas, metéstasis de cancer.

El uso de diversos sistemas de modelo o estudios estructurales serdn capaces del desarrollo de agonistas y antago-
nistas especificos ttiles en la regulacion de la funcion del presente Serpin y las proteasas a las que se une. Se puede
contemplar que estos pueden ser péptidos, ligandos mutados, anticuerpos u otras moléculas capaces de interactuar con
el presente Serpin.

El polinucledétido de acuerdo con la presente invenciones pueden en Genaro utilizar para la sintesis del polipéptido
para la produccién a gran escala del mismo, mediante la expresién de una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con
la presente invencion o un vector que contiene tal secuencia de dcido nucleico en un huésped adecuado en condiciones
adecuadas para la expresion del polipéptido y recoger y purificar el polipéptido.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion sin limitarla.
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Ejemplo 1
Aislamiento del gen Serpin

En la linea de la secuenciacion del genoma de la cepa BL29 de Bifidobacterium longum mediante el procedimien-
to de la secuenciacién dirigida después de la secuenciacion automadtica fluorescente de las inserciones de clones y
ensamblaje de estas secuencias de fragmentos de nucledtidos (inserciones) mediante programas de software, se ha
encontrado. Para lograr esto, se crearon fragmentos del genoma, se ligaron en vectores adecuados para la ampliacién
y propagacién y se han secuenciado los fragmentos correspondientes. Las superposiciones y la disposicion final de los
fragmentos, la secuencia de nucleétidos de los mismos, se determinaron mediante la ayuda los software apropiados.

Las homologias de las secuencias de proteina y/o acido nucleico se han evaluado usando los siguientes algoritmos:
(1) BLASTP: Compara una secuencia duda de aminoacidos contra una base de datos de secuencias de proteina.

(2) BLASTN: Compara una secuencia duda de nucleétido contra una base de datos de secuencias de nucledti-
dos.

(3) BLASTX: Compara una secuencia duda de nucleétido traducida en todos los marcos de lectura contra una
base de datos de secuencias de proteina.

(4) TBLASTN: Compara una secuencia duda de proteina contra una base de datos de secuencias de nucleétidos
traducidos dinamicamente en marcos de lectura aU.

Se ha indicado una homologia global modesta a a-2-antiplasmin de Serpin murino conocido de aproximadamente
43%. Incluso el presente polipéptido muestra una homologia de aproximadamente 63% con el bucle del sitio reactivo
(RSL) del mismo.

Ejemplo 2
Clonacion del gen Serpin de Bifidobacterias y aislamiento del polipéptido

El polinucleédtido que codifica el Serpin supuesto de Bifidobacterias sin su péptido de sefial, se cloné en el vector de
expresion pDEST 17 de E. coli (Invitrogen Life Technologies) y la proteina correspondiente se produjo como proteina
de fusion etiquetada 6 - His en E. coli (Janknecht R y col., (1991): Proc. Natl. Acad. Sci USA: 88 (20) p. 8972 - 8976)
de acuerdo con técnicas comunes.

La proteina etiquetada 6 - His se purific6 hasta homogeneidad mediante cromatografia de afinidad de metal sobre
una matriz de niquel - dcido nitrilotriacético (Ni - NTA de Quiagen) de acuerdo con las instrucciones descritas en
el QIA - Expressionist Handbook de Quiagen, y se usé para la produccién de estudios funcionales asi como para la
produccién de anticuerpos policlonales en conejos.

Ejemplo 3
Actividad potencial antiinflamatoria de una proteina de tipo Serpin, expresada en BL29

El polipéptido como se ha aislado en el ejemplo 2 se ha usado en un ensayo hemolitico in vitro con el fin de
determinar su actividad como un Serpin.

A este extremo, se mezclaron 50 ml de dilucién de duplicacion sucesiva de un suero AB (Sigma) en una placa
de microvaloracién de 96 pocillos con 50 ml de una suspension de eritrocitos de oveja activados por anticuerpos de
oveja. Para determinar una actividad hemolitica del Serpin recombinante, 1 mg de la proteina recombinante se afiadié
a cada pocillo y la mezcla se incubé durante 1 hora a 37°C. Después la placa se centrifugé para sedimentar las células
intactas y los desechos de células y el sobrenadante se transfirieron a una nueva placa. La actividad hemolitica se
estimé midiendo la liberacién como absorbancia a 450 nm.

La actividad de Serpin de Bifidobacterium se comparé con con al-antitripsina de serpin humano (5 mg/pocillo). Se
us6 agua destilada como control positivo para obtener el 100% de a lisis de eritrocitos y suero AB inactivado humano
como control negativo (sin lisis debido a inactivacién de complementos).

Los resultados indican claramente que el Serpin recombinante de Bifidobacterias inhibian la lisis de glébulos rojos
en un grado similar a la al-antitripsina humana, un inhibidor de serina proteasa.
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ATGAGCGAGCAACTGATGGAACAGTACCGGTTGCGCGGACAACGCAAATGCCGTAACGCT
TGTATCGCCGCCATCGTGACAGTAGTGCTTGTCCTTGCCGTCGCCGGCGGCGTATGGTGG
ACGGCCGGCGATGGCAGCGCATTGGTTCGCAATATGTTCAAGCCGAAGGCCACGCCTGCC
ACGCAGCCGGTAGTCAACAGCACCGCAACCTTCGCCTACCGCACCGCACCGGAATTCCTG
GCGATGGAAGCCGGCGACCGAGGCACCGGCAATGTGAACTACTCTCCTGCTTCGATGTGG
ATGGCGTTGGCCATCGCCGCGCAGGGCGCCAATGGCACGACCCGCTCGCAACTGAACGAA
CTGCTGGGCTCCGGTTCGCTGACCGATAGCGACTACCAATCGCTGCTAAGTTCGATCAAC
GGGCAATATTCGGGGECGAAATCCGAGATGAGCGCCGCGAACTCGCTGTEGGATTGATGAC
GACTACTCTCTIGCCAGCGATTACCAATCCACCGTCAAGAAGATGTTCGAGGCCGAAGTC
ACCACGTTACCGTTCGACGATCAGGCCGCCGCCAAGATGTCCGATTGGATTGCCAAGCAT
ACGAATGGTTCGCTCAAGCCGAAGATCACGCTGCGTGACCGTGAAGTCCTGTCCATCATC
AACACCGTCTATGCGGATGGCCGCTGGAAGGATCCGTTCGAAGAGCAGTCCACCGGCAAC
GGCACCTTCCACGGCGAAGCCGGAGATGCTCAGGTGCCGATGATGCACCAGACCTTCAGC
CAAATGGCTTACGGACATGATGAGTACAACACTTGGCAGCGGGTGGAGATTCCGTTCGAC
AACGGCGGCAATCTGGCCATCGTGCTGCCGGCCGAAGGGCATTTCGACGAGTTGGCCGGC
GATGCCGAGAAGCTCAGTTGGGCGTTCGGTACATGCTCGACGGCATCCCTTGGCGAGGGC
GCAATGGGTTGCGCCGCGGACAGTATGCCCGGCTGGGGCGTCTCCGTCAACTCGGTCATG
GTGAACGTCACGCTACCGCGATTCACCATCGACAGCATGTTCGACTCGGAAGCCACCATC
AAGGCATTCGAAAAACTGGGGGTGACCGATGCGTTCAGTGCAGGCGACGCCGACTTCACC
AAGATGATCGACACCGGTTCGCACGGCGAGAACCTGTATATCGGCTCGATTCTGCAAGGC
ACGCGCATCGAGGTGAACGAAGCCGGCGCCAAGGCCATGTCCTTCACCAAGGTCGGCGCA
GACTCCGTTAGCGCGCCGGTGGACAACGTCGAGTTCACGGTGGATCGCCCATTTCTGTAT
TCGTACGTCACCCCGGACGGCATACCATTATTCATCGGTGCGGTGCGCAACCTCGGCGGA
GTCGGTCGAGAAAAC
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MetSerGluGinLeuMetGluGInTyrArgLeuArgGlyGInArgLysCysArgAsnAla
CyslieAlaAlalleValThrValValLeuValLeuAlaValAlaGlyGlyValTrpTrp
ThrAlaGlyAspGlySerAlaLeuVaiArgAsnMetPhelysProl.ysAlaThrProAla
ThrGinProValValAsnSerThrAlaThrPheAlaTyrArgThrAlaProGluPhel.eu
AlaMetGluAlaGlyAspArgGly ThrGiyAsnValAsnTyrSerProAlaSerMetTrp
MetAlaLeuAlalieAleAlaGInGlyAlaAsnGlyThrThrArgSerGinLeuAsnGlu
LeuLeuGlySerGlySerLeuThrAspSerAspTyrGinSerLeuleuSerSerlleAsn
GlyGInTyrSerGlyAlaLysSerGluMetSerAlaAlaAsnSerLeuTrplieAspAsp
AspTyrSerLeuAlaSerAspTyrGInSerThrvallyslysMetPheGluAlaGluVal
ThrThrLeuProPheAspAspGlnAlaAlaAlaLysMetSerAspTrplleAlaLysHis
ThrAsnGlySerLeuLysProLyslleThrLeuArgAspArgGluValLeuSerllelie
AsnThrValTyrAlaAspGlyArg TrpLysAspProPheGluGluGinSerThrGlyAsn
GlyThrPheHisGlyGiuAlaGlyAspAlaGinValProMetMetHisGinThrPheSer
GinMetAlaTyrGlyHisAspGluTyrAsnThrTrpGinArgVaiGlulleProPheAsp
AsnGlyGlyAsnLeuAlalleValLeuProAlaGluGlyHisPheAspGluLeuAlaGly
AspAlaGluLysLeuSerTrpAlaPheGlyThrCysSerThrAlaSerLeuGlyGiuGly
AlaMetGlyCysAlaAlaAspSerMetProGlyTrpGlyYalServalAsnSerValMet
ValAsnValThrleuProArgPheThrlleAspSerMetPheAspSerGluAlaThrile
LysAlaPheGluLysLeuGlyValThrAspAlaPheSerAlaGlyAspAlaAspPheThr
LysMetlleAspThrGlySerHisGlyGluAsnLeuTyrlleGlySerlleLeuGInGly
ThrArglieGluValAsnGluAlaGlyAlaLysAlaMetSerPheThrLysValGlyAla
AspSerValSerAlaProValAspAsnValGluPhe ThrValAspArgProPheleuTyr
SerTyrValThrProAspGlylleProLeuPhelleGlyAlaValargAsnLeuGlyGly
ValGlvGlyGluAsn
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido segun se identifica por la SEQ ID N° 1 o partes o variantes del mismo que codifica un
polipéptido funcional, dichas variantes tienen una homologia con la SEQ ID N° 1 de 75%, preferiblemente 80%, mds
preferiblemente 85%, incluso més preferiblemente 90% incluso més preferiblemente 95%.

2. Un polinucleétido segin se identifica por la SEQ ID N° 2 o partes funcionales o variantes del mismo que tienen
un grado de homologia con dicha SEQ ID N° 2 de 75%, preferiblemente 80%, mas preferiblemente 85%, incluso mas
preferiblemente 90% incluso més preferiblemente 95%.

3. Un vector que contiene un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 1.

4. Una célula huésped que contiene una o mas copias de un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 1 o un
vector de acuerdo con la reivindicacién 3.

5. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que se expresa el polipéptido de acuerdo con la
reivindicacién 2.

6. Uso de un polinucleédtido o polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 para la identifi-
cacion, caracterizacion y/o purificacion de moléculas que afectan a un proceso biolégico asociado a la actividad de las
serina proteasas.

7. Uso de un polinucleétido o polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 para el desarrollo
de moléculas para el tratamiento y diagnosis de estados patoldgicos, que implican la actividad de las serina proteasas.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 2, para la preparacién
de un vehiculo para el tratamiento y/o prevencidon de estados patoldgicos que implican la actividad de las serina
proteasas.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que el vehiculo es un medicamento, un producto alimenticio o
un suplemento de alimento.

10. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en el que el proceso bioldgico de los estados
patoldgicos se selecciona entre el grupo constituido por coagulacidon de sangre, fibrinolisis, reacciones inmunes, acti-
vacién de complementos, recambio de matriz extracelular asociada a respuestas inflamatorias, migracion de células y
activacion de prohormonas, metdstasis de cancer.

11. Un procedimiento de produccién de un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende la
expresion de un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 1 o un vector de acuerdo con la reivindicacién 3 en
un huésped adecuado y purificacién del polipéptido obtenido.

12. Un procedimiento de deteccidn de cepas probidticas, que comprende la seleccion de microorganismos con
un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacién 1 o un anticuerpo dirigido a un polipéptido de acuerdo con la
reivindicacién 2, para la presencia de dicho 4cido nucleico o dicho polipéptido y determinacién de un Serpin en los
microorganismos.

13. Un procedimiento para producir un microorganismo que expresa o sobreexpresa 1 Serpin codificado por un
nucleédtido de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende, la transformacién de un microorganismo con un poli-
nucledtido de acuerdo con la reivindicacion 1 y expresion del gen que codifica el polipéptido de Serpin.

14. Un alimento o producto alimenticio, que contiene un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacioén 1, un
polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 2, un vector de acuerdo con la reivindicacion 3 o una célula huésped de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5.
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<210>1

<211> 1395
<212> ADN
<213> Bifidobacterium longum

<400> 1

atgagcgage
tgtatcgceceqg
acggcecggeg
acgcagccqgqg
gcgatggaag
atggcgttgg
ctgectggget
gggcaatatt
gactactcte
accacgttac
acgaatggtc
aacaccqgtce
ggcaccttee
Caaatggcts
aacggcggcea
gatgccgaga
gcaatgggt=:
gtgaacqrea
daggcattag

dagatgaccy

aactgatgga
ccatcgtgac
atggcagege
tagtcaacag
ceggegaccy
ccatcgecge
ccggttcget
c€gggggcgas
ttgccagega
cgttcgacga
cgcrcaagec
atgcggatgg
acggcgaage
acggacatga
atctggezat
agotcagtte
gcgccgegga
cgstaccycy

32aasctygyg

acagtaccgg
agtagtgcett
attggttege
caccgcaace
aggcaccgge
gcagggcgee
gaccgatage
atccgagatg
ttaccaatce
tcaggecgee
gaagatcacg
ccgetggaaqg
cggagatgct
tgagtscaac
cgtgetgceg
ggcgrtcogot
cagtatgcece
attcaccatc
ggtgaccygat

3Zacggcgaqg

ttgcgeggac
gtccttgeeg
aatatgttca
ttegectace
aatgtgaact
aatggcacga
gactaccaat
agcgeegega
Accgtcaaga
gccaagatgst
ctgcgtgace
garccqgttcg
caggtgecga
acttggcage
Jccgaaggge
acatgetcga
gqetggggcy
gacagcatgr
gcgrteagty

aacctgrata

aacgcaaatg
tcgecggegg
agccgaagge
gcaccgeace
acrctectge
ccegetegea
cgctgcotaag
actecgetgtg
agatgttcga
ccgattggat
gtgaagtcet
aagagcag:c
tgatgecaceca
gggtggagat
attrcgacga
cggcateecet
tcreoqtcaa
tcgacktcgga
cagacgacygs

tegaotegat

ccgtaacget
cgtatggtgg
cacgectgceco
ggaattcctg
ctcgatgtgg
actgaacgaa
ttcgatcaac
gattgatgac
ggccgaagte
tgccaageat
gtccatcate
caceggeaac
gacctteage
tccgetegac
gttggecegge
tggcgaggge
ctcggteatg
agccaccatce
cgacttcaceo

tZtgycaagqge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
9Co
960
1020

1080
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acgcgecatcg aggtgaacga agecggcgee aaggcecatgt ccttcaccaa ggtcggcegea

gactcecgtta gegegecggt ggacaacgtc gagttcacgqgg tggatcgcce atttctgtat

tcgtacgtea ccecggacgg cataccatta ttcatceggtg cggtgegecaa ccteggegga

gtcggtggag aaaac

<210>2

<211> 465

<212> PRT

<213> Bifidobacterium longum

<400> 2
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40
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Gly
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Pro
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25

Thr
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Thr

Ile
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Leu

Ser

Gln

Phe
185

Arg
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val

Ala

Thr
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Gly

90

Ala

Leu

Ser

Asn

Ser
170

Asp

Thr

Gly

Pro

Thr

75

Asn

Ala

Gly

Ile

Ser

155

Thr

AsD

Arg

Val

Asp

Ala

60

Ala

val

Gln

Ser

Asn

140

Leu

val

Gln

Gly Gln

Val Leu
30

Gly Ser
45

Thr Gln

Pro Glu

Asn Tyr

Gly Ala

110

Gly Ser

125

Gly Gln

Trp Ile

Lys Lys

Ala Ala
130

Arg

vVal

Ala

Pro

Ser

95

Asn

Lau

Tyr

Asp

Met

175

Ala

Lys

Leu

Leu

val

Leu

90

Pro

Gly

Thr

Ser

Asp
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Phe
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Met

Ile

Ala

225

Gly

Gln

Leu
Leu

305

Ala

Met

Thr

[P
ar IS
un

Thr

Pro

Asn
463

Ser Asp
195

Thr Leu
210

Asp Gly

Thr Phe

Thr Phe

Arg val

278

?ra Ala

290

Ser Trp

Mat Gly

Ser Val

355

Asp Ala

s:zg Ile

Val Gly

Yal Asp
435

Trp

Arg

g

His

Ser

260

Glu

Glu

Ala

Cys

Met

310

Ser

Phe

His

Glu

Ala

520
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Ile Ala Lys H4is Thr Asn

Asp Arg

Trp Lys
230

Gly Glu
245

Gln Met

Ile Pro

Gly His

Phe Gly
310

Ala Ala
325

Va. Asn

Glu Ala

Gly Glu
33D

3 Pro Zhe

Glu
215

Asp

Ala

Ala

Phe

Phe

295

Thr

Val

Thr

G.y

375

Aan

val

weu

200

val

Bro

Gly

Tyr

Asp

280

Asp

Cys

Ser

Thr

Iln
360

Led

Ser

“Tye S

440

Leu Phe Ile Gly Ala Val Arg

430

455

Leu

Phe

Asp

Gly

265

Asn

Gla

Ser

Mot

Leu

345

Lys

Gly

Ala
125

Aan

Ser

Glu

Ala
250

His

Gly

Leu

Thr

Pro

330

Pro

Ala

Ile G

Ala
319

Y]
"
(6]

Tyr

Leu

Gly

Ile

Glu
238
Gln

Asp

Gly

Ala

31s

Gly

Arg

Phe

he

Val

Yal

Gly

Ser

Ils
220

Gln

Val

Glu

Asn

Gly

300

Ser

Trp

Phe

Glu

Th-

380

ARls

Thr

Gly
460

Ley Lys Pro
205

Asn Thr Vai

Ser Thr Gly

Pro Met Met
255

Tyr Asn Thr
27C

Leu Ala Ile
285

Asp Ala Glu

Leu Gly Glu

Gly Val Ser
335

Thr Ile Asp
350

Lys Leu Gly

365

Lys Mzt Ile

Ile Lzu Gln

M2t Scec Fhe

Asn Vel

Pra Asp Gly
445

Val Gly Gly

Lys

Tyr

Asn

240

dis

Txp

Val

Lys

Gly

320

val

val

Asp

Gly

100

Thr

Phe

Tie

Glu
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