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NUEVA BACTERIA Y EXTRACTOS DE DICHA BACTERIA Y SU USO EN
DERMATCLOGIA

La presente invencion se refiere a una nueva cepa bacteriana aislada de
agua subterranea. La invencion ademas se refiere a extractos bacterianos y a su
uso en el contexto del tratamiento de inflamaciones.

Mas en particular; la presente invencion se refiere a nuevas composiciones
de interés en el tratamiento y la prevencion de trastornos inflamatorios, en
particular, patologias dermatoldgicas.

Las enfermedades dermatoldgicas, tales como dermatitis atépica, prurito, -
eccema Y soriasis, son cada vez mas frecuentes en nifios. La incidencia de la
dermatitis atdpica se ha duplicado o triplicado en los paises desarrollados durante
los ultimos 30 afios: 15% a 30% de los nifios y 2% a 10% de los adultos estan
afectados (Williams H. et al., JACI 2006; 118: 209-13). La dermatitis atopica es la
manifestacion cutdnea de atopia; es una dermatosis inflamatoria cronica o
eccema, que se produce debido a un conjunto de circunstancias determinadas
genéticamente. Se considera actualmente una preocupacion mayor de la salud
publica. La dermatitis atépica a menudo se asocia con otros trastornos atépicos,
tales como rinitis alérgica y asma. Esta afeccién aparece con mayor frecuencia en
la nifiez temprana, y se caracteriza por repetidos brotes durante varios afos.
Avanza con exacerbaciones, interrumpidas por remisiones espontaneas.

La calidad de vida de los pacientes que sufren de dermatitis atépica se
altera profundamente. Los tratamientos aceptados incluyen corticoesteroides
topicos e inmunomoduladores, agentes sistémicos cuyos frecuentes efectos
secundarios limitan el uso a largo plazo, y emolientes. Las terapias actuales son
reactivas ~tratamiento de los brotes— si bien ahora se cree que la intervencion
temprana focalizada en el control de los brotes y de la inflamacion cutanea puede

ser beneficiosa, tanto en términos del control de la enfermedad, como de la



potencial aparicién de asma o rinitis (Bieber, T. 2008, Afopic dermatitis, The New
England Journal of Medicine, vol. 358 (14) 1483-1494), ya que la dermatitis
atopica se considera la fase inicial del avance atépico. En la mayoria de los
casos, los tratamientos incluyen un componente local, a fin de proporcionar el
mejor alivio a los pacientes.

Los tratamientos convencionales para la dermatitis atopica, notablemente,
utilizan corticoesteroides topicos o inmunosupresores, si bien dichos tratamientos
no estan libres de efectos adversos, en particular, en nifios.

La dermatitis atépica es compleja y multifactorial. En la literatura, algunos
estudios epidemioldgicos han demostrado que el factor de “higiene” en los
entornos urbanos favorece la enfermedad, como alergia y autoinmunidad. Por otra
parte, en contextos rurales, donde el hombre estd en contacto constante con
microorganismos Y alergenos, dicha exposicion estimula el sistema inmunitario de
defensas del hombre desde el nacimiento.

En la dermatitis atopica, la funcion de barrera de la piel es debilitada y
alterada, lo que favorece la invasién y la colonizacion de patégenos (bacterias y
virus), en particular, de Staphylococcus aureus, que se sabe predomina entre las
bacterias comensales de la piel.

En términos de inmunologia, el problema es el desequilibrio de la respuesta
inmunitaria. La atopia con frecuencia se describe como una manifestacion
alérgica (mediada por IgE, dominio de citoquinas IL—4, IL-5, IL-13) o de la
respuesta Th2. Esta Ultima es mas acentuada en presencia de “estimulos
antigenos” de Staphylococcus aureus. La inmunomodulacion consiste en el
retorno de la homeostasis inmunitaria a un equilibrio de Th1/Th2.

La inmunidad innata es la respuesta primaria, rapida y no especifica de las
respuestas inmunitarias en mamiferos. Las primeras barreras de defensa de la

célula estan compuestas por receptores de tipo Toll (TLR, segin su sigla en



inglés). Cada TLR reconoce especificamente patrones moleculares asociados con
patégenos (PAMP, segln su sigla en inglés) tales como acidos nucleicos (TLR3),
péptidos, proteinas de superficie, acido lipoteicoico (TLR2), flagelos (TLR5) y
lipopolisacaridos (TLR4), que se originan a partir de microorganismos extrafos.
Una interaccién especifica entre un motivo (agonista) y un TLR dispara una
cascada de complejas reacciones que logran la transcripcion de NFkB, seguida
de la produccién de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias y de
quimioquinas (Kang et al., 2006). Otras consecuencias farmacol6gicas resultantes
son la induccién de péptidos antimicrobianos (AMP, segln su sigla en inglés), que
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de patégenos (bacterias, virus,
parésitps) (Glaser, R. et al. 2005, Nat. Immunol., 6: 57-64).

La dermatitis atépica a menudo se acompafia de picazén y prurito, de
manera de causar incomodidad y molestia en la vida diaria (rascado, pérdida de
suefio, etc.). Una de las causas de esta patologia inflamatoria se debe a la
activacion de un receptor acoplado a proteina G denominado PAR2 (receptor 2
activado por proteasa) (Steinhoff, M. et al., 2003, J. Neurosci., 23: 6176-6180).
PAR2 se expresa sobre la superficie de muchas células, en particular,
queratinocitos, células endoteliales, miocitos colonicos, enterocitos, neuronas
entéricas y células inmunitarias. Las broteasas (tripsina, triptasa), presentes en
abundancia en la epidermis, disocian el PAR2 en el término N, de manera de
exponer un péptido especifico que activa este mismo receptor (fendbmeno de
autoactivaciéon) (Vergnolle, N., 2009, Pharmacol. Ther., 123: 292—309). Este
proceso involucra la activacion del gen NFkB, seguida de la induccion de
‘citoquinas proinflamatorias, de modo de disparar la inflamacion. En este contexto,
el desarrollo de antagonistas de PAR2 o inhibidores de proteasa tiene un alto

potencial para el tratamiento del prurito patolégico.



La soriasis es también una enfermedad inflamatoria cutdnea con un avance
cronico; afecta al 2% de la poblacién. Junto con la dermatitis atépica, la soriasis
es una de las enfermedades inflamatorias cutaneas croénicas mas comunes. Se
caracteriza por el crecimiento anormal de células epidérmicas asociadas con una
reaccion inflamatoria. El mecanismo central del fenémeno de la inflamacién se
relaciona con la accion de células T del sistema inmunitario, principalmente,
células Th1 (Wilsmann-Theis, D. et al., Eur. J. Dermatol., vol. 18 (2) 172-180),
gue inician y mantienen el proceso inflamatorio y estimulan la excesiva
proliferacion de queratinocitos, que entonces proceden a través de una fase de
diferenciacion acelerada e incompleta. Los queratinocitos expresan receptores
que los hacen sensibles a la sehales inflamatorias y liberan mediadores
proinflamatorios. La inflamacion soriasica es asi mantenida por la mutua
estimulacion de células T y queratinocitos.

Por lo tanto, la enfermedad debe ser tratada a largo plazo. En
consecuencia, existe una necesidad y una alta demanda de la busqueda de
alternativas terapéuticas para estas dermatosis inflamatorias.

Puede hacerse mencion del documento de patente EP 2018891 (Guéniche
A., 2009) y del documento de Guéniche A. et al., 2006 (European Journal of
Dermatology, 16, 4, 380-384), que describen el uso de un extracto bacteriano de
Vitreoscilla filiformis (V. filiformis) para el tratamiento de la dermatitis atopica.
Dicho extracto posee la ventaja de requerir el cultivo de dicha bacteria filamentosa
V. filiformis en un medio que contiene agua mineral libre de azufre.

En este contexto, la presente invencion provee una solucién para el
tratamiento de estos trastornos inflamatorios mediante la aislacion, la
caracterizacion y la fraccionacién de una nueva bacteria nunca antes descripta.

Por primera vez, y de manera sorprendente, el Solicitante logré el

aislamiento de una cepa que pertenece a una nueva especie bacteriana de agua



subterranea, donde dicha nueva cepa bacteriana (0 bacteria) se denomina
LMB64.

Esta bacteria LMB64, ademas de haber sido aislada, fue caracterizada y
definida de manera de pertenecer a la clase de Betfaproteobacteria, una
subfamilia de Neisseriaceae, y probablemente, de un nuevo género adn no
definido. El analisis de la secuencia de genes que codifica para el ARN
ribosémico (ARNr) 16S hizo posible la colocacion de esta bacteria cerca de los
géneros Chromobacterium, Paludimonas, Lutelia y Glubenkiana, con los cuales
comparte 95% de similitud de secuencia.

Esta bacteria no patégena es Gram—negativa, y se describira en mayor
detalle en los ejemplos. Esta bacteria ademas posee la caracteristica de ser no
filamentosa. Asimismo, esta bacteria posee la ventaja de que es capaz de ser
cultivada en un medio que contiene cualquier tipo de agua, y mas en particular,
agua comun. A modo de ejemplo, en contraste a V. filiformis, el cultivo de la
bacteria LMB64 de la presente invenciéon no requiere condiciones de cultivo
particulares, y mas en particular, no requiere un medio que contenga por lo menos
un tipo libre de azufre de agua mineral o térmica. Esto representa una clara
ventaja, tanto en términos de condiciones de cultivo como de facilidades, y desde
el punto de vista econ(')mico..

El gen que codifica para el ARNr 16S ha sido secuenciado casi por
completo (1487 p. b., correspondientes a la secuencia de SEC. ID. NRO. 1). La
bacteria LMB64 tiene un plasmido circular de 10948 p. b. Este plasmido fue
secuenciado por completo, y la secuencia se representa en la secuencia de SEC.
ID. NRO. 2.

De acuerdo con una primera realizacidn, la presente invencion se refiere a
una bacteria no patdgena Gram-negativa, que pertenece a la clase de

Betaproteobacteria, una subfamilia de MNeisseriaceae, cuya secuencia de



nucleodtidos del gen que codifica para el ARNr 16S incluye o comprende la
secuencia de SEC. ID. NRO. 1, o cualquier secuencia de nucleétidos con por lo
menos 80%, preferentemente, 85%, 90%, 95% y 98% de identidad con dicha
secuencia de SEC. ID. NRO. 1.

En una manera preferida, la presente invencion se refiere a una bacteria no
patégena Gram-negativa que pertenece a la clase de Befaproteobacteria, una
subfamilia de Neisseriaceae, caracterizada porque la secuencia de nucleétidos
del gen de ARNr 16S de dicha bacteria incluye o comprende la secuencia de
SEC. ID. NRO. 1.

En el contexto de la presente invencion, el “porcentaje de identidad” entre
dos secuencias de acido nucleico se refiere a un porcentaje de nucledtidos
idénticos entre las dos secuencias por ser comparadas, obtenido después de la
mejor alineacion (alineacién Optima), donde este porcentaje es puramente
estadistico, y las diferencias entre las dos secuencias se distribuyen en forma
aleatoria y sobre su longitud entera. Las comparaciones de secuencias entre dos
secuencias de acido nucleico normalmente se realizan mediante la comparacion
de estas secuencias luego de haberlas alineado de manera 6ptima, donde dicha
© comparacion puede efectuarse por segmento o por “ventana de comparacion”. La
alineacién optima de las secuencias para la comparacion puede llevarse a cabo,
ademas de en forma manual, por medio del algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman (1981) [Ad. App. Math., 2: 482], por medio del algoritmo de
homologia local de Needleman y Wunsch (1970) [J. Mol. Biol., 48: 443}, por medio
del método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) [Proc. Natl.
Acad. Sci. The USA, 85: 2444] o mediante soporte légico informatico usando
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete informatico
Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Group Computer, 575 Science

Dr., Madison, WI, o el programa informatico de comparacién BLAST N o BLAST



P).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de &cido nucleico se
determina mediante la comparacion de estas dos secuencias alineadas de
manera 6ptima, donde la secuencia de acido nucleico por comparar puede incluir
adiciones o deleciones en relacién con la secuencia de referencia, para una
alineacion optima entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad es
calculado mediante la determinacion del niimero de posiciones para las cuales el
nucleétido es idéntico entre las dos secuencias, la division de este nimero de
posiciones idénticas por el numero total de posiciones en la ventaja de
comparacion, y la multiplicacion del resultado obtenido por 100, a fin de obtener el
porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

Por ejemplo, el programa de “secuencias BLAST 2" (Tatusova et al., “Blast
2 sequences — a new tool for comparing protein and nucleotide sequences’,
FEMS Microbiol Lett, 174: 247-250), que puede obtenerse en
http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/bl2.html, puede usarse con los parametros por
defecto (en particular, para los parametros de “penalidad de espacio abierto”: 5, y
‘penalidad de espacio de extensidon” 2; donde la matriz seleccionada es, por
ejemplo, la matriz “BLOSUM 62" propuesta por el programa), donde el porcentaje
de identidad entre las dos secuencias por comparar es calculado directamente por
el programa. Es posible ademas utilizar otros programas, tales como los
programas informaticos “ALIGN” o “Megalign” (DNASTAR).

De acuerdo con otra realizacion, la bacteria de acuerdo con la invencion
incluye por lo menos un plasmido que comprende la secuencia de SEC. ID. NRO.
2, o cualquier secuencia con por lo menos 80%, preferentemente, 85%, 90%, 95%
y 98% de identidad con dicha secuencia de SEC.'ID. NRO. 2.

En una manera preferida, la bacteria LMBG64 incluye por lo menos un

plasmido que comprende la secuencia de SEC. ID. NRO. 2.



De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, la bacteria
LMBG64 se caracteriza porgue es no filamentosa.

Otras caracteristicas de dicha bacteria LMB64 se detallaran a continuacion,
en los ejemplos.

Ademas, la bacteria LMB64 de la presente invencion ha sido depositada de
acuerdo con el Tratado de Budapest a nombre del Solicitante, en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, Paris, el 8 de
abril de 2010, con la referencia 1-4290.

Por lo tanto, un objetivo de la invencion es la bacteria depositada en la
CNCM el 8 de abril de 2010, con la referencia 1-4290, o un homélogo, un
descendiente o cualquier otra mutante.

El término “mutante” se refiere a cualquier bacteria que surge directamente
de la cepa 1-4290, y puede comprender mutaciones naturales o recombinaciones,
por ejemplo, cualquier recombinacién relacionada con la proliferacion celular, la
division celular (mutaciéon debida a errores que se producen durante la division
- bacteriana o la replicacion de ADN) o cualquier otro mecanismo de seleccion
natural, tal como la seleccion de mutantes que son resistentes 0 que se tornan
resistentes a un compuesto determinado. Se incluyen entre estas mutantes
cualquier bacteria que surja a partir de la cepa 1-4290 que comprenda una 0 mas
mutaciones en su secuencia genomica (o aquella de su plasmido), en la cual las
mutaciones fueron causadas por radiacién, por un virus, por transposones o por
agentes quimicos mutagenos.

De acuerdo con una primera realizacion de la invencién, a partir de un
cultivo bacteriano, puede aislarse la biomasa entera por medio de diversos
métodos conocidos, tales como la filtracion, la coagulacion con un alcohol (etanol,
isopropanol, isobutanol), el secado sobre un cilindro con una precapa raspada,

etc., y luego, puede usarse en forma liofilizada o inactivada por calor.

\p



De acuerdo con otra realizacion preferida, la invencion se refiere, de
manera general, a un extracto bacteriano, también denominado una fraccion
bacteriana, obtenido a partir de una suspension de bacterias como se describe
anteriormente, a decir, la bacteria LMB64.

El término “extracto bacteriano” se refiere a cualquier extracto o fraccion de
la biomasa bacteriana, o cualquier fraccion activa de dicho extracto. Por ejemplo,
dicho extracto puede obtenerse a partir de un cultivo de la bacteria LMB64, donde
el método de preparacion comprende por lo menos un paso de lisis de la bacteria
y un paso de separacion de las diversas fracciones de las cuales esta constituida,
mediante la centrifugacion o la filtracion.

En una manera no restrictiva, el extracto de acuerdo con la invencion
puede consistir en células bacterianas aisladas del medio de cultivo, que han sido
concentradas, por ejemplo, mediante la centrifugacion; o células bacterianas
concentradas que han sido sometidas a una operaciéon en la cual la envoltura
celular ha sido interrumpida por cualquier.medio conocido por los expertos en-el
arte, tal como la accion de ultrasonido o autoclave; o el sobrenadante obtenido
mediante la filtracion.

Un paso importante del método de preparacion de extracto de acuerdo con
la invencion consiste en la eliminacion de los diversos componentes
intracelulares, tales como acidos nucleicos (ADN cromosoémico, ADN circular
extracromosomico, plasmidos), ribosomas y sustancias almacenadas
intracelulares tales como glucégeno, almidén y poli—-B-hidroxibutirato, etc.

En una manera preferida, el extracto bacteriano de acuerdo con la
invencion se obtiene luego del tratamiento de dicha suspension bacteriana de
modo tal de eliminar los componentes intracelulares.

El resultado es que el extracto de acuerdo con la invencion inciuye

principalmente componentes que se originan en la membrana, el espacio

\&
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periplasmico o el espacio extracelular.

Méas en particular, dichos componentes intracelulares comprenden por lo
menos los acidos nucleicos.

Ademas de la eliminacion de compuestos intracelulares, y como un ejemplo
no restrictivo, es también posible si dificultad, para los expertos en el arte,
separar, luego de la lisis de las bacterias y la centrifugacion, los componentes del
sobrenadante de cultivo (de aqui en adelante, la fraccién S0) y los componentes
que constituyen la miniesfera (de aqui en adelante, E0). Por ejemplo, puede
sugerirse que el umbral de separacién entré los constituyentes de SO y EO sea de
alrededor de un peso molecular de 100 kDa. En consecuencia, los constituyentes
de la fraccion SO tienen, en su mayoria, un peso molecular inferior a 100 kDa,
mientras que los componentes de la fraccion EQ tiene, en su mayoria, un peso
molecular supericr a 100 kDa.

Mas en particular, es posible, en consecuencia, mediante técnicas
conocidas por los expertos en el arte, extraer y separar las biomoléculas halladas
en el sobrenadante de cultivo (S0) de aquelias principalmente compuestas por
proteinas de superficie, y proteinas ubicadas en el espacio periplasmico de la
bacteria (EO).

De acuerdo con una realizacion de la invencién, el extracto bacteriano
incluye una fraccion EO que comprende por lo menos proteinas de membrana,
proteinas periplasmicas y proteinas que se originan a partir del flagelo.

Las proteinas periplasmicas incluyen proteinas alojadas en el espacio
periplasmico de bacterias Gram-negativas, que pueden liberarse por choque
osmoético 0 mediante la incubacion en un medio que contiene un agente
caotropico o detergentes (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3 edition:
Sambrook and Russell. CSHL Press).

Las proteinas que se originan a partir del flagelo incluyen proteinas

\§
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multiméricas del flagelo o fragmentos del flagelo. Los métodos para el aislamiento
y la purificacion de flagelos bacterianos enteros con detergentes, y luego,
mediante separaciones de ultracentrifugacion (en presencia de un gradiente CsCl)
se describen en la literatura. En la invencion, los ejemplos de métodos de
extraccion hicieron posible la recuperacion de fragmentos de flagelos.

Las proteinas de membrana incluyen proteinas que estan ancladas en la
membrana y de las cuales una parte se expone sobre la superficie (proteinas de
membrana externa, u Omp), proteinas que se adhieren a la superficie de la
membrana, lipoproteinas y porinas (Ward J. B., Microbial adhesion to surfaces,
1980)

_En una manera preferida, dichas proteinas de membrana consisten en
porinas, OmpA [proteina de membrana externa A, segin su sigla en inglés],
lipopolisacaridos y lipoproteinas.

De acuerdo con otra realizacion de la invencion, puede preferirse el uso de
la fraccién SO.

Mas en particular, el extracto bacteriano de acuerdo con la invencion
incluye una fraccién S0 que comprende por lo menos péptidos y proteinas
secretados y metabolitos secundarios.

Los péptidos y proteinas secretados incluyen péptidos y proteinas que son
naturalmente producidos y secretados por la bacteria LMB64, y que pueden
recuperarse mediante la centrifugacion o la filtracion.

Los metabolitos secundarios incluyen las moléculas pequenas que la
~ bacteria LMB64 produce y secreta en el medio de cultivo.

Debe mencionarse aqui la presencia de lipopolisacaridos dentro de la
fraccion SO. De hecho, los lipopolisacaridos, si bien se hallan principalmente en la
fraccion EO, se encuentran también, sin embargo, en cantidades menores en la

fraccion SO.
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En una manera conveniente, las fracciones EO y SO pueden combinarse de
modo tal de obtener una fraccién ESO, por ejemplo, mediante la incubacion del
medio de cultivo y la reaccion en un medio basico (pH 9 a 11) durante
- aproximadamente 5 horas a una temperatura de 4°C, mediante la centrifugacion y
la filtracion en un filtro de 0,2 ym, a fin de obtener una solucién transparente de
ESO.

El extracto bacteriano ESO, en consecuencia, estd compuesto, entre otros
componentes, por proteinas de membrana, lipopolisacéridos, proteinas
periplasmicas, ,fragmentoé de proteinas del flagelo y metabolitos primarios y
secundarios producidos por la bacteria.

En Una manera preferida, el extracto ESO tiene un perfil de proteina que
comprende por lo menos, de acuerdo con la técnica SDS—-PAGE, doce bandas
que incluyen tres bandas principales que corresponden, respectivamente, a pesos
moleculares (pesos moleculares aproximados en relacion con los modelos
moleculares, notablemente provistos por Bio—Rad Laboratories) que varian entre:

—banda 1: 30 kDa y 36 kDa, preferentemente, 34 kDa;

— banda 2: 41 kDa y 45 kDa, preferentemente, 43 kDa;

— banda 3: 47 kDa y 51 kDa, preferentemente, 49 kDa.

De acuerdo con otra realizacion de la invencién, el extracto bacteriano
incluye una fraccion ESO que comprende por lo menos la fraccion EOQ y la fraccion
So.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el extracto
bacteriano incluye una fraccién ESO con un perfil de proteina, obtenido por SDS—
PAGE, que incluye tres bandas principales que corresponden a pesos
moleculares que varian entre 30 kDa y 36 kDa, 41 kDa y 45 kDa y 47 kDa y 51
kDa, respectivaménte.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el extracto



13

bacteriano incluye una fraccion ESO con un perfil de proteina, obtenido por SDS—-
PAGE, que incluye tres bandas principales que corresponden a pesos
moleculares de 34 kDa, 43 kDa y 49 kDa, respectivamente.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion describe un método para la
preparacion de un extracto bacteriano que comprende los pasos de:

a) el cultivo de la bacteria LMB64 en un medio adecuado; y

b) la eliminacién de los componentes intracelulares.

De acuerdo con otra realizacion, el método de acuerdo con la invencion
consiste en un-método para la preparacion de un extracto bacteriano S0, donde
dicho método comprende los pasos de:

a) el cultivo de la bacteria LMB64 en un medio adecuado;

b) el centrifugado de dicho cultivo; y

c) la recuperacion del sobrenadante SO.

De acuerdo con otra realizacion, el método de acuerdo con la invencion
consiste en un método para la preparacion de un extracto bacteriano EO, donde
dicho método comprende los pasos de:

a) el cultivo de la bacteria LMB64 en un medio adecuado;

b) el centrifugado de dicho cultivo y la eliminacidén del sobrenadante;

c) el tratamiento de la biomasa resultante del paso b) de modo tal de
eliminar los componentes intracelulares; y

d) la recuperacion de la base EO.

En una manera preferida, el paso c) consiste en el tratamiento ultrasonico
de la biomasa resultante del paso b), y luego, una centrifugacion inicial destinada
a la eliminacion de la miniesfera que comprende dichos componentes
intracelulares; y a continuacioén, una segunda centrifugacion del sobrenadante.

De acuerdo con otra realizacion, el método de acuerdo con la invencion

consiste en un método para la preparacion de un extracto bacteriano EO, donde

\
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dicho método comprende los pasos de:

a) el cultivo de la bacteria LMB64 en un medio adecuado;

b) el centrifugado de dicho cultivo y la eliminaciéon de! sobrenadante;

c) el tratamiento, con ultrasonido, de la biomasa resultante del paso b);

d) el centrifugado de. dicha biomasa tratada con ultrasonido, y la
eliminacién de la biomasa obtenida;

e) el centrifugado del sobrenadante resultante del paso d); y

f) la recuperacion de la base EO.

Debe observarse que los diversos métodos descriptos anteriormente se
proveen solo con propésitos de ilustracion, y que puede usarse cualquiera de los
métodos conocidos por los expertos en el arte.

Como sera evidente a partir de los Ejemplos expuestos a continuacion, el
Solicitante ha demostrado, ademas de las actividades esperadas para .este tipo de
extracto, varias actividades novedosas, nunca antes descriptas.

Un primer aspecto conveniente de la invencion, relacionado con la
inmunomodulacién, se basa en la propiedad de modulacion de las citoquinas
proinflamatorias. Mas en particular, el uso de una bacteria o de un extracto de
acuerdo con fa invencion induce de manera significativa citoquinas IL-10, IL-12 y
TNF-qa, que, preferentemente, participan en la respuesta inmunitaria Th1, e inhibe
significativamente las citoquinas IL—4 y IL-6. El resultado es la activacién de
células de Langerhans y un retorno al equilibrio de Th1/Th2.

Ademas, otra observaciéon demostré que el uso de una bacteria o de un
extracto de acuerdo con la invencion hace posible disminuir en gran medida la
expresion de receptores IgE, hecho de interés, en términos de que IgE potencia
los fendmenos alérgicos.

Otra ventaja de la invencion yace en el hecho de que, como sera evidente

a partir de los ejemplos, el uso de una bacteria 0 de un extracto de acuerdo con la

X\
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invencion induce la produccion de péptidos antimicrobianos, por ejemplo, los
péptidos hBD-2, hBD-3, S1007A y LL-31.

Mas en particular, como se menciona con anterioridad, se conoce un
extracto de la bacteria Vitreoscilla filiformis (Guéniche A. et al., Eur. J. Dermatol.,
2006; 16: 380) con actividad en TLR2, debido a la presencia de OmpA, y en
TLR4, debido a la presencia de lipopolisacaridos. Debido a la ausencia de flagelos
en la bacteria V. filiformis, el extracto obtenido de V. filiformis no tiene actividad en
TLRS5.

Por primera vez, el Solicitante describe un extracto bacteriano de acuerdo
con la invencion que tiene, ademas de la actividad en TLR2 y TLR4, actividad en
TLRS.

En consecuencia, la invencion se refiere al uso de una bacteria o0 de un
extracto bacteriano, tal como se describe anteriormente, como un activador de
TLR2, TLR4 y TLRS.

En una manera preferida, dicho extracto bacteriano activador de TLR2,
TLR4 y TLR5 consiste en un extracto que comprende la totalidad o parte de las
proteinas que se originan a partir del flagelo. En este caso, a modo de ejemplo,
dicho extracto es, preferentemente, el extracto EO o el extracto ESO.

Dicha actividad de activacion de TLR5 es de interés significativo, en
términos de que se sabe que TLRS inducen ciertos péptidos antimicrobianos tales
como soriasina (S100A7) y hBD-2 (Glaser et al, Journal of Investigative
Dermatology (2009) 129, 641-649). Ademas, los agonistas de TLR5 actian en
sinergia con aquelios de TLR2 y TLR4, de manera de hacer posible la
potenciacion de la produccién de péptidos antimicrobianos. Se ha demostrado
que mediante el bloqueo de TLR5 con un anticuerpo, estos se producen en
pequeiia medida, o no se producen.

Este aspecto es, en consecuencia, particularmente innovador en términos
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de aplicaciones de inmunomodulacion para la bacteria o los extractos de acuerdo
con la invencion.

Asimismo, en una manera no esperada, el Solicitante ademas ha
demostrado, en contraste a los extractos bacterianos descriptos haéta la fecha,
actividad antagonista hacia PAR2. Esta actividad es de interés significativo en el
contexto de los tratamientos antiinflamatorios.

Por lo tanto, la invencion se refiere, muy en particular, al uso de una
bacteria 0 de un extracto bacteriano como se describen anteriormente, como
antagonista de PAR2.

En una manera preferida, dicho extracto bacteriano antagonista de PAR2
consiste en el extracto SO o el extracto ESO.

PAR2 es sobreexpresado en células endoteliales, miocitos colonicos,
enterocitos, neuronas entéricas, células inmunitarias y queratinocitos. Las
proteasas (tripsina, triptasa) presentes en abundancia en el entorno disocian el
PAR2 en el término N, de modo de exponer un péptido especifico que activa este
mismo receptor (fendmeno de autoactivacién). En consecuencia, este activa la
produccién de citoquinas proinflamatorias y dispara la inflamacién (Vergnolle, N.,
2009, Pharmacol. Ther., 123: 292--309). Este fendmeno es observado en el raton
silvestre, si bien no aparece en el raton KO (deficiente en PAR2). El tratamiento
con una antiproteasa o un antagonista de PAR2 hace posible evitar este
fenbmeno de inflamacion.

La combinacion y la sinergia de todas estas actividades proporcionan a
esta bacteria LMB64, o a cualquier extracto que se origine a partir de esta misma
bacteria, un alto potencial para tratar enfermedades inflamatorias, y muy en
particular, enfermedades inflamatorias en las cuales participa PAR2, o en las
cuales el sistema inmunitario esta debilitado, alterado o desequilibrado.

La invencidn, en consecuencia, se refiere al uso de una bacteria tal como

N
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se describe con anterioridad, o de un extracto bacteriano que se origina a partir de
dicha bacteria, para la preparacibn de una composicidn propuesta para el
tratamiento o la prevencion de trastornos inflamatorios dermatoldgicos.

En una manera preferida, dichos trastornos inflamatorios dermatologicos
consisten en dermatitis atépica, prur_ito, eccema y soriasis.

De acuerdo con otra realizacion, la invencion de la presente solicitud de
patente se refiere a una composicién que comprende, como ingrediente activo,
por lo menos una bacteria o0 un extracto bacteriano de acuerdo con la invencion.

En consecuencia, la invencidn se refiere, en una manera preferida, a una
composicion cosmética o dermatologica.

La composicion de acuerdo con la invencion se refiere al tratamiento de
trastornos inflamatorios dermatolégicos.

En una manera preferida, dichos trastornos inflamatorios dermatolégicos
consisten en dermatitis atépica, prurito, eccema y soriasis.

La composicion de acuerdo con la invenciéon puede cohtener, en particular,
aditivos y auxiliares de la formulacion tales como emulsionantes, espesadores,
agentes gelificantes, aglutinantes acuosos, agentes de diseminacion,
estabilizadores, colorantes, fragancias y conservantes.

La composicion cosmética o dermatoldgica de acuerdo con la invencion
ademas comprende uno 0 mas excipientes tipicos dermatolégicamente
compatibies.

La composicion de acuerdo con la invenciéon puede prepararse en forma de
una emulsién de tipo agua en aceite (W/O, segun su sigla en inglés) o del tipo
aceite en agua (O/W, Seg(m su sigla en inglés), una emulsion multiple tal como
una emulsién del tipo agua en aceite en agua (W/O/W, segun su sigla en inglés) o
del tipo aceite en agua en aceite (O/W/O, segin su sigla en inglés); una

microemulsiéon; o en forma de una hidrodispersion o una lipodispersion; un gel o
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un aerosol.

Los excipientes dermatolégica o cosméticamente compatibles pueden ser
cualquier excipiente seleccionados de aquellos conocidos por los expertos en el
arte, a fin de obtener una composicién para la aplicacion tdpica en forma de una
leche, una crema, un balsamo, un aceite, una locién, un gel, un gel espumante,
una pomada, una pulverizacién, etc.

Ademas de composiciones dermatoldgicas y cosméticas, la invencion
ademas se refiere a composiciones farmacéuticas para el uso como un farmaco.

Por lo tanto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
ademas comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

En la presente descripcion, el término “portador farmacéuticamente
aceptable” se refiere a un compuesto 0 una combinacion de compuestos parte de
una composicion farmacéutica, que no produce reacciones secundarias, y que,
por ejemplo, facilita la administraciéon de los compuestos activbs, aumenta su vida
media o eficacia en el organismo, aumenta su solubilidad en soluciéon o mejora su
conservacion. Dichos portadores farmacéuticamente aceptables son bien
conocidos, y seran adaptados por los expertos en el arte de acuerdo con la
naturaleza y el modo.de administracion de los compuestos activos seleccionados.

Preferentemente, dichos compuestos pueden administrarse
sistémicamente, por las vias intramuscular, intradérmica, intraperitoneal o
subcutanea, o por la via oral. La composicion que comprende los anticuerpos de
acuerdo con la invencidon puede administrarse en varias dosis, repartidas en el
tiempo.

Los modos de administracion 6ptimos, los esquemas de dosificacion, y las
formas galénicas pueden determinarse de acuerdo con los criterios generalmente
considerados en el establecimiento de un tratamiento adaptado a un paciente, por

ejemplo, la edad o el peso del paciente, la gravedad del estado de salud general
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del paciente, la tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios observados.
La invencién sera mejor comprendida con la consideracion de los ejemplos

expuestos a continuacion, que ilustran la invencion, sin limitar su alcance.

Descripcion de las figuras.

La Figura 1 ilustra la posicion filogenética de la secuencia que codifica para
el ARNr 16S de la cepa LMB64. Las secuencias que aparecen en este arbol son
secuencias de la base de datos GenBank mas cercanas a la secuencia de
LMB64.

Las Figuras 2A y 2B presentan imagenes de la bacteria LMB64 bajo el
microscopio electronico de transmision (A) y el microscopio electrénico de barrido
(B).

La Figura 3 presenta el crecimiento (')Iptimo determinado como una funcion
de la temperatura, el pH y la salinidad del medio de cultivo R3.

La Figura 4 ilustra la induccién de citoquinas IL-10 e IL-12 por el extracto
EO (efecto dependiente de la dosis).

La Figura 5 ilustra la induccién de moléculas de superficie CD80, CD86,
CD83 y CD54 por el extracto EO (efecto dependiente de la dosis).

La Figura 6 ilustra la inhibicién de receptores IgE por el extracto EO.

La Figura 7 ilustra la activacion de TLR2 por el extracto ESO.

La Figura 8 ilustra la activacion de TLR4 por el extracto ESO.

La Figura 9 ilustra la activacion de TLR5 por el extracto ESO.

La Figura 10 ilustra la actividad antagonista de PAR2 especifica por el
extracto ESO.

La Figura 11 ilustra la induccion de proteinas y péptidos antimicrobianos
por el extracto ESO.

La Figura 12 consiste en un gel de SDS-PAGE del extracto ESO.
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Ejemplo 1: Seleccion y caracterizacion de la bacteria LMB64.

La bacteria AV13 se aisl6é de agua subterranea.

La posicion taxonémica de la nueva bacteria LMB64 se propone en la
Figura 1.

Mas en particular, la bacteria LMB64 tiene forma de varilla, con una
longitud de aproximadamente 2,3 uym (+ 0,3) y un ancho de alrededor de 1,0 ym
(+ 0,1). Una caracteristica distintiva de esta bacteria es la presencia de un flagelo
polar (Figuras 2A y 2B). Como puede observarse ademas en estas imagenes, la
- bacteria LMB64 es una bacteria no filamentosa.

Como se menciona con anterioridad, la bacteria LMB64 tiene un plasmido
circular de aproximadamente 11 kpb. Ese plasmido fue secuenciado por completo
(SEC. ID. NRO. 2).

El gen que codifica para el ARNr 16S también fue secuenciado (SEC. ID.
NRO. 1). La bacteria se cultivé en un fermentador en un medio sintético. La tasa
de crecimiento fue mas alta cuando el medio tuvo una baja concentracion de
sustratos de carbono.

Los medios de cultivo ensayados son R3, MS-glucosa y medios LB cuyas
composiciones se describen a continuaciéon, en las Tablas 1a, 1b y f1c,

respectivamente.

COMPOSICION DE MEDIO R3

Extracto de levadura 19/l
Difco proteosa peptona 19/
Casamino acidos 19/l
Glucosa 14/l
Almidon soluble 1 g/l
Piruvato sédico 0,59/
KoHPO,4 0,6 g/l
MgSQ,, 7HO 0,1 g/l
Tabla 1a

COMPOSICION DE MEDIO MS-GLUCOSA
Glucosa 6.0 g/l

Acido citrico 0,84 g/l
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MgSO4, 7H,O 0,25 g/l
NH,CI 1,06 g/l
KzHPO4 anhidro 8,75 g/l
Sal sédica de acido piravico 0,549/l
Sulfato de zinc, 7H,0 4 mgll
Cloruro de cobalto, 6H,O 3,5 mg/l
Molibdato sodico, 2H,0 3,5 mg/i
Sulfato de manganeso, 1H;0 5 mg/l
Acido bérico 2 mg/l
Acido clorhidrico concentrado 50 mg/l
Sulfato de cobre, 5H,0O 4 mg/l
Cloruro.de hierro, 6H,O 27 mg/l
Tabla 1b
COMPOSICION DE MEDIOS LB
Triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
NaCl 54l

Tabla 1¢c

Las tasas de crecimiento de la bacteria LMB64 como una funcion del medio

de cultivo se presentan en la Tabla 2, expuesta a continuacion.

Tasa de crecimiento (/h)

LB
LB (% dilucion)
LB (1/5 dilucién)

LB (1/10 dilucién)

MS—glucosa
R3

0,25 (0,05)
0,46 (+0,11)
0,60 (+0,14)
0,69 (0,15)
0,13 (£0,04)
0,62 (£0,14)

Tabla 2

El crecimiento optimo se determind como una funcion de la temperatura, el

pH v la salinidad del medio de cultivo R3 (Figure 3).

Las fuentes de carbono asimilables por la bacteria se caracterizaron

usando una galeria APl 50CH (temperatura de incubacion: 25°C). Los resultados

se resumen en la Tabla 3, a continuacion.
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Tiempo de incubacion
4 dias -5 dias

1. Glicerol

2. Eritritol

3. D-arabinosa

4, L—-arabinosa

5. D-ribosa

6. D—xilosa

7. L—xilosa

8. D—adonitol

9. Metil-B-D-xilopiranosida
1

13. D-manosa
14. L—sorbosa
15. L~ramnosa

. D-manitol
. D-sorbitol
20. Metil-a—~D—manopiranosida
21. Metil-o-D-glucopiranosida
22, N-acetilglucosamina

23. Amigdalina

24, Arbutina

25. Esculina/citrato de hierro
26. Salicina

27. D—celobi

. D-lactosa (origen bovino)
. D—melibi

33, Inulina

34. D-melezitosa
35. D-rafinosa
36. Almidon

37. Glucogeno
38. Xilitol

39. Gentiob

41. D-lixosa

42, D—tagatosa

43. D—fucosa

44, Lfucosa

45, D-arabitol

46. L-arabitol

47. Gluconato de potasio

48. 2-Cetogluconato de potasio
49, 5—Cetogluconato de potasio

-+: sustrato utilizable, I: bajo uso

Tabla 3

X
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Las actividades enzimaticas demostradas sobre la galeria APl ZYM son:
fosfatasa alcalina, esterasa (C4), esterasal/lipasa (C8), leucina arilamidasa, valina
arilamidasa, fosfatasa acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa y a~glucosidasa.

La bacteria LMB64 es sensible a todos los antibiéticos ensayados, como

puede observarse en la Tabla 4 expuesta a continuacion.

Zona de didmetro de inhibicién (mm) Actividad inhibitoria

Antibi6ticos ensayados R3 LB 12 LB 1/5
Ampicilina (10 pg) 29 28 29 +
Cloranfenicol (30 pg) 29 26 24 +
Ciprofloxacina (5 pg) 38 34 34 +
Kanamicina (30 pg) 27 30 27 +
Penicilina (6 pg) 21 26 20 +
Polimixina B (50 pg) g 15 13 +
Rifampicina (30 ug) 20 19 15 +
Tetraciclina (30 ug) 30 25 20 +
Estreptomicina (10 pg) 25 25 24 +
Vancomicina (30 pg) 20 | . 21 21 +

Tabla 4

Eiemplo 2: Método para la extraccion de fracciones EQ, SO y ESO.

Precuitivo: La cepa AV13 se inoculd en un matraz de Erlenmyer que
contenia 250 ml de medio MS glucosa piruvato (ver Tabla 5 a continuacién), y a
continuacion, se realizé la incubacion con agitacion durante aproximadamente 40

horas a 30°C (pH 7) y a 200 r. p. m. hasta obtener una ODggo*1,5.



24

“

MS Glucosa Piruvato
Acido citrico 0,84 g
MgSO,, TH,0 0,25 g
NH,Cl1 1,06 g
K,HPO, anhidro 8,75 g
Sal s6dica de 4cido pirtivico 0,5 g
Mezcla oligo 1 ml
ddH,0 gsp 1000 ml
Verificar pH 7
Autoclave 121°C 30 min
Después de autoclave agregar:
20% glucosa 30 ml
MEZCLA OLIGO
Disolver en 100 ml de agua destilada:
Sulfato de zinc, 7H,0 4 g
Cloruro de cobalto, 6H,0 35 g
Molibdato sédico, 2H,O 3,5 g
Sulfato de manganeso, 1H,0 5 g
Acido bérico _ 2 g
Acido clorhidrico concentrado 50 g
Sulfato de cobre, SH,O 4 g
Disolver en 50 ml de agua destilada:
Cloruro de hierro, 6H,0 27 g
ddH,0O gsp 1000 ml

Tabla 5
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Cultivo: El precultivo fue entonces inoculado en un fermentador (Applikon)
gue contenia 3,7 | de medio MS piruvato + 114 ml de solucion de glucosa al 20%.
Un sensor de temperatura regulaba la temperatura, preferentemente, cercana a
los 30°C. Se usd un sensor de oxigeno (AppliSens) para mantener la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio a 18-25%. Se utilizé un sensor de
pH (AppliSens) a fin de mantener el pH a 7 mediante la adicion de NH4OH al 10%
por medio de una bomba de caudal fijo. Se us6é un sensor analitico Wedgewood
Analytical con el objetivo de controlar los cambios en la densidad 6ptica en tiempo
real. El cultivo se programé en modo de alimentacion de lotes; mediante una
bomba de caudal variable, se suministro al cultivo una solucién de glucosa al
20%. La fermentacion se detuvo cuando la ODgyg=22—-26, en general, después de
alrededor de 30 horas.

Extraccion S0: El sobrenadante se separé de la biomasa mediante la
centrifugacion durante 1 hora a 4°C y 4000 g.

Extraccion EO: La biomasa hiimeda se recogié en solucién de NaCl (1 M).
Después de la centrifugacion durante 15 minutos a 4°C y 9000 g, el sobrenadante
se desecho, y se recogio la miniesfera en solucién de NaCl, 1 M. El tubo de
muestra entonces fue sumergido en un baho ultrasénico enfriado con un
pardmetro de potencia establecido de 50-60 W, durante varios minutos. Después
de la centrifugacion durante 30 minutos a 4°C y 6000 g, la miniesfera se descarto,
y se recuperd el sobrenadante. Se agregaron dos volimenes de etanol frio, y la
suspension se dejo durante la noche a 4°C. Después de la centrifugacion durante
30 minutos a 4°C 'y 6000 g, el sobrenadante se desechd, y la miniesfera se
recogié en regulador Tris, 25 mM, pH 8,8.

Extraccion ESO: El cultivo se llevd a pH basico (pH 9-11) con un regulador
base. El siguiente paso fue la incubacion con agitacion durante 5 horas a una

temperatura de 4°C. Después de la centrifugacion, el sobrenadante se prefiltr6 a

3‘0
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fin de eliminar los restos de biomasa restantes, y luego se filtré en un filtro de 0,2
um. Se obtuvo una solucién de color amarillo claro (ESO0).

Las proteinas se ensayaron de acuerdo con el protocolo del equipo de
ensayo de proteina DC Protein Assay Kit Il (Bio—Rad). Los azlcares se ensayaron
en equivalente de glucosa de acuerdo con el método de fenol/acido sulfurico
(Dubois, M. et al., 1956).

A modo de ejemplo, la Tabla 6 expuesta a continuacion presenta ciertas
caracteristicas especificas del extracto ESQ, obtenido en las condiciones que se

describen anteriormente.

Lote de ensayo Lote preclinico 1

Caracteristicas organolépticas | Liquido homogéneo y translicido amarillo—
anaranjado

Densidad cercana a la del agua

pH 10,0 10,2
(en presencia de regulador base)
Residuo seco 5,9% 5,1%
(termobalance)
Perfil de proteina 12 bandas detectables (que incluyen 3 bandas
(SDS-PAGE) principales de aproximadamente 34 kDa, 43 kDa y
49 kDa de tamafio, respectivamente)
Ensayo de proteina total - 2,9 mg/ml 3,0 mg/ml
(uBCA)
Tabla 6

Se entiende claramente que los datos anteriores se presentan aqui solo
con propositos ilustrativos.
Mas precisamente, los datos se refieren a un perfil de proteina obtenido por

SDS-PAGE que exhibe tres bandas principales.

3
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Protocolo de SDS-PAGE:
El extracto ESO se recogid en regulador (Tris, 20 mM—-HCI, pH 8,0; EDTA, 1

mM; 2,5% SDS y 0,01% azul de bromofenol) y DTT, 1 M (1,4—ditiotreitol). La
muestra y la mezcla de marcadores de peso molecular (WesternC, Bio—Rad) se
depositaron, respectivamente, en receptaculos de un gel de acrilamida SDS-
PAGE 8-16% (GeBaGel, Gene Bio-Application). El regulador de migracion
contenia Tris, 2,5 mM, glicina, 19,2 mM y SDS al 0,01% (p/v). La migracién se
deja proceder con un voltaje constante de 160 V durante aproximadamente 1 hora
(sistema GeBaGel). Las bandas de proteina luego se tifieron con azul de
Coomassie (Instant Blue, Expedeon). Se calcularon los tamafios en relacién con
modelos conocidos (STD, segun su sigla en inglés).

El gel obtenido se presenta en la Figura 12.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, estas tres bandas tienen
pesos moleculares de aproximadamente 34 kDa, 43 kDa y 49 KkDa,

respectivamente.

Eiemplo 3: Demostracion de las actividades farmacolégicas de las

fracciones EQ y ESQ.

Se generaron células de Langerhans (LC) in vifro a partir de monocitos
humanos aislados de sacos Buffy—Coat del Servicio Nacional de Sangre Francés
(Etablissement Frangais du Sang (EFS) Pyrénées Méditerranée):. aislamiento en
un gradiente Ficoll (medio de separaciéon de linfocitos, dehsidad 1,077 g/ml) y
. purificacion por inmunoseleccidon magnética (Miltenyi Biotec); la diferenciacion de
LC se llevd a cabo durante 6 dias en presencia de un coctel de citoquinas (GM-
CSF/IL-4/TGFB). Las LC distribuidas en placas de 24 receptaculos en medio de
cultivo RPMI-5% FCS se incubaron durante 24 horas con extracto ESO.

Las moléculas de superficie se analizan por citometria de flujo
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(FACSCalibur, BD Biosciences) con triple o cuadruple tincion:
CD1a/CD54/CD80/CD83/CD86/FceRl; las citoquinas secretadas en los
sobrenadantes de cultivo se analizan con la serie de cuentas de citometria
Cytometry Bead Array (cat. no. 550749, BD) en citometria de flujo: I1L-6, IL-8,
TNF, IL-4, IL-10, IL-12.

3.1. Induccion de citoquinas clave para la polarizacion Th1.

El extracto EO induce, con un efecto dependiente de la dosis, la expresion
de citoquinas IL-10 e IL-12 por células de Langerhans (Figura 4). Estas
citoquinas favorecen la induccion de la polaridad TH1 de linfocitos T sin
tratamiento previo.

3.2. Maduracion de células de Langerhans e inhibicién del receptor IgE

(FceRI).

El extracto EO induce la maduracién de células de Langerhans observada

por la induccion dependiente de la dosis de moléculas de superficie CD80, CD86,
CD83 y CD54 (Figura 5). De manera similar, el extractb EO inhibe la expresion de
receptores IgE (FceRI) de acuerdo con un efecto dependiente de la dosis (Figura
6).

3.3. Activacion de receptores de tipo Toll (TLR).

La actividad TLR de ESO fue evaluada en TLR2, TLR4 y TLR5 usando el

modelo de células HEK293 cotransfectadas por el gen para TLR2, TLR4 0 TLR5 y
por el gen reportero NFkB—sAP (fosfatasa alcalina secretada). La unién de un
ligando a su TLR conduce a la activacidén del factor de transcripcién NFkB; el gen
sAP se coloca bajo el control de un promotor que puede ser inducido por NFkB.
Este gen reportero hace posible controlar la sefalizacion celular mediante TLR: la
liberacion de sAP inducida por ESO y medida por el ensayo colorimétrico hace
posible determinar la actividad de este ingrediente activo como un agonista de

TLR2, TLR4 o TLRS.

s),
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El estudio se llevé a cabo en las siguientes estirpes celulares de rifidn
embrionario humano (HEK293):

— células HEK-Bilue™-2 para TLR2,

- células HEK-Blue™-4 para TLR4,

— células HEK-Blue™-5 para TLRS.

Estas estirpes celulares se mantuvieron en medio de cultivo HEK-Blue™
Selection 10% FCS vy luego se distribuyeron en placas de 96 receptaculos en
medio de deteccion HEK-Blue™, en presencia de ESO durante 18 horas. Las
placas se leyeron usando calorimetria a 620 nm.

3.3.1. Activacion de TLR2.

El extracto ESO induce la activacion de TLR2 de acuerdo con un efecto
dependiente de la dosis, con una actividad maxima a 100 ng/ml (Figura 7).

3.3.2. Activacion de TLR4.

El extracto ESO induce la activacion de TLR4 con una actividad maxima a
10 ng/ml (Figura 8).
3.3.3. Activacion de TLRS.

El extracto ESO induce la activacion de TLR5 de una manera dependiente
de la dosis. Esta actividad es inhibida en presencia de anticuerpo anti~TLRS5, lo
gue demuestra la especificidad de activacion del extracto ESO sobre TLR5 (Figura
9).

3.4. Inhibicion del receptor 2 activado por proteasa (PAR2).

La inhibicidn de receptores activados por proteasa por el extracto ESO es
evaluada en queratinocitos humanos a partir de un estirpe celular (HaCaT)
mediante la medicion de la afluencia de calcio intracelular inducida después de la
estimulacion especifica de PAR2 con la enzima triptica del estrato cérneo (SCTE,

segun su sigla en inglés). Se usa la sonda fluorescente Fluo—4/AM: su forma

34
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esterificada facilita su penetracién por la difusion pasiva en la célula; solo la forma
desesterificada ligada a iones de calcio es excitable bajo 485 nm de fluorescencia,
y emite a 535 nm.

La sonda fluorescente es incorporada durante 30 minutos en células
inoculadas en placas de 96 receptaculos, y luego el extracto ESO es ihcubado
durante 30 minutos. Se mide el flujo de calcio receptaculo por receptaculo en
tiempo real de acuerdo con la cinética, antes y después de la inyeccidén de SCTE.
Las placas se leen usando un tector Mithras LB940™ (Berthold Technologies®).

E! extracto ESO inhibe de manera dependiente de la dosis la activacion de
PAR2 inducida por SCTE humana (Figura 10).

3.5. Modulacion de blancos de dermatitis atopica en queratinocitos.

El estudio se llevd a cabo en queratinocitos epidérmicos humanos
normales (NHEK, segin su sigla en inglés, medio de cultivo K-SFM) en el
contexto de la induccion de un fenotipo de dermatitis atopica. La actividad de ESO
se estudié en queratinocitos que exhibian un fenotipo de dermatitis atdpica luego
de la estimulacion durante 24 horas con Poly I: C + IL—4 + IL-13 + TNF-q, y se
analizd por medio de una serie de PCR [sigla en inglés de: reaccidn en cadena de
la polimerasa] sobre la expresién de un panel de 32 genes seleccionados.

Sobre los queratinocitos, el extracto ESO inhibid, con un efecto dependiente
de la dosis, 15 blancos entre los mediadores involucrados en la patologia de
dermatitis atopica, como puede observarse claramente en la Tabla 7 a
continuacion (los resultados indican, para cada gen blanco, el porcentaje de

inhibicion obtenido).
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ESO Dexametasona
10 pg/ml 30 pg/ml 60 pg/ml 2 uM
TSLP 56% 75% 92% - 91%
Citoquinas IL-lo 35% 46% 59% 54%
1L-18 27% 44% 65% 44%
IFN-B1 66% 82% 90% 49%
IL-8 37% 55% 88% 75%
MIP-1a, 10% 43% 75% 76%
RANTES 15% 44% 65% 12%
Quimioquinas | MCP-3 43% 63% 88% Pro 20%
TARC 58% 64% 39% Pro 20%
MIP-30 41% 61% 80% 40%
MDC 16% 44% 58% 45%
Quimioquina | 28% 32% 39% 59%
de piel
IL4R 30% 45% 69% 75%
Receptores RARRES3 30% 47% 63% 28%
TLR3 22% 50% 60% pro 29%
Tabla 7

3.6. Induccién de péptidos antimicrobianos.

La actividad de! extracto ESO sobre la expresion de proteinas y péptidos
antimicrobianos se estudid en la estirpe celular de queratinocitos HaCaT: después
de 3 horas de tratamiento en presencia de ESO, las células se recuperaron para el
andlisis de la expresion de blancos antimicrobianos mediante la RT-PCR [sigla en
inglés de: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real] cuantitativa; se
extrajo el ARN total y se ensayo0; luego de la transcripcion inversa del ARNm en
ADNgc, se llevd a cabo el paso de amplificacion de PCR cuantitativa en placas de
96 receptaculos, en un sistema de PCR cuantitativa iCycler (Bio-Rad). Los
resultados obtenidos se expresaron como la cantidad relativa (CR) de ARNm
luego del tratamiento por ESO en relacion con el control, sin el ingrediente activo.
Se us6 IL-1B en forma paralela como inductor positivo de referencia de la

expresion de péptidos antimicrobianos. La expresiéon del gen de interés se

b
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consideré regulada cuando RQ=22 (induccién) o RQ=0,5 (inhibicion).
El extracto ESO induce la expresion de proteinas y péptidos

antimicrobianos hBD2, hBD3, S1007A, LL37, P13, RNasa 7 y NOD2 (Figura 11).

Eiemplo 4: Formulacién de una crema para “el cuerpo y el rostro” gue

comprende el extracto bacteriano ESQ.

Extracto ESO: 0,1-5%
Aceite de onagra: 1-3%
Glicina: 0,1-0.4%
Ceramidas: 0,1-0.3%
Humectantes: 5-20%
Emulsionante: 2-7%
Triglicéridos capricos/caprilicos: 1-10%
Conservantes

Agua c. s. p. 100%

Ejemplo 5: Formulacién de un gel de limpieza para “el cuerpo y el

rostro” que comprende el extracto bacteriano ESO.

Extracto ESO: - 0,1-5%

Aceite de onagra: 0,5-2%

Glicina: 0,1-0.4%

Ceramidas: _ 0,1-0.4%

Surfactantes: 10-20% en materia activa
Humectantes: 5-15%

Conservantes

Agua c. s. p. 100%



33

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> PIERRE FABRE DERMO~COSMETIQUE
UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE (PARIS 6)
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS)
<120> NUEVA BACTERIA Y EXTRACTOS DE DICHA BACTERIA Y SU USO EN DERMATOLOGIA

<130> D29306

<150> FR 1061081
<151> 22-12-2010

<160> 2

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 1487
<212> ADN
<213> arti

<220>

ficial

<223> Nuevas bacterias LMB64, que pertenecen a la clase de

betaproteobacteria, de agua subterrdnea

<400> 1

agtttgatca tggctcagat tgaacgcggg cggcatgctt tacacatgca agtcgaacgg 60
cagcacgggce ttcggcctgg tggcgagtgyg cgaacgggtg agtaatgcgt cggaacgcge 120
cgagtagtgg gggataacgc agcgaaagct gtgctaatac cgcatacgta ctgaggtaga 180
aagtggggga ccttcgggec tcacgctatt cgagcggccg acgtctgatt agctagttgg 240
tggggtaaag gcccaccaag gcgacgatca gtagcgggtc tgagaggatg atccgccaca 300
ctgggactga gacacggcce agactcctac gggaggcagc agtggggaat tttggacaat 360



gggcgcaagc

cttttgtccg

ataagcaccg
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ggctcaacct
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ccectgggat

cctggtagte

cgaagctaac

gaattgacgg

aaccttacct

agcggtaaca

tccecgeaacy

gactgccggt

agcagggctt

gccaatctca

cggaatcgct

acaccgcccg

gaggccgett

ctgatccage

ggagcaaagc

gctaactacg

gggcgtaaag

gggaacggca

tagcagtgaa

gacactgacg

cacgccctaa

gcgtgaaatt

ggacccgcac
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gaaagccgat
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ctcatgcacg
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gaccgectgg

aagcggtrgga

tgtaccgaag

atggctgtcg

ttgtcattag

aggaaggtgg

acaatggtcg

cgtagtccgg

gatcagcatg

9gagtggggy

gcttcatgac

gtctgaagaa

ataccgagtg

cgcggtaata

cggttgtgca

cacggctaga

atgtggagga

aaagcgtggg

ttagctgttg

ggagtacggc
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tcagctcgtg

ttgccatcat

ggatgacgtc
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ggcctteggg

gggatgagag

cgtagggtgc

agtctgatgt

gtgcgtcaga

ataccgatgg

gagcaaacag

ggggtttgaa

cgcaaggtta

taattcgatg
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ttgggttaag
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aaccgcaaga
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900
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1020

1080
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1320

1380

1440

1487
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<223> Nuevas bacterias LMB64, que pertenecen a la clase de

betaproteobacteria, de agua subterranea

<400> 2
gggcgcagca

gcgctcaatg

cagggtgtca

ctcgatcacc

gccctegacc

ggtcaatgcc

ggcagttaga

gcggatagtc

gcccgtgeag

cacgaagaag

gaagcccgea

gaagccctca

ggccggeatg

ccatcgecca

cgctgegect

cgctcgeggg

tcaccagegg

tcggegeggy

tggggcagtt

tgcttgtgaa

ggctgetgec

aggcccgegt

ceccgegecge

aggtggccgc

ccgcgaagga

tttcaggcecg

ggccaaaagce

ggtcggccaa

tcagttccge

ccgeeagetce

cctgggeggc

ccggcegeage

cggtattcgg

cttcgeegac

cgagcagatc

cgceacgeag

cgaggcgcgc

gcgaaaagcec

accccegatt

cacccgtgec

gtcggegget

cacctgctcg

ggcggettcg

tgcgegeteg

dagcagcggcc

gctgecggtg

cagcgcatca

gagcagcagg

gaagcccgge

gagcagaccg

gatgaaagac

tgccgecgac

gattcggcgg

tgctgctcgy

gctagggcat

ctctgegect

atctcggegy

accggccggg

cccaaacgcet

gcggcggegg

ccgccaaggce

aagtgcaagc

cgcgectggce

cgtgaccaca

tatctgegec

cctgttgetc

ccttgeecge

cgcgetegge

ggaccaagcyg

caatggcggc

cctctegeca

cgcggatcge

Cgaacgggtg

ggcacaggcc

cgaacgcgac

tgggcaactc

acgaagcgat

aggtgttggc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780



cgatggcgag

cagtcaggcc

cgtgcgetac

catgggacgg

catgaaggcg

<gaggcggceg

cgaccacgcc

cttggagggg

cgacattacc

aaaccgactg

aggcggcgat

aattggcgat

tcgtititet

aggcatggtt

gggcaagggg

cttgtcacac

agcgaggcega

ccttgetgeg

ggcatcagca

cctaccgacg

gccgegecga

gaagtggcgt

gaacgcgagc

gcgetggecg

atttcgeget

cgccaggaac

ctggccatga

cacgatgagg

gccgeccgag

gctggtgggc

gttcgacaaa

ggcgggeggc

tgteegtcag

tgaacagcgg

accacgcaac

caccgaagac

caaggagaac

gggtatggat

tgcgegeegg

ccgattctge

gcgatgtgat

aggegeagece

gggagcggga

atgcgecact

agcgtcgege

gcgeggacga

cggtgcagtg

gtggccgglg

tgttttctgg

ttgccgecag

ctggacgatg

cgccgttttc

gcgatgetgg

tecegttget

acatcgcggc

agccgecgett

cggcacgecg

cttgcggcaa

gcectteggeg

cggggcgtty

gaatgaggco

“tgatctcgat

ggcgegeegg

cgatttcgac

tttggcggtt

ctaccgcatc

tgctgggttt

cggcggtage

cggcceggat

ccgggegega

ggtgaatggc

cttgcgggac

tcgctaaaag

gacaccgaaa

tcgegegega

aaggcgttgg

36

atggcggatg

ggcctetttg

attgcccatt

gttttgcgeg

ccgcgegata

ctgtatggec

caggtgcatg

caggcgetge

ctgcatcgec

gctcgaatcg

ccatcccgat

ggtcgtcggg

aaaactgcat

ttgcctcate

gaccccgeac

ccttgtgecg

gggccgaacc

aagtgcttca

cgatgcgetc

tgctgegegt

accgggccgg

acgcegaaat

tggccggage

gcgecggeat

aggctgaaaa

cttcgetgge

tgatccgggg

atgcgcggta

cagccgecag

catgcggeeg

cgatttttcc

tcgcacatge

cactagggcc

ccccggaaaa

caaggctttt

ggcctaaaac

aatgcctgte

caggttgtcc

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

N\



aaggagatgt

tcaaaggcga

gcgagcacgg

caaaccagtc

tctcatagag

cgtgttggec

cggtcaaacc

gtcggcageg

cggcatcgtg

ccgeatggeg

gatcgacgag

ggctttectgg

gocggrgtet

ggcaaggtga

gacaagaaca

aagcgtggcg

cggtatggcet

tcgtgtggat

ggtggccagg

ttctgacttg

gcgettettg

ccegegegga

tcctgatatg

aaagacggcg

agcctgttga

gatgatteccg

ggcgacttca

cctgecggeg

gacattcaga

gtacggtgca

ccgttgtggt

gcatcggacc

cgatccgeca

cagccagcta

gatgctgttt

ggcactgccc

tccettetgy

aaccggcgea

gcgetegeag

tgaccagcct

atgcgecggtrt

ccgcttttac

tgacgatggg

tttgcgcaat

tgtgcgacct

tccgegegea

ggtttgactc

ctcggegeac

tcatcgggaa

ggccaacgty

gttecegtgge

gatttacgaa

cgttgtgctg

gcegggegge

gaatggcagc

ctcgegtggt

cctgeggtat

tgcgcaacga

ctttecccgge

ggtgcgggag

gtcagecgtg

‘cagaaaaaca

tgaaccggtce

gggcagegeg

gtgcaaaaac

ggaagtggtg

gcagggcaac

grtgccgaca

gttgccgetg

gctgattccg

aagggcttte

gttatcgagg

gctgggtgct

acattceege

ggctcagtga

ctggcggggt

37

aggtgcgatg

gtaatcggat

gttgagcggc

tttaagtcac

gcaatcaggc

ggcgeggect

ccacagaacg

ggtcaaatgt

cgcectggege

atggecggec

tgagaaaagc

agggceggtgc

tcgtgcactg

gggtegttca

agcaggcgeg

ctggettecc

catgttgttg

tggcttegeg

gaacccgceac

taggcegeac

catgttggcc

gggagacatg

aatatggttt

g9agggggtge

ccctggtegg

ccecggaaget

tggtgggttc

gcaccttctg

tcgtcatgga

gatgttggct

gececttgege

cgagcacatc

catgcaggac

atgagggcga

gtgccggegt

ggcggectga

ggcatgtcca

accggcaagc

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

(L



catgcacggt

attgaggaac

tacccacaac

aacacgcagc

tagaactggc

gtcagcacgg

atagcctgeg

ggtgacggtg

ctccagcgac

cgtgacgatt

cagcagtttg

caacagggca

gcgcggatca

gaaggccagt

cgcggtcagg

gacacagcac

agtgagtcgt

gtacctaagt

ctgacgctge

gtatcaccag

gatgacaagg

atccgetetg

aatccccecgg

aggcgtcegt

attcgagaat

ttcgtcgttg

gcecgtrtrcet

ttcttgactg

ttcggggtyg

cgcatgggag

agcaacagca

gcgcatggeg

ccgagaaaga

ctgccaaccc

accgacgcgc

gccatgtcgce

acggagtcaa

cggggtgaat

ccgtggggag

gccagcaaca

ctgctgaatt

ctrggggege

gggcatggtt

gacggcgctc

ccgaggtcaa

tgtcgaaatc

tgatcgggeca

cggecageac

tctcctttca

cagtgacgat

tgccgggegt

gcagcgtcat

atgagccacc

cgatggcggt

tttccttgta

gggggtgtga

atcgagacga

ataccttcgt

agctggeect

ggcggacatg

agcagcgtat

tcctgetgtg

atcgtggegt

cgettcegge

gaccttgacg

tagctcgceag

ggcgagegge

atagaacagc

ccagaacgtc

gcagacctge

gccgatgaaa

aatgccaagc

cagtacgctc

cctgtttgec

tgggaacaga

ttcgctacta

38

gggtggagac

tgtcgttttc

gcaccgagee

ggcaggecgg

cgtggecgea

tacctctgca

ttggccttgt

gcgetcacac

gtcatgttct

acggcageca

ggggcgaacc

aggcgetgec

ggcaccagat

aagggccggt

accagcagga

acgatcaacg

caagtgttac

actgaccatc

ccagcggege

tgattatttg

tggactgttt

gaacgaacag

gcactcgtag

gtgcgggcag

cggtggacgg

cggcgtcata

cgggcacttt

gaacggccag

gcagagcaat

acggcacggc

gctggegtgt

agagcttgcg

acggctccat

caagcggeec

agcettrttrc

tctaaatccc

ggcaagctgg

ggcctgctgg

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



atgagccgec

tgcgatttat

tgaccctgga

gtctgatcga

tgcagcagtg

gtaattagat

gagttgtcct

gttcatgaat

gcaacgggac

aaagagcgca

gcrrgtggtg

ggctgatctt

gagcgcagceg

cctgatccgg

tggacgcaaa

cccgaatacc

taaacactgc

acaacagcat

gaatccgttt

taaaccgeca

caagcgggca

tgcggeetge

gcagaagatg

tgatgcgggc

gtgttcaaaa

gatgcgttaa

caacgcatcg

gcactccggc

gcaaggeccy

tggcggettg

gaacagcgeg

ggtaagctgc

gagcgaacce

ccgaagctgg

tgtgttgctg

ggtgtggttc

tcgatgtatt

ctgcgaagga

ggggggcatc

caggcgcttg

gectgeggtg

gctgacctey

gacggtggag

aatgotggtt

agtgttcatt

gctatgcecg

aggctggatg

agcttgagca

atcgecttgg

gcgtgeattt

aattccatgt

gggcagggct

acgccaagca

aactcgcecg

tgccgegtac

cgagaaatgc

caaggaattc

ggcgctatge

gtttcacgct

agacgcgagc

cggccatgeg

ccagctgtcec

ttctggacac

tattcgttca

cgtttcgacc

ctcaaccatt

gtgtcggaag

gcgcagectg

cgagagccetg

tttcgctgea

ggatgcagct

gatacgccac

tgactacggc

agccgatgaa

gtccaagcag

catttccaga

39

gcctgageag

ggacgaggta

gctggetgtg

gcaggcgctg

catcatcgac

atgecggttt

gctttcaatg

gacgaccaaa

tacgaggaag

gctctccgge

cccgacctgg

accgagaaga

ctcgecgagt

cgcgeeegty

attaaggcge

gtgtcgagaa

ggggcaatat

ttcaggctag

actggtttca

gcaaaacgtg

ggcgcgcetac

cgcaagctgg

ggtggattgg

gtgctggcag

gcecetgtect

tggcggaact

acctagacct

cagccagegg

ccggegacac

tgcagatcgt

tcgagacggyg

tcgagegegg

gccgatcegg

tactacgtga

caactatcta

gacaaaaaag

tgaactgatc

gaagcgectc

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

4



cagagcectgt

gtagagcaca

tacgactcga

ttcgggcget

tacccggtgg

gtccataaga

cggaagatgt

actttgatec

actcgcgtcg

ctgagcgcag

cggctcaagg

gagaacaacc

cggttgcagce

agcaggaaag

cgaccagact

ctgacctctg

ccttcatggy

gctgcgacat

aggcagagct

cgatgcactt

ccgagggeta

acagccaagt

accccgcaga

ttgacctcgt

acaagagcgt

acgtcgegec

tgccggagaa

aggcggaaac

agcgegtgec

atcaagcgag

tgccggacga

gaccgegetg

ttggcgaaag

tgggtcggtg

ggcgcagttc

cagtggcacg

caacccagtc

gcgtgeecget

cgaggggtcg
cgagatcaag
gccgactgge
cctgtctgge
ggtctgcecac
aaagggcttt
gacgccattt
cttecggecacc
gctggtggtt
caatcccaac
caagcctgte
cgaatgaaca
gagfgcgact
gagatcaaca
tttcgtggea
tacaaaacgc
acgcttggcg
agtaccttcc

ttcgagegge

ggtcgcaaca
ggtttggcat
tatcacaacg
tatgccgatc
ggcgacttéc
ggcacctacg
gcgctgaccg
gatgaccgtt
ggctacaact
gcaggcaccc
tccatgactg
ccatcaccga
tcccgetggt
ggccgatcta
ttacccttgg
acgacctgge

aggccgtceaa

tcgtacgtca

tggaacgtga

40

cctacccgga

ggcctggecg

gccgtcaaat

agggcaacdgg

tcaacgccga

gcgacatcat

aaggcaccac

accaggtggt

ttgacctgcg

agcaccgatt

gcacccaggt

caagatcggg

Ccgaaatcagc

ccacatccac

tgctttgagt

cggtaaggta

gctgggtgcc

gygcgttcacg

cgtggcaccy

ctrctgcttg

cgagcgcgac

cttctacgtg

ccgcaggcag

tcacaactac

gatccgcgac

tggcctgatg

cggtaacctc

cacgaacgag

cgtggectac

gcageecgac

ttcgcttace

cagatcgccg

aagtggtggg

cagcctggta

gtgctegatc

aaggccatcg

ccggegtecg

gagattcggce

5400

-5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

1Y



gctactacca

gggtcaagac

tttcacaaga

ggagtgtgct

agttcaatcc

gttaccgcat

cgatgatgoc

tggccctcta

cctctgtteg

gcgacttctt

ccatcgacga

tcaacaacct

cgaaccacat

agagcagegg

tcgatgagec

gcaagacggt

aggccgcaga

ctggttcggt

agttgagcga

gacgcgcgat

ggtgacgacg

cgcctacccg

ggaggatcgc

gcaggaaggc

caaggaacta

cttgcgageg

cgaggaagcc

acctggeccac

caatgcgcgce

cctggcagtg

grtrtgcage

cctcaagcca

tacgtttagc

gttcgagatc

ggctagccat

tcatggectg

ggatgccgtg

cttetttttt

cctaagacgg

cccgaggacyg

aagaagaagc

tacgatgcga

ccggeegetg

ctgccaaagyg

gatggatcga

caagaacgcec

aacaccgacc

caactgctgt

Caagagcaga

ttcaagggtg

gagcgcaccce

acgttgttcg

gcgttcgage

ccgatccgeg

ctgatcctca

gtgactgatc

gcttggetea

gcgagctgat

aggtaatccc

cgcgagcgca

ctgacctgca

gtcagtacgt

acggtacgec

aggrctatct

ttgctacaga

aggegegegg

gcettggect

tgctgtgctt

agggaacagg

cgctggagaa

agtctegect

atgaccagga

cccgtegegt

acggtgacag

cgcectactt

ccectgtget

41

tcaggtcttg

cttgctgteg

gatcgtgtgce

ctgccagcac

Caaaaccaag

gcectcteat

gccggtgegg

ggcactgecg

ctacaactac

gctgctgegg

gttctccage

ggccgtgegg

ctccgtgtog

gctacgtgeg

cggtaaccgce

cgaaacctgg

ctcgaagetyg

cgacttrcgtt

gcgccagegce

tactacttct

cgctacgtgt

cctggetget

tgcggecace

ggcggtcacc

cgaatgtacg

aatgaggact

ctgccgaaaa

acccaatggce

gaaatcctga

accttggagt

catatgttct

ggcactggca

aagcgetacc

gcaggctcge

ccggaattgg

ccggtgeecg

cattactcgg

tatccgtgga

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

s



tggcecgega

cccgteaget

tggcgttcag

acaaggcggg

gtcccaagac

aggcgtttgc

tggcatcacg

gcgcagegea

ttgatcttga

gtgcgtggga

ttgatggcag

tacgtatttg

ttgtggctag

tggccgagea

tcgegtecty

gcaagctgac

acaccccgec

tgatccccac

tggagaacgc

ggactcgtct

tgcgtcggtg

cttccaccac

cctggecgta

tgcggccaaa

cctgcaccag

gctgcaagct

aaccttgatt

ggcaattcgg

tgacgatgtg

ccgetgeacy

cgtgatacaa

ccaaaaaggt

gagcaaagag

gtggaatgag

cgagcacctt

ctctgttacy

caggccgagt

aggcaagcga

gaccaagggg

ttcacggagg

tcgegtgecy

gttgcggetc

gacccgatca

tcgcctgeta

gctggecttc

gcacgegetg

ctggcegtgg

cccttetgat

caagccgcgt

taacgccata

ggcgtcggea

gggccagtgg

cgaaccaatg

caggcattgt

gaaatgattc

ccgecatgact

atgatcttcg

aggtgcagca

cgtgeegegt

agggctgagc

accctgtcca

-gccttgatge

tccaggatgt

gcatctecgge

ctgatgacat

ggccaagggce

tggctgcacg

cccrecgegt

ttaatggagg

agacaacgat

cgctgatcga

aggcaccgcet

CCaagggtgg

agcaggtgct

tgcgecgeggt

tcatcaatgg

42
caaagaccct
gcttaaggac
ggccatctat
tgccgagetg
gattctggtg
ccgccagget
gggtgaccgc
gggcttcgac
tgcaacatca
gccttgtégg
aaagttcatt
tgcgtaaatg
tgcaggtcac
cacagaccca
gtttgcacgg
catcaagctg
ccgeaccgec
cggatctacc

ggcggeacct

cgtgtgttcg

gatggagtgt

gaagcgatca

cgcgcggeaa

tgtcgcaaaa

gttgatgcge

ttegtgateg

gagatcaagg

aaggctgega

cgcatgegtt

tatacgcCaaa

cggactattg

ttgggtgtca

caaggctcge

gtggaaatcg

gccatcatcg

gacttggtac

gtcgaactgy

cgcgegegga

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

N¢s



tcgcgggtgg
accagcgcac
CCaaggggcyg
gtaaaatttg
catctttgac
cggcacccca
actacaaggc
gcgtgaagcet
agtcggecge
tcgaactcge
acgagctggg
aggttgcggc
cgcgtggect
actacgccct
ggccggacac
cgccaagcgt
gccagatgac
ttcgegtcta

gactggagga

ggctgeegtg

cgacttcgec

gtcggecgaa

atataatacg

tgccggecty

ggttcaacct

gttgaccgtc

ggacaagaag

tggccagcaa

caaggagttg

acttgaaggc

cgaagtggtg

gatgccgatg

aaaggatgac

ctctgtttgg

gaaggygagg

cgaggctatc

tgactacttg

tgccctagac

gcgetttege

agcrcgatga

gaaatcgggc

tacatgcgta

gtggccaaga

atcgaagtga

aagttggatc

agccaggaaa

cacgcctaag

gccgaaaaad

ccggegeagg

ggcgagcage

catcatccaa

ggcgtgagca

cattgggaaa

gccacgcagt

aatcgcggtc

gtctcaacca

aggctgeggg

agcatggcac
tcgacggecg
agttgtggaa
ttaatggaga
aaggggaggc
aggcatcgge
gtgaccgcta
tctttgtega
aggccectat
ccaaggcccg
gcaacgccgg
cggcacgacg
accgcgattt
tggaggccce

gcaaggatgg

ttgataagga

‘ggcctgatge

acaagccgac

gtacatcgat
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ggttgcccec

caccgtccag

atacgtatct

tacgtaaatg

gtcccctoct

gactggcggc

cgagagtctg

ggccctggat

gcgttcagtg

ccgectageg

caccactccc

caagggagcg

cttcttgtge

catcttcacc

gacacgcgcc

tttacttatt

gaacaatcga

tggcggcaag

caagacgaac

gtgacgctgt
gaaatcgacc
acacaactgc
gctaaaactg
acggttgtcg
ggccgggatt
aaaagcatgg
ttgtggatga
cgctctgecg
gcggaaaaga
agcccggtga
ccgaaaéggc
gatctgtttg
ttggcaacca
atcaccgtca
tacgtagtta
accgtgeget
gagtaccagc

atcaagacgg

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900



gtggccageg

cccceccgacga

cagtgcaggc

ttgagcgecg

ttgggctgga

gtgccttgeg

acgagaaaga

ctctggeecg

cccatgeggt
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descripto y determinado la naturaleza de la
presente invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se

declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Una bacteria no patdgena Gram-negativa que pertenece a la clase de
las Betaproteobacteria, una subfamilia de las Neisseriaceae, caracterizada porque
la secuencia de nucleodtidos del gen de ARNr 16S de dicha bacteria incluye la
secuencia de SEC. ID. NRO. 1.

2. La bacteria de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque
incluye por lo menos un plasmido que comprende la secuencia de SEC. ID. NRO.
2, o cualquier secuencia con por lo menos 80% de identidad con dicha secuencia
de SEC. ID. NRO. 2.

3. La bacteria de acuerdo con la reivindicacion 1 o con la reivindicacion
2, caracterizada porque es no filamentosa.

4. La bacteria de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
depositada en la CNCM el 8 de abril de 2010, con la referencia 1-4290, o
cualquier otra mutante.

5. Un extracto bacteriano obtenido a partir de una suspension de
bacterias de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. El extracto bacteriano de acuerdo con la reivindicacién 5,
caracterizado porque se obtiene luego del tratamiento de dicha suspension
bacteriana de modo tal de eliminar los componentes intracelulares.

7. El extracto bacteriano de acuerdo con la reivindicacion 6,
caracterizado porque dichos componentes intracelulares incluyen por lo menos
los acidos nucleicos.

8. El extracto bacteriano de acuerdo con la reivindicacién 6 o con la
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reivindicacion 7, caracterizado porque incluye una fraccion EO que comprende por
lo menos proteinas de membrana, proteinas peripldsmicas y proteinas que se
originan a partir del flagelo.

9. El extracto bacteriano de acuerdo con la reivindicacion 8,
- caracterizado porque dichas proteinas de membrana consisten en porinas, OmpA
[proteina de membrana externa A, segln su sigla en inglés], lipopolisacaridos o
lipoproteinas, o todas ellas.

10.  El extracto bacteriano de acuerdo con la reivindicacion 6 o con la
reivindicacion 7, caracterizado porque incluye una fraccién SO que comprende por
lo menos proteinas y péptidos secretados y metabolitos secundarios.

11.  El extracto bacteriano de acuerdo con la reivindicacion 6 o con la
reivindicacion 7, caracterizado porque incluye una fraccion ESO que comprende
por lo menos la fraccién EQ y la fraccion SO.

12. El extracto bacteriano de acuerdo con la reivindicacion 11,
caracterizado porque incluye una fraccion ESO con un perfil de proteina, obtenido
por SDS-PAGE, que comprende tres bandas principales que corresponden a los
pesos moleculares que varian entre 30 kDa y 36 kDa, 41 kDa y 45 kDa, y 47 kDa
y 51 kDa, respectivamente.

13. E! uso de una bacteria de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o de un extracto bacteriano de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 5 a 9 y 12, o de ambos, para la preparacion de una
composicion propuesta para la activacion de TLR2, TLR4 y TLRS.

14. El uso de una bacteria de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o de un extracto bacteriano de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 10 0 12, o de ambos, para la preparacion de una composicion
antagonista de PAR2.

15. El uso de una bacteria de acuerdo con cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 4, o de un extracto bacteriano de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 5 a 12, para la preparacién de una composicion propuesta
para el tratamiento o la prevencién de trastornos inflamatorios dermatolégicos.

16. El uso de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque
dichos trastornos inflamatorios dermatolégicos consisten en dermatitis atépica,
prurito, eccema y soriasis.

17.  Una composicién que comprende, como ingrediente activo, por lo
menos una bacteria de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un
extracto bacteriano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, o
ambos.

18. .Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, para el
tratamiento de trastornos inflamatorios dermatologicos.

19.  Una cqmposicién de ‘acuerdo con la reivindicacion 18, caracterizada
porque dichos trastornos ihﬂamatorios dermatologicos consisten en dermatitis
atépica, prurito, eccema y soriasis.

20. Una composicion cosmética o dermatologica de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, caracterizada porque ademas incluye

~ uno o mas excipientes tipicos dermatolégicamente compatibles.

p.de: PIERRE FABRE DERMO-COSMETIQUE * UNIVERSITE PIERRE ET
MARIE CURIE (PARIS V1) * CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
(CNRS)

Y
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RESUMEN
La presente invencion se refiere a una nueva cepa bacteriana aislada de
agua subterranea. La invencion ademas se refiere a extractos bacterianos y a su
uso en el contexto del tratamiento de inflamaciones. Mas en particular, la presente
invencion se refiere a nuevas composiciones de interés en el tratamiento y la

prevencion de trastornos inflamatorios, en especial, de patologias dermatologicas.

N



2 -

1/8

— pénero Chromebacterium, Brasil , (AY17552)
| C’U‘] = e pénero Chromobacterium, Brasil , {AY] ]?558)
género Chromabacterium, Brasil | {AY[ | ?553}
génoro Chromobactorium, Brasil | (AYI ”568}
- género Chromobacterium, Brasil , (AY 117564)
|— género Chromebacterium, Brasit , (AY117571)
| génera Chromobacterium, Brasil (AY117559)
| génor Chromebasterum, Brasi | (AY117561)
| género Chromobacterium, Brast . (AY117563)
| - género Chromobacterium, Brasit (AY117550)
?9 .!:— Génera Chromabactedum , (AB017487)
-! = génere Chromobaclerium, Brasil . JSAYILTS (\U}
S_S_] L{ Géners Chromobaclenum fﬁYl ”566}
{ - género Chromebacterium, Brast (AY117565)
57 - Chromobatterinm violacenn, (M21310)
5 Cbramabncfe.(rir‘?; xsrgfg{:ga {AY344036)
-— Lago hawaiano , 4 _]
100 . Gelo spa. (ABDT7480) ;
planta tratam , aguas residuales, sin cultivar (1\6285344)
10 _r Peendogutbenidanio subflave (EF626692)
i —Futiclla ni‘::of;mm (AYGNG199)
] 4 Of beta proteobacferia (AB174825)
l !;{ —— wbera, sin eultvar {DQ205194)
al
Al

Paludibacterinm yonguenpensis (&\_2??\%3{‘53}25_8
b T Sediments profunds, s cuthvar | 13258)
G 1 P

(| 4 | 160 — Larrozaljaponés Eﬁgg;gg?

B | | g %’fgﬂ arrozal japonts
e 1] F )
1 : Guibenkianu mobitis (AN2I5491)
o Agratitalea sagnisonii (DQUIBLLT)

’ rVogeselta indigofera (U45993)

Vogesella indizofera (ABOZI38S
i 0 5 % ¢ .'frmi_\ﬂmdcr acetivorans (EF212897)
; e Neitserit flova (AJ239301)
83| (.} ;_L Etkenella corradens (AF326620)
[ 1 | ([ Kingella denitrificuns (LB5166)
; ﬂ : ; — Simensiellg muellesi (AF328148)
| U gL Bergerietta denitrificens (ABORTIGS)
| g1 |1 e Chonehiformibiis Esthniae (AF328149)
! FE e —dlysislla filiformis (ABOST263)
b e Urnburuello sui (AJS86614)
100 pVitreascilla stercoraria (M22519)
100 Vitreascilly stereoraria (106174)
; Aquaspirillam serpens (ABOT4518)
— o Laribacter honghongensis (EF032601)
9 1 . Microvirgnla serodenitrificans (AJ487013)
e Clitiniphilus shinanonensis (AB453176)

F &

_ oo Sifvimonas terrae (AB194302)
¢ F ________ . - Deefgen rivali (AN39TG80)

~ Andreprevotia chifinolytica(DQBI6ISS)
: ——Chitinilptienm equatile (DQ3HISL)
60 b Chitinibaiter tainanensis (AY2 64287)

5..5__[
[ !
LA
_ 82
A

“Todabocter flavietile (M22511)

| e e Lo aryzae (T2 80369}

~— Pandoreea promenusa (AF139174) i
Acidovorax avenas subsp. avenae (AF137505)

Fli&, 1

-------------- Fernivibrio citeicas (Y17602) }

Neisseriaceae



2/8

Fen

B)

2

FIG



umax (h-1)

3/8

e 0.4
0,2 0,25
0,15 0.2 0.3
0,15 0.2
( 3
)1 0.1
0,05 i 0’05 0-]
0 : . z 0 ! 0 . : —
4 14 21 25 30 g 5 8 T & 10
Temperatura NaCl (p/1)
Activacion de células de Langerhans por EO
oT
x43
40
E
g a0
W
E x17
g_ 20
£
(ST e = T
< i 3 10 0 100 ngiml 30 100 ng/ml
IL10 iL12 _J

FIG. 4



4/8

Intensidad de Nuorescencia media (IFM)

300 4

b3
wm
=]

Activacion de células de Langerhans por EO

Moléculas de coestimulacion o i

Marcador de . Moltculn de

maduracién adhesion

Lt
(=]
L=

ey
o1
k=]

-
(=]
L=

3

x12

[=]

i

340 30 100 ngimi o 3 10 30 %00ng/ml
CD8o CD86

Y

f'"'—"!_'—""‘!.""_. -
0 3 10 30 100ng/mi 0o 3

CcD83

10 30 100 ngiml

CD54

FIG. 5

Intensidad de fluorescencia media (IFM)

Inhibicién por EQ de FceRl

300 - Receptor IgE de alta afinidad

250

200

150

FIG. 6



5/8

Activacion de TLR2por ESO

z.oI’ i
5

L
s
o
-~
5
ra
o4

0
100ngfmi

1
i
o]

——
W0ngiml

O3ngiml

0. anglm|

0.02ngimt

0.0ing/ml

FIG. 7

Activacion de TLR4 por ESO

o T .: R T

10¢0ngimi 30ngimi " n-;_-._; -
9 Inglml
1ing

0.03ngim1i

0.01ngim!

3



6/8

Activacion de TLR-5 por ESQO

0.0 b I
0 3ng/ml

" Flagelina "+ Ac-TLRS

1ongiml  20ng/mi [¢]

0ng/ml  100ng/mi

T

I — ESO!;'}?&C-T{.RSM e »!

300ng/m! 1000ng/ml

FIG.. 8

ES0, actividad antagonista especifica sobre PAR2

200 [

s:' 160

8 |

1] |

i1

5 |

O 120 -

c i

el |

8

g 80 - N
= i

$ f B4
3 !

= 40

without probe

£+ S prevnsaasa ST

SCTE 50nM

100pafml

300pg/ml

(0



1000

Cantidad relativa

=
=

-
=

Induccién por ESO de proteinas y péptidos antimicrobianos

5

Ahd

HED2 HBR3 LL37  soriasina  Pi3 Roasa 7 Nod2 HBD?2 HED® LLY  Sorizsina PR Rnasa ] Nod2

FIG. 11




57

49

43

34
29

8/8

FIG. 12

4



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

TO RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT
issued pursuant to Rule 7.1 by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
idemified at the bottom of this page

PIERRE FABRE DERMO-COSMETIQUE
45 Place Abcl Gance
92100 BOULOGNE CEDEX

NAME AND ADDRESS
OF DEPOSITOR

I IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identification reference given by the Accession number given by the
DEPOSITOR: INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
LMB 64 CNCM [-4290

1. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identified under I above was accompanicd by:
BJ  ascientific description
Bd  aproposed taxonomic designation

(Mark with a cross where applicable)

III. RECEIPT AND ACCEPTANCE

This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I above, which was received by
iton April 08, 2010 (date of the original deposit)'

IV, RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganism identified under I above was reccived by this International Depositary Authority

on 1 (date of the original deposit)
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received
by it on (date of receipt of request for conversion)

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name:  COLLECTION NATIONALE Signature(s) of person(s) having the powcr lo represent the
DE CULTURES DE MICROORGANISMES International Depositary Authority or of authorized
(CNCM) official(s);
Date;

Address:  Institut Pasteur
25, rue du Docteur Roux <sigmature> Georges WAGENER
F-75724 Paris Cedex 15 (France)

Paris. May 20, 2010

1 Where Rule 6.4(d) applics, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired,
Form BP/4 (sole page)

€3



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM
TO VIABILITY STATEMENT
Madame Katia HELFFER issued pursuant to Rule 10.2 by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Institut de Recherche Pierre Fabre il :
identified on the following page

LABORATOIRE DE
MICROBIOTECHNOLOGIE

3 Avenue des Satellites BP 94244
31432 TOULOUSE CEDEX 4

NAME AND ADDRESS OF THE PARTY
TO WHOM THE VIABILITY STATEMENT
IS MADE

1 DEPOSITOR II.  IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

— & Accession number given by the
Name:  PIERRE FABRE DERMO-COSMETIQUE | 1 o A TIONAT DEPOSITARY AUTHORITY:

CNCM 1-4290

Address: 45 Place Abel Gance Date of the deposit or of the transfer'
92100 BOULOGNE CEDEX ;
April 08, 2010

[T, VIABILITY STATEMENT

The viability of the microorganism identified under Il above was tested

on April 08, 2010 . On that date the said microorganism was
K 7 viable
[0 7 nolonger viable

" Indicate the date of the original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date
(date of the new deposit or date ol the transfer).

® In the cases referred to in Rule 10.2(a)(ii) and (iii), refer to the most recent viability test.

¥ Mark with a cross the applicable box.

Form BP/9 (first page)




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED"

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name:
COLLECTION NATIONALE
DE CULTURES DE MICROORGANISMES (CNCM)

Address: Institut Pasteur
23, rue du Docteur Roux
F-73724 Paris Cedex 13 (France)

Signature(s) of person(s) having the power to represent the

International Depostary Autherity or of authorized official(s):

Georpes Wagener

<signature>

Datc: Paris, May 20, 2010

* Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative.

Form BP/9 (second and last page)

s
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{H« 184 Representacién y poder con autenticacién notarial y
\P ; Apostille para patentes, modelos de utilidad, disefios
ABOG’A S industriales, marcas de fabrica y de servicio, nombres
CAER[?‘!é:ICLQ“NSi\EEj;_ﬁ 0, comerciales, ensefias, nombres de dominio, lemas
FOGOT&\R‘; COLOMBIA—— comerciales, licencias.
Representation et Pouvoir avec authentification notariale et
Apostille pour brevets, modéles d'utilité, dessins industriels;
marques de fabrique, de service, noms commerciauy,
enseignes, noms du domaine, slogans, licences.
REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION ET POUVOIR
Yo (nosotros), abajo firmado(s) / Je (nous) soussigné (s)
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS)
3 rue Michel-Ange
75794 PARIS cedex 16
@ FRANCE
por ¢l presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DEPAEZ, tpa 23555 . - par cct instrument désigne (désignons) ILUZ CLEMENCIA DE PAEZ,--
WOSCAR CORREA BARBOSA | t.p.a. ?102? ¥ :NIDIA OS0ORIO LOPEZ, I.p.ﬂ,_?S.’:f}ﬁ ------- tp.a. 23555 0SCAR CORREA BARBOSA | t.p.a. 71027 y NIDIA OSORIO LOPEZ. -
: 5 . domiciliados en la Carrera 4* N° tpa 73366 § domiciliés a
72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el

Bogota, Colombie, Carrera 4° N® 72-35, conformément au paragraphe
pardgrafo lo del Articulo 543 del Caédigo de Comercio, el primero como

principal y los deméis como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad-industeial con facultad
para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o

1 de I'Article 543 du Code de Commerce, le premier comme principal
et les autres comme suppléants, dans leur ordre, comme (mes) (nos)
représentants dans toutes les affaires concernant les brevets
—— ; , s d’invention ayant la faculté de recevoir les notifications et de
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al principal ¥ nouiieatons

5 ¥ i s 4 ¢ omia aires indiciaire drajudiciaires - H
en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La nommer des mandataires judiciaires ou extrajudiciaires. Le premier

misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya représentant suppléant remplacera le principal en cas d'absence ou
de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el d'empéchement temporaire ou définitif de celui_ci. La méme régle
representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o sera appliquée quand il faudra que le deuxiéme représentant
ambos, declarardn su intencion de no egjercer la representacion mediante suppléant remplace le premier, ou lc troisiéme au deuxi¢me. Dans ces
declaracion autenticada por Notario Pablico en Celombia, o por Notario cas, le représentant principal, ou le premier ou le deuxiéme suppléant
u og Funcionario Publico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si dans leur cas, ou les deux, déclareront leur intention de ne pas
€ brc de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los exercer la représentation moyennant déclaration par devant Notaire

mbrados faltare definitivamente, el siguiente tomara gar. Cuand : . :
nombrados I(itﬂ.‘b ddfmm Im nte, I?D nte tomara 5}1 121_ Cuando Public en Colombie, ou par devant Notaire ou tout autre
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplenies, en su caso, podrdn ejercer la
representacion, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndola por

el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la

Fonctionnaire Public ou Consul de Colombie 4 I'étranger; et s'il
s'agissait d'empéchement, avec le certificat respectif, Si l'un des
nommeés venait & manquer définitivement, le suivant prendrait sa
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso. place. Quand labsence ou l'empéchement du représentant principal,
ou de son premier ou second suppléant dans leur cas, aura cessé, ils
pourront exercer leur représentation dans leur ordre, l'un ou les
autres, suivant le cas, 'assumant par le seul fait de l'exercer, cessant a

ce momenl..ld l'exercice de la représentation par le premier,

1© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOQ1-184 (MINUTA 12.1,1,3.2.)
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Ademas, confie 0;"{,‘&05[‘ : r a los abogados arriba nombrados,

para obtener la prote 1 (nuestra) propicdad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera cntidades o
personas, gjerzan © no jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencidn, modeles-de-utiidad—y
disefies—industriales:—el—registro—de—marcas—de—fabrica—colectivas;

defensivas—de—servicio—lemas—comercizles—nombres—comerciales,
enseftasanembresdedominiorvariedadesvegealesy-densminaciones-de
erigen; su renovacion, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos
derechos; b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del
consumidor, oposicidn, cancelacién administrativa y judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la proteccion de
secretos industriales, y en general los juicios civiles, penales,
ad‘straﬁivos o contencioso-administrativos relacionados con estos
dercChos; acciones y procesos que promovamos o se nos promuevan, Y
para que en todos los asuntos arriba determinados, puedan sustituir este
mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, recibir, renunciar y ratificar los actos de agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy /Signé le

deuxigme ou troisiéme suppléant dans leur cas.

Par ailleurs j'octroie (nous octroyons) pouvoir aux avocats ci-avant
mentionnés pour obtenir la protection de ma (notre) propriété
industrielle et contre la concurrence déloyale; 4 cet effet, j*autorise
(nous autorisons) lesdits fondés de pouvoir 4 me (nous) représenter
devant toute entité ou personne, avec ou sans juridiction; notamment
devant celles d'ordre administratif, contentieux-administratif et
judiciaire, ainsi que devant les Tribunaux d'Arbitrage, pour tout ce
qui concerne les affaires suivantes: a) l'obtention de brevets
d'invention, de medelesdwtilité dedessins industeielsle-dépat-de
margues-de-fabriquecollectives-défensives—de-servicesdeslogans,
de—noms-commerciaux—denseignes—noms—du—domaine —de—variéiés
végétales-et-diappellations-d'origine; leurrenouvellement transfert,
changement de nom ou de domicile, radiation

“relontaire—etlenregistrement des—cenirats-de-licencer-b)-lesactions
de—eoncurrence—ddloyale—de—protection—du—consommateur,
d opposition—<deradiation-administrative-su-judiciaire~d annulation,
de—cenirefagen—de—licences—de—tutelle—de—protection—des—seereis
industriels,—et—les—procés—eivils—pénaux,—administratifs—ou
ceatentiew-administratifsayant-trait-d-cesdroitsles-actions—et-les
proces-¢tablis—parmoi{neus)-ou-contre-moi-{neus}—et ¢) afin que

pour toutes les questions mentionnées ci-dessus, ils puissent

substituer ce pouvoir, transiger, concilier, admetire les faits du
proces, se désister, annuler, recevoir, renoncer et ratifier les actes des
agents officieux ou des personnes sans mandat.

2 4 JAN. 2011

er/a Paris

Por/par

Direction de I'Innovation et dgs Relations avec les Entreprises

Firma

Signature

Je soussigné Me Hér\fé PO]WMEWHH\{&Q
¢

Notaire 4 Panis,

{ e matériellement
lasignature de M, #2400 [,

{:‘_DH@QIQ

apposce sur le présent document.
C«?lt_c certification ne comporte aucune
venfication de I'exactitude des faits et
actes mentionnés dans le présent document

2© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOL-184 (MINUTA 12.1.13.2.f)
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O,8 Paris
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Publication au JORF du 25 novembre 1982

Décret n°82-993 du 24 novembre 1982

Décret portant organisation et fonctionnement du Centre national de la recherche
scientifique.

version consolidée au 14 février 2007 - version JO initiale

Le Premier ministre,

Sur le rapport du ministre d'Etat, ministre de la recherche et de I'industrie, et du ministre
délégué auprés du ministre de I'économie et des finances,chargé du budget,

Vu l'ordonnance n® 45-2832 du 2 novembre 1945 réorganisant le Centre national de la
recherche scientifique ;

Vu la loi n® 82-180 du 15 juillet 1982 d'orientation et de programmation pour la recherche et le
développement technologique de la France ;

Vu le décret n° 80-31 du 17 janvier 1980 fixant le statut des chercheurs contractuels du Centre
national de la recherche scientifique ;

Vu le décret n° 82-452 du 28 mai 1982 relatif aux comités techniques paritaires ;

Vu le décret n® 82-850 du 27 juillet 1982 relatif aux sections du comité national de la recherche
scientifique ;
M® Hervé POMMERY, Motalre a Paris
Le Conseil d'Etat (section des travaux publics) entendu, certifie le présent document
conforme & l'original qui lui &
616 représenté,

T

TITRE Ier : Dispositions générales.
Article 1
Modifié par Décret n°84-154 du 1 mars 1984 art. 1 (JORF 3 mars 1984).*eq

NOTAIRES ASSO
D'UNE SCP

[Us Lg Boktic - PO

Le Centre national de la recherche scientifique est un établissement public national a caractere
scientifique et technologique, placé sous la tutelle du ministre chargé de la recherche.

Article 2
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 2 (JORF 14 fevrier 2007).

Dans le cadre de la politique scientifique définie par le Gouvernement, en relation avec les
besoins culturels, économiques et sociaux de la nation et en liaison avec les établissements
d'enseignement supérieur et de recherche, le Centre national de la recherche scientifique a pour
missions :

- d'évaluer, d'effectuer ou de faire effectuer toutes recherches présentant un intérét pour
I'avancement de la science ainsi que pour le progrés économique, social et culturel du pays ;

- de contribuer & 'application et a la valorisation des résultats de ces recherches ;
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- de développer l'information scientifique, en favorisant I'usage de la langue frangaise ;
- d'apporter son concours a la formation a la recherche et par la recherche ;

- de participer a I'analyse de la conjoncture scientifique nationale et internationale et de ses
perspectives d'évolution en vue de ['élaboration de la politique nationale dans ce domaine,

Pour l'accomplissement de ces missions, le Centre national de la recherche scientifique peut
notamment .

- créer, gérer et subventionner des unités de recherche ;

- contribuer au développement de recherches entreprises dans les laboratoires relevant d'autres
organismes publics de recherche, des universités et autres établissements d'enseignement
supérieur, des entreprises nationales, des entreprises et des centres de recherche privés ;

- mettre en oeuvre des programmes de recherche et de développement technologique |

- recruter et affecter des personnels de recherche dans la limite des emplois autorisés par la loi
de finances ;

- prendre en charge des déplacements et des séjours de personnels en tout lieu ou les appellent
les missions du centre ;

- construire et gérer, le cas échéant, dans le cadre d'accords nationaux ou internationaux, des
grands equipements de recherche ;

- constituer des filiales et prendre des participations ;

- participer, notamment dans le cadre des groupements d'intérét public, a des actions menées
en commun avec des services de |'Etat, des collectivités locales ou d'autres organismes publics
ou privés, frangais ou étrangers ;

- participer & I'élaboration et & la mise en ceuvre d'accords de coopération scientifique
internationale et de coopération pour le developpement;

- assurer I'élaboration et la diffusion de la documentation scientifique et la publication des
travaux,

Article 3
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 3 (JORF 14 février 2007).

Le Centre national de la recherche scientifique est administré par un conseil d'administration
présidé par le président du centre. 1l est dirigé par un directeur général placé sous l'autorité du
président du centre.

Le comité national de la recherche scientifique, placé auprés du Centre, est une instance de
conseils scientifiques et d'évaluation. Il comprend des représentants €lus des personnels de
recherche, Il est compose :

- d'une part des sections spécialisées par discipline, des commissions interdisciplinaires, des
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conseils de département et des comités de programme ;

- et d'autre part du conseil scientifique.

Les unités de recherche relevant du Centre national de la recherche scientifique sont dotées
d'instances consultatives, les conseils de laboratoires, ot sont représentés les personnels. Des

consells de laboratoires peuvent étre créés dans les unites associées au centre dans les
conditions prévues a l'article 17.

Article 3-1
Créé par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art. 3 (JORF 28 octobre 2000).

Le président du centre est choisi parmi les personnalités ayant une competence dans le
domaine de la recherche scientifique et technologique. Il est nommé sur proposition du ministre
chargé de la recherche pour une durée de quatre ans. Il ne peut exercer plus de deux mandats
consecutifs.

TITRE II: Le conseil d'administration.
Article 4

Modifié par Décret n°2005-436 du 9 mai 2005 art. 19 (JORF 10 mai 2005).

Outre le président du centre, le conseil d'administration comprend :

1° Trois représentants de I'Etat :

- un membre nommeé par le ministre chargé de la recherche ;

- un membre nommeé par le ministre chargé de |'enseignement supérieur ;

- un membre nomme par le ministre chargé du budget.

Un suppléant est désigné dans les mémes conditions pour chacun de ces membres ;

2° Le premier vice-président de [a conférence des présidents d'université ou un autre membre

de cette instance désigné par Iui ;

3° Quatre membres €lus, pour une durée de quatre ans, par les personnels du centre et parmi
eux. Deux d'entre eux sont choisis parmi les personnels appartenant aux corps de chercheurs et
les deux autres parmi les personnels appartenant aux corps d'ingénieurs, de personnels
techniques et d'administration de la recherche. Les modalités d'élection sont fixées par arréte
du ministre chargé de la recherche |

4° Douze personnalités qualifices nommées pour une durée de quatre ans par décret pris sur
proposition du ministre chargé de la recherche, choisies :

a) Pour quatre d'entre elles en raison de leur compétence scientifique et technologique ;

b) Pour quatre d'entre elles parmi les personnalités représentatives du monde du travail ;
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¢} Pour quatre d'entre elles en raison de leur compétence dans le domaine economique et
social,

Le mandat des membres élus prend effat & la date du décret de nomination des membres

nommes au titre du 4°,

Les membres mentionnés au 3° et au 4° ne peuvent exercer plus de deux mandats consécutifs.

Le directeur général, le président du conseil scientifique, le secrétaire général, le membre du
corps du contrdle général économique et financier et |'agent comptable assistent aux séances
avec voix consultative.

Le président du centre peut appeler a participer aux séances, avec voix consultative, toute
personne dont il juge la présence utile.

Toute vacance par déces, démission, empéchement supérieur a un an, ou perte de la qualité au
titre de laquelle les membres du conseil d'administration ont été nommeés ou élus, donne lieu a

remplacement pour la durée du mandat restant a courir, si cette vacance intervient plus de six
mois avant l'expiration du rmandat.

Article 5
fodifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 4 (JORF 14 février 2007).

Le conseil d'administration analyse et fixe, aprés avis du conseil scientifique, les grandes
orientations de la politique du centre en relation avec les besoins culturels, gconomiques et
sociaux de l'ensemble de la nation. Il définit les principes qui régissent ses relations avec les
partenaires socio-économiques ainsi qu'avec les universités et les organismes nationaux,
étrangers ou internationaux intervenant dans ses domaines d’ activité.

1l délibére sur :

1° Les mesures générales relatives a I'organisation et au fonctionnement du centre, notamment
la création de directions ou services ;

2° Le budget et, sous réserve des dispositions du cinquiéme alinéa de l'article 6, ses
modifications ; aprés avis du conseil scientifique, la répartition des moyens financiers et
humains entre les départements, les programmes, les instituts nationaux et les services

communs ;

2°-1, Aprés avis du consell scientifique, le contrat pluriannuel prévu a |'article 14 de la loi du 15
juillet 1982 susvisée ;

3° Le rapport annuel d'activité ;
4° L e compte financier ;

5¢ La politique d'action sociale ;
6° Les emprunts ;

7° Les acquisitions, aliénations, échanges d'immeubles ;
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8° Les baux et locations d'immeubles ;

g° | 'aliénation des biens mobiliers ;

10° L'acceptation des dons et legs ;

11° Les actions en justice et les transactions ainsi que le recours a I'arbitrage en cas de litiges
nés de I'exécution de contrats de recherche passés avec des organismes étrangers ;

12° La détermination et le taux des redevances et rémunérations de toute nature dues au
centre ;

1139 Les créations de filiales et les prises, cessions on extensions de participations financiere ;
14° La participation a des organismes dotés de la personnalité morale.

En ce qui concerne la matiére mentionnée au 14°, il peut déléguer une partie de ses pouvoirs
au président du centre.

En ce qui concerne les matieres énumérées aux 79, 8°, 9°, 10°, 11° et 12°, il peut déléguer
une partie de ses pouvoirs au directeur géneral.

Ceux-ci lui rendent compte lors de sa plus prochaine séance des décisions qu'ils ont prises en
vertu de cette délégation.

Article 6
Modifié par Décret n°2002-251 du 22 février 2002 art. 3 (JORF 24 février 2002).

Les délibérations du conseil d'administration autres que celles mentionnées aux alinéas suivants
sont exécutoires quinze jours aprés leur réception par le ministre charge de la recherche, si
celui-ci n'y a pas fait opposition dans ce délai. En cas d'urgence, ce dernier peut en autoriser
I'exécution immédiate,

Les délibérations portant sur les emprunts, les acquisitions, échanges et aliénations
d'immeubles et les participations a des organismes dotés de la personnalité morale autres que
les groupements d'intérét public sont exécutoires un mois aprés leur réception par les ministres
chargés de la recherche et du budget, si I'un de ceux-ci n'y a pas fait opposition dans ce delal.

Les délibérations portant sur les créations de filiales et les prises, cessions ou extensions de
participations financieres sont exécutoires un mois aprés leur réception par les ministres
chargés de la recherche, du budget et de I'économie, si I'un de ceux-ci n'y a pas fait opposition
dans ce delai.

Les délibérations a caractére budgétaire et relatives au compte financier sont adressées aux
ministres chargés de la recherche et du budget. Elles sont exécutoires dans les conditions
prévues par le décret n® 99-575 du 8 juillet 1999 relatif aux modalités d'approbation de
certaines décisions financiéres des établissements publics de I'Etat.

Sont seules soumises au conseil d'administration ainsi qu'a 'approbation des autorités de tutelle
et du ministre chargé du budget les modifications du budget qui comportent sait une
augmentation du montant global des dépenses inscrites au budget de |'établissement, soit une

augmentation des dépenses ou agrégats de dépenses dont |e caractere limitatif est prévu par
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un décret fixant le régime budgétaire, financier et comptable des etablissements publics a
caractére scientifique et technologique.

Article 7
Modifié par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art. 7 (JORF 28 octobre 2000).

Le conseil d'administration se réunit au moins quatre fois par an sur convocation du président
du centre qui fixe l'ordre du jour.

Le conseil ne délibére valablement que si la moltié au moins de ses membres est présente. Si
ce quorum n'est pas atteint, le conseil est & nouveau convoqué avec le méme ordre du jour
dans un délai maximum de vingt jours ; il délibére alors sans condition de quorum.

Les délibérations du conseil sont prises a la majorité des membres présents ou représentes par
un administrateur auquel ils ont donné mandat ; en cas de partage des voix, celle du président
est prépondérante.

TITRE III : Organisation générale du centre.
Chapitre Ier: Le président du centre.

Article 7-1
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5, art. 6 (JORF 14 février 2007).

Le président du centre définit la politique générale de I'établissement dans le cadre des
orientations arrétées par le conseil d'administration.

Il veille & I'équilibre entre les différentes disciplines et & la répartition des moyens du centre
entre les délégations régionales.

1| fixe I'ordre du jour, prépare les délibérations du conseil d'administration et s'assure de leur
exécution.

1l assure les relations de I'établissement avec les partenaires socio-économiques ainsi qu'avec
les établissements d'enseignement supérieur et de recherche, les organismes nationaux ou
gétrangers et les organisations internationales intervenant dans ses domaines d'activite.

1l dispose, pour l'accomplissement de ses missions, des moyens et des services administratifs
et financiers du centre.

Il peut déléguer sa signature.

Chapitre II : La direction générale.
Article 8

Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5, art. 7 (JORF 14 février 2007).

Le directeur général, choisi parmi les personnalités du monde scientifique et technologique, est
nomme pour quatre ans, sur proposition du président du centre, par décret pris sur le rapport
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du ministre chargé de la recherche. Il ne peut exercer plus de deux mandats consecutifs,

Sous I'autorité du président du centre, il assure la direction scientifique, administrative et
financiére du centre.

1| assiste le président dans la préparation des déliberations du conseil d'administration et en
assure 'exécution. II est notamment chargé de la préparation du budget.

Il est ordonnateur principal des dépenses et des recettes. Il peut désigner des ordonnateurs
secondaires qui peuvent déléguer leur signature.

1l gére le personnel.

Il représente le centre dans tous les actes de la vie civile et dans ses rapports avec les tiers. Il
le représente en justice.

Il est assisté d'un secrétaire général et de directeurs de département scientifique.

Il peut déléguer sa signature. Il peut déléguer une partie de ses pouvoirs au secrétaire général,
aux directeurs de départements scientifiques, aux délégués régionaux et a d'autres agents
désignés pour exercer des fonctions de responsabilité administrative ou scientifique dans
I'établissement ou dans une unité, un groupement ou un institut national cornmuns avec

. d'autres organismes. Ces agents peuvent déléguer leur signature.

Article 9
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5, art. 8 (JORF 14 février 2007).

Le secrétaire général assiste le directeur général pour la gestion administrative et financiere du
centre et coordonne l'activité des délégués regionaux.

Il est nommé par le président du centre.

Article 10
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5, art. 9 (JORF 14 février 2007).

Dans le cadre de la politique scientifique du centre, chaque département scientifique anime et
coordonne l'action d'un ensemble cohérent d'activités scientifiques relevant de plusieurs

disciplines.

Les départements scientifiques sont créés par décision du président du centre, sur proposition
du directeur général, aprés avis du conseil scientifique et approbation du conseil
d'administration. Cette décision établit la liste des sections du comité national qui sont
concernées par les activités de chaque département.

Article 11
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5, art. 10 (JORF 14 février 2007).
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Les directeurs des départements scientifiques sont nommés par le président du centre sur
proposition du directeur général. Ils participent 3 I'élaboration de la politique scientifique du
centre. Ils définissent les modalités de son application dans leur departement et la mettent en
geuvre.

CHAPITRE Ier: La direction générale.
Article 12

Abrogé par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art. 13 (JORF 28 octobre 2000).

Chapitre II : La direction générale.
Article 13

Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 février 2007).

Des programmes intéressant plusieurs departements scientifiques peuvent étre décideés par le
directeur général aprés avis du conseil scientifique et approbation du conseil d'administration.
Le directeur général nomme les directeurs de ces programmes sur avis conforme du président
du centre.

Article 14
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 février 2007).

Le directeur général nomme les délégués régionaux qui assurent la représentation du centre et
coordonnent ses activités dans leur circonscription,

Les déléqués régionaux sont assistés de conseils consultatifs dont |2 composition est
déterminée par le directeur général,

CHAPITRE Ier: La direction générale.
Article 15

Abrogé par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art. 15 (JORF 28 octobre 2000).

Chapitre II : La direction générale.
Article 16

Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 février 2007).

L'agent comptable de |'établissement est nommeé par arrété conjoint du ministre chargé de la
recherche et du ministre chargé du budget. Des comptables secondaires peuvent étre désignés
par le directeur général aprés avis de I'agent comptable principal et avec |'agrément du ministre
chargé du budget.
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Chapitre III : Les unités de recherche.
Article 17

Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 février 2007).

Les unités de recherche propres du centre national de la recherche scientifiqgue sont créées par
décision du directeur général, aprés avis des instances compeétentes du comité national. Des
unités de recherche relevant d'erganismes extérieurs peuvent étre associees au centre national
de la recherche scientifique en vertu de conventions prévoyant notamment ['affectation de
personnels de recherche ainsi que Il'attribution de moyens par le centre.

La transformation d'une unité associée au centre en une unité propre ou la transformation d'une
unité propre en une unité associée au centre requiert I'accord des autorités de l'organisme
extérieur intéresse.

Ces unités peuvent recevoir, sous forme de dotations glabales, les crédits qui leur sont alloués
au titre du fonctionnement, des missions, du petit et moyen équipement,

Article 18
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 février 2007).

Les responsables des unités de recherche sont nommes par le directeur général du Centre
national de la recherche scientifique, aprés avis des instances compétentes du comité national
et du conseil de laboratoire. Les responsables des unités associées au centre sont nommes
conjointement par le directeur général et par les autorités dont dépendent ces unites.

Les fonctions des responsables de ces unités ont une durée de quatre ans. Nul ne peut exercer
plus de trois mandats consécutifs en qualité de responsable de la méme unité.

En cas de réorganisation conduisant a la suppression d'une unité, il peut étre mis fin dans les
conditions définies au premier alinéa aux fonctions de son responsable.

Article 19
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 2 (JORF 14 février 2007).

. En cas de défaillance d'un responsable d'unité dans I'exercice de ses fonctions, le directeur
général peut prendre toute mesure conservatoire qu'il juge utile au bon fonctionnement du
laboratoire ; il en informe le conseil scientifique lors de sa plus prochaine séance.

Pour les unités associées au centre, ces mesures sont prises avec 'accord des autorités dont
elles dépendent.

Chapitre IV : Les instituts nationaux.
Article 20

Modifié par Décret n©2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 Février 2007).

Des instituts nationaux peuvent étre créés pour prendre en charge, lorsque la nature ou
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I'importance de leur activité le requiert et notamment lorsque cette activité exige la gestion de

% e moyens industriels ou comporte d'importantes opérations de recherche appliquée, une ou
plusieurs unités de recherche existantes ou & créer, ainsi que des organismes de recherche qui,
antérieurement a leur prise en charge, étaient indépendants du Centre national de la recherche
scientifique.

Article 21
Madifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5, art, 11 (JORF 14 février 2007).

Les instituts nationaux sont créés, supprimés ou transformés par décision du président du
centre, sur proposition du directeur général, aprés avis du conseil scientifique et approbation du
conseil d'administration,

Chapitre V : Le comité d'évaluation externe et le comité d'éthique.
Article 21-1
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 février 2007).

Le conseil d'administration définit les modalités selon lesquelles un comité composé de
personnalités scientifiques francaises et étrangéres extérieures au centre évalue au moins tous
les quatre ans les activités de celui-ci.

Les membres de ce comité sont nommés par le directeur général sur proposition du conseil
d'administration et apres avis du conseil scientifique,

Article 21-2
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 5 (JORF 14 février 2007).

Le conseil d'administration détermine la composition et les conditions de fonctionnement d'un
comité d'éthique compétent pour ce qui concerne les activités du centre. L'avis de ce comité
peut étre demandé par le conseil d'administration et le conseil scientifique. Le comité peut se
saisir de toute question qu'il juge pertinente,

Les membres du comité sont nommés par le directeur général sur proposition du conseil
d'administration.

TITRE IV : Le Comité national de |la recherche scientifique.
Chapitre ler: Les sections.

Article 22

La composition des sections du comité national, les modalités d'élection et de désignation de
leurs membres, ainsi que leurs régles de fonctionnement sont fixées par décret pris sur le
rapport du ministre chargé de la recherche.
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Article 23
Modifié par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art. 21 (JORF 28 octobre 2000).

Le nombre et la spécialité des sections sont fixés par arrété du ministre chargé de la recherche,
sur proposition du directeur général du centre, aprés avis du conseil scientifique et du conseil
d'administration.

Les sections évaluent les programmes de recherche des unités propres et associées au centre.

Elles sont consultées et font des propositions sur la création, le renouvellement et la
suppression des unités de recherche ainsi que sur leurs besoins, en crédits et en effectifs de

personnel.

Elles procedent a I'analyse de la conjoncture scientifique et de ses perspectives et peuvent étre,
plus généralement consultées sur toutes questions relevant de leur domaine.

Elles exercent les compétences qui leur sont dévolues par les statuts des personnels du centre.

La direction du centre les informe de ses décisions.

Chapitre II : Les commissions interdisciplinaires.
Article 24

Modifié par Décret n°89-947 du 22 décembre 1989 art. 5 (JORF 30 décembre 1989).

Des commissions interdisciplinaires, compétentes pour des domaines d'activité concernant
plusieurs sections ou départements, ou correspondant & un ou plusieurs programmes
intéressant plusieurs départements, peuvent étre créées par arrété du ministre chargé de la
recherche, sur proposition du directeur général du centre, aprés avis du conseil scientifique et

accord du conseil d'administration,

Les commissions interdisciplinaires sont composées, pour les deux tiers, par des membres élus
au sein du comité national par les sections concernces et, pour un tiers, par des membres
nommeés par le ministre chargé de la recherche, aprés avis du directeur général du centre.

Chaque commission interdisciplinaire élit son président en son sein.
Tout ou partie des attributions prévues a l'article 23 du présent décret pour les sections,

peuvent étre transférees aux commissions interdisciplinaires, pour les domaines d'action
entrant dans leur compétence.

Article 25
Modifié par Décret n°89-947 du 22 décembre 1989 art. 6 (JORF 30 décembre 1989),

Des commissions interdisciplinaires, compétentes pour des domaines d'activité concernant le
transfert des connaissances, les applications de la recherche, l'information scientifique et sa
diffusion et I'administration de la recherche peuvent étre créées par arrété du ministre chargé
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de la recherche, sur proposition du directeur général du centre, aprés avis du conseil
scientifique et accord du conseil d'administration.

Ces commissions sont composees pour les deux tiers par des membres élus au sein du comite
national par I'ensemble des sections et, pour un tiers par des membres nommés par le ministre
chargé de la recherche, aprés avis du directeur général du centre. Chaque commission élit son
président en son sein,

Les chercheurs sont rattachés a ces commissions sur leur demande tout en continuant a
relever, pendant une duree de cing ans, d'une section ou d'une commission interdisciplinaire
prévue a l'article 24. Ces commissions exercent, a I'égard des chercheurs qui leur sont
rattachés, les compétences dévolues aux sections par les statuts de ces personnels. Toutefois,
elles ne sont pas habilitées a se prononcer sur les recrutements.

Tout ou partie des attributions prévues aux deuxieme et troisieme alinéas de l'article 23 du
présent décret pour les sections peuvent étre transférees a ces commissions, pour les domaines
d'action entrant dans leur compétence.

Chapitre III : Les conseils scientifiques de département et les comités de programme,
Article 26

Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 12 (JORF 14 fevrier 2007).

Les conseils scientifiques de département conseillent et assistent les directeurs des
départements scientifiques dans la préparation et la mise en oeuvre de la politique scientifique
du centre dans leur domaine. 1ls sont notamment consultés par ces directeurs de département

sur les grandes lignes de leur action.

Les conseils scientifiques de département procedent a l'analyse de leur domaine et de ses
perspectives d'évolution. A cette fin, ils utilisent notamment les rapports de conjoncture et de
prospective des sections du comité national.

Les conseils scientifiques de département comprennent des membres €lus directement par et

parmi les personnels du centre et les personnes qui contribuent aux activités de ce dernier et,
en nombre égal, des membres nommeés par le directeur général, dont la moiti¢ sur proposition
du conseil scientifique du centre.

Ils comprennent des personnalités étrangéres, dont la moitié au moins exergant leur activite
dans des pays de I'Union européenne autres que la France,

Le mandat des membres des conseils scientifiques de département est de quatre ans,
renouvelable une fois, Cette durée peut étre réduite ou prolongée, dans la limite d'un an, par
arrété du ministre chargé de la recherche pour permettre I'élection simultanée des membres de
ces conseils et de ceux du censeil scientifique et des sections du comite national de la recherche

scientifigue.

Un arrété du ministre chargé de la recherche fixe la composition, le mode d'élection et les
régles de fonctionnement des conseils scientifiques de département.

Les conseils scientifiques de département élisent leur président.

Le conseil scientifique de departement se réunit au mains deux fois par an sur convocation du
directeur de département, qui assiste de droit aux séances,
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Article 27
Modifié par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art. 22, art. 24 (JORF 28 octobre 2000).

Des comités de programme assistent les directeurs des programmes intéressant plusieurs
départements. Le directeur genéral du centre fixe leur composition ; ils comprennent une
majorité de représentants des sections du Comite national de la recherche scientifique
concernées par le domaine d'activité du programme.

Ils comprennent des personnalités étrangéres, dont la moitié au moins exergant leur activité
dans des pays de I'Union européenne autres que la France.

Chapitre IV : Le conseil scientifique.
Article 28

Modifié par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art. 25 (JORF 28 octobre 2000).

Le conseil scientifique du Centre national de la recherche scientifique, vellle a la cohérence de la
politique scientifique du centre en liaison avec l'ensemble des instances scientifiques
consultatives énumérées ci-dessus. Il donne son avis sur les grandes orientations de la politique
scientifique du centre, ainsi que sur les principes communs d'évaluation de la qualité des
recherches et des chercheurs. Il donne également son avis sur la création ou la suppression de
programmes intéressant plusieurs départements, d'instituts nationaux, ou d'unités de recherche
et sur les propositions de nomination aux grades de directeur et de maitre de recherche pour
les personnels qui restent régis par les dispositions du déeret du 17 janvier 1980 susvisé.

Le directeur général lui rend compte annuellement de la mise en oeuvre de ses
recommandations.

Article 29
Modifié par Décret n°2007-195 du 12 février 2007 art. 13 (JORF 14 février 2007).

Le consell scientifique du Centre national de la recherche scientifique comprend :

a) Onze membres élus directement par les personnels propres du centre et par les personnes
qui contribuent aux activités de ce dernier ;

b) Onze personnalités, dont trois appartenant au monde économique, nommeées en raison de
leur compétence scientifique par arrété du ministre chargé de la recherche sur proposition du
président du centre ;

c) Huit personnalités scientifiques étrangéres, dont cinq au moins exergant leur activité dans un

pays de I'Union européenne autre que la France, nommées par arrété du ministre charge de la
recherche sur proposition des membres siégeant au titre des a et b ci-dessus.

Le mandat des membres élus ou nommes est de quatre ans, Nul ne peut exercer plus de deux
mandats conseécutifs.

Nul ne peut étre membre du conseil scientifique s'il est membre du conseil d'administration,
d'une section du comité national ou d'un conseil scientifique de département.
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Le président du conseil scientifique est élu en son sein.

Le conseil scientifique se réunit au moins trois fois par an sur convocation de son président qui
fixe l'ordre du jour aprés avis du directeur général,

Le président du centre et le directeur genéral assistent aux séances du conseil scientifique.

Les directeurs de département peuvent étre entendus en tant que de besoin par le conseil
scientifique.

Le président peut appeler a participer aux seances, avec voix consultative, toute personne dont
il juge la présence utile.

Un arrété du ministre chargé de la recherche fixe le mode d'élection et les régles de
fonctionnement du conseil scientifique.

Le conseil scientifique définit son organisation interne.

Chapitre V : Dispositions communes.
Article 30

Les présidents des instances prévues au présent titre peuvent inviter a participer a leurs
séances a titre consultatif, des personnalités choisies en raison de leur compétence scientifique,
technique ou économique.

Le directeur de la recherche du ministére de I'éducation nationale peut assister ou se faire
représenter a ces séances.

Article 31

Lorsqu'une instance du comité national estime ne pas disposer en son sein de toute la
compétence requise pour I'examen d'une question particuliere, cette instance peut solliciter
l'avis d'experts extérieurs.

Article 32

Les travaux des instances du comité national sont préparés par un secrétariat commun qui en
assure le bon déroulement.

Article 33

Les autres régles de fonctionnement du comité national sont définies en tant que de besoin par
le directeur général du Centre national de la recherche scientifique.
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Article 33-1
Créé par Décret n°2000-1059 du 25 octobre 2000 art, 27 (JORF 28 octobre 2000).

Le présent décret peut étre modifié par décret en Conseil d'Etat a |'exception des dispositions
relatives a la durée du mandat du président du centre et du directeur géneral,

TITRE V : Dispositions finales.
Article 34

Le décret n® 79-778 du 10 septembre 1979 portant organisation du Centre national de la
recherche scientifique est abrogé.

Toutefois, le conseil du Centre national de la recherche scientifique, le comité scientifique et les
comités sectoriels sont maintenus avec la composition et les attributions prévues audit décret,
jusqu'au ler mars 1983, Les dispositions du présent décret relatives au conseil d'administration
et au comité national de la recherche scientifique entrent en vigueur a cette date.

Le comité consultatif des personnels est maintenu avec la composition et les attributions

prévues au décret précité du 10 septembre 1979, jusqu'a la mise en place du comité technique
paritaire prévu au présent decret,

Article 35

Le ministre d'Etat, ministre de la recherche et de l'industrie, le ministre de I'économie et des
finances, le ministre délégué auprés du ministre de I'économie et des finances, chargé du
budget, et le ministre de I'éducation nationale sont chargés, chacun en ce qui le concerne, de
I'exécution du présent decret, qui sera publié au Journal officiel de la République francaise.

Par le Premier ministre :
PIERRE MAUROQY.
Le ministre d'Etat, ministre de la recherche et de l'industrie, JEAN-PIERRE CHEVENEMENT.
Le ministre de I'économie et des finances, JACQUES DELORS.

Le ministre délegué auprés du ministre de I'économie et des finances, chargé du budget,
LAURENT FABIUS.

Le ministre de I'éducation nationale, ALAIN SAVARY.
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'TRADUCCION OFICIAL No. 107/11 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN FRANCES, EL
CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO DEL TRADUCTOR. ESTA
ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 22 DE FEBRERO 2011 POR
JEAN-JACQUES TURPIN, C.E.: 193849 DE BOGOTA, TRADUCTOR E INTERPRETE
OFICIAL SEGUN RESOLUCION No. 2680/91 DEL 19 DE DICIEMBRE DE 1991,
EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE COLOMBIA.,

Autenticaciones que se hallan a continuacion de un documento de representacién y poder
conferido en francés y espanol por el CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE (CNRS), domiciliado en 3, rue Michel-Ange, 75794 PARIS cedex 186,
Francia, y otorgado a los Doctores LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555, OSCAR
CORREA, tpa. 71027 y NIDIA OSORIO, tpa. 73366, todos domiciliados en Carrera 4 No.
72 — 35 Bogota, Colombia.

Dado y firmado el 24 de enero 2011. Direccion de la Innovacion y Relaciones con las
Empresas, firma ilegible de Pierre GOHAR, Director.

Sello: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE - 3, rue Michel-Ange,

75016 PARIS.

Legalizacion de la firma de Pierre GOHAR por Hervé POMMERY, Notario en Paris. Firma
ilegible del notario.

Sello: BAILLY — POMMERY — CAURO - Notarios asociados de una SCP — 30, rue La
Boétie — Paris 8°.

Sello seco: Herve Pommery — Notario Asociado en Paris — Republica Francesa.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1.- Republica Francesa
El presente documento publico

2.- ha sido firmado por Hervé POMMERY

IEAN - JACQUES H. TURPIN
Traductor e Intrprete Ciicial
FRANCES - ESPARIOL
1 Res, Minjusticia Ne, 2680/91
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3.~ obrando en calidad de Notario
4.- con sello de su Despacho
CERTIFICADO
5.~ En Paris 6.- El 15 de Febrero 2011
7.-  Por el Procurador General ante el Tribunal Superior de Paris

8.- Bajo el nimero 11665
9.-  Sello: Tribunal Superior de Paris — Republica Francesa.

10. - Firma ilegible de Jean Martin, Funcionario del Ministerio Publico.

Publicacion en el JORF del 25 de Noviembre de 1982 m
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Decreto n°® 82-993 del 24 de Noviembre de 1982 -r i;

Decreto sobre la organizacién y funcionamiento del Centre Nac:onal de la :

I\?) it
Recherche Scientifique (Centro Nacional de la Investigacion Cientlflca) =

version consolidada al 14 de Febrero de 2007 — versién 00 incial
— .“ £ =
He \o
El Primer Ministro, i =
=529 7 B

Con base en el informe del ministro de Estado, ministro de la investigacion gflam 'IJ iz y -

del ministro encargado ante el ministro de la economia y hacienda, encalg'ido del
uJ"’

presupuesto,

Considerando la ordenanza n® 45-2832 del 2 de Noviembre de 1945 que reorganiza el

"Centre nacional de la recherche scientifique”;

Considerando la ley n® 82-180 del 15 de Julio de 1982 de orientacidn y programacion para

la investigacion y el desarrollo tecnoldgico en Francia;

iraauccién Ohicial No, /Of/ﬂ

IEAN - JACQUES H. TURPIN
raductor & Intémprate Cricia!
FRANCES - ESPANOL
2 o Res. Minjusticia No. 2680/91




Considerando el decreto n° 80-31 del 17 de Enero de 1980 que establece el estatuto de

los investigadores contractuales del "Centre nacional de la recherche scientifique";

Considerando el decreto n® 82-452 del 28 de Mayo de 1982 relativo a los comités técnicos

paritarios;

Considerando el decreto 82-850 del 27 de Julio de 1982 relativo a las secciones del comité
nacional de la investigacion cientifica; ...

Copia certificada por Hervé POMMERY, Notario en Paris. Firma ilegible del notario.

Sello: BAILLY — POMMERY — CAURO - Notarios asociados de una SCP — 30, rue La
Boétie — Paris 8°.

Sello seco: Herve Pommery — Notario Asociado en Paris — Reptblica Francesa.

APOSTILLA

(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1.- Republica Francesa
El presente documento publico

2. - hasido firmado por Hervé POMMERY

3.- obrando en calidad de Notario
4.-  con sello de su Despacho

CERTIFICADO
5.- EnParis 6.- El 18 de Enero 2011
7.-  Por el Procurador General ante el Tribunal Superior de Paris
8.- Bajo el numero 3981
9.-  Sello: Tribunal Superior de Paris — Republica Francesa.

10. - Firma ilegible de Jean Martin, Funcionario del Ministerio Publico.

Iraguetidn Qlicial IJ/QF/W
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Capitulo Il: La Direccién General
Articulo 8
Modificado por Decreto n° 207-195 del 12 de Febrero 2007, articulo 5, articulo 7 (JORF 14

de Febrero de 2007),

El Director General, elegido entre las personas mas importantes y reconocidas del mundo
cientifico y tecnologico, se nombra por cuatro afios, con propuesta del Presidente del
Centro, mediante decreto emitido con base en el informe del ministro encargado de la

investigacion. No puede ejercer mas de dos mandatos consecutivos.

Bajo la autoridad del Presidente del Centro, asume la direccion cientifica, administrativa y

financiera del Centro.

Apoya al Presidente en la preparacion de las deliberaciones de la Junta Directiva y asume

la ejecucion de las mismas. Especialmente, se encarga de la preparacion del presupuesto.

Es el ordenador principal de los gastos e ingresos. Puede designar ordenadores

secundarios que pueden delegar su firma.
Administra el personal.

Representa al Centro en todos los actos de la vida civil y en sus relaciones con los

terceros. Lo representa ante la justicia.

Lo asiste un secretario general y directores de departamento cientifico.

o o 10, LTSS

JEAN - JACQUES H. TURPIN
Traductor @ Intémprete Ciicic!
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Puede delegar su firma. Puede delegar una parte de sus poderes al secretario general, a %X
los directores de departamentos cientificos, a los delegados regionales y a los demas
agentes designados para ejercer cargos de responsabilidad administrativa o cientifica
dentro del establecimiento 0 en una unidad, un grupo o un instituto nacional comunes con
otros organismos. Estos agentes pueden delegar su firma.

por el Primer ministro:
PIERRE MAUROQY,
el ministro de estado, ministro de la investigacion e industria, JEAN-PIERRE CHEVENEMENT,
el ministro de economia y hacienda JACQUES DELORS,
el ministro encargado ante el ministro de economia y hacienda, encargado del presupuesto,
LAURENT FABIUS

el ministro de la educacion nacional, ALAIN SAVARY

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en los archivos de esta oficina para

confrontacion y a la cual me remito.

Traduc:(l:ion oficial No. 107/11. o // D7 / 74
COLO : 17887-841-001-2 JEAN « JACQUES H. TURPIN
949 palabras deumucesw : ’H-NE;:FEL':M

Res. Minjusticia No. 25680/91

Traductor: Jean-Jacques Turpin o e
Bogota, D.C., 22 de Febrero 2011. /j/ —
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cgctggagaa

agtctcgect

atgaccagga

cccgtcgegt

acggtgacag

cgccctactt

ccectgtget
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tcaggtcttyg

cttgctgtcy

gatcgtgtge

ctgccagceac

Caaaaccaag

gccctcteat

gccggtgegy

ggcactgecy

ctacaactac

gctgetgegg

gttctccage

ggcegtgegg

ctcegtgtgg

gctacgtgeg

cggtaaccgc

cgaaacctgg

ctcgaagetg

cgacttegtt

gcgecagegce

tactacttct

cgctacgtgt

cctggetget

tgcggecacc

ggcggtcacc

cgaatgtacg

aatgaggact

ctgccgaaaa

acccaatggce

gaaatcctga

accttggagt

catatgttct

ggcactggca

aagcgctacc

gcaggctege

ccggaattgg

ccggtgeecy

cattactcgg

tatccgtgga

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



tggcccgega

ccegtcaget

tggcgttcag

acaaggcggy

gtcccaagac

aggegtrtge

tggcatcacg

gcgcagegea

ttgatcttga

gtgcgtggga

ttgatggcag

tacgtatttg

ttgtggctag

tggccgagea

tcgegtecty

gcaagctgac

acaccccgec

tgatccccac

tggagaacgc

ggactcgtct

tgcgtcggtg

cttccaccac

cctggecgta

tgcggccaaa

cctgeaccag

gctgcaagcet

aaccttgatt

ggcaattcgg

tgacgatgtg

ccgctgcacg

cgtgatacaa

ccaaaaaggt

gagcaaagag

gtggaatgag

cgagcacctt

ctctgttacy

caggccgagt

aggcaagcga

gaccaagyggg

ttcacggagy

tecgegtgeeg

gttgcggcte

gacccgatca

tcgeetgeta

gctggeettc

gcacgegcetg

ctggeegtgg

cccttetgat

caagccgcgt

taacgccata

ggcgtcggca

gggccagtgg

cgaaccaatg

caggcattgt

gaaatgatic

ccgcatgact

atgatcttcg

aggtgcagca

cgtgeegegt

agggctgggc

accctgtcca

gccttgatgc

tccaggatgt

gcatctcgge

ctgatgacat

ggccaagggc

tggctgcacg

cccteegegt

ttaatggagg

agacaacgat

cgctgatcga

aggcaccgct

Ccaagggtgg

agcaggtgct

tgcgegcggt

tcatcaatgy
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Ccaaagaccct

gcttaaggac

ggccatctat

tgccgagetg

gattctggtg

ccgccaggcet

gggtgaccgc

gggcttcgac

tgcaacatca

gcettgtegy

aaagttcatt

tgcgtaaatg

tgcaggtcac

cacagaccca

gtttgcacgy

catcaagctg

ccgeaccgec

cggatctacc

ggcggeacct

cgtgtgttcg

gatggagtgt

gaagcgatca

cgcgcggcaa

tgtcgcaaaa

gttgatgcge

ttegtgatcg

gagatcaagg

aaggctgega

cgcatgegtt

tatacgcaaa

cggactattg

ttgggtgtca

caaggctcgce

gtggaaatcg

gccatcatcg

gacttggtac

gtcgaactgg

cgcgegegga

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760



tcgcgggtga

accagegeac

€caaggggcyg

gtaaaatttg

catctttgac

cggcacccca

actacaaggc

gcgtgaagcet

agtcggeege

tcgaactecgc

acgagctggg

aggttgcggc

cgcgtggect

actacgccct

ggccggacac

cgccaagegt

gccagatgac

ttcgegtcta

gactggagga

ggctgecgtyg

cgacttcgec

gtcggecgaa

atataatacyg

tgccggectg

ggttcaacct

gttgaccgtc

ggacaagaag

tggccageaa

caaggagttg

acttgaaggc

Cgaagtggtg

gatgccggtg

aaaggatgac

ctctgtttgy

gaaggggagg

cgaggctatc

tgactacttg

tgccctagac

gcgetttege

agctcgatga

gaaatcgggc

tacatgcgta

gtggccaaga

atcgaagtga

aagttggatc

agccaggaaa

cacgcctaag

gccgaaaaag

ccggegeagg

ggcgagcage

catcatccaa

ggcgtgagca

cattgggaaa

gccacgcagt

aatcgecggtc

gtctcaacca

aggctgeggg

agcatggcac

tcgacggecg

agttgtggaa

ttaatggaga

aaggggaggc

aggcatcgge

gtgaccgcta

tctttgtcga

aggccectat

ccaaggcecy

gcaacgccgg

cggcacgacg

accgcgattt

tggaggccecc

gcaaggatgg

ttgataagga

ggcctgatge

acaagccgac

gtacatcgat
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ggttgceccce

caccgtccag

atacgtatct

tacgtaaatg

gtccecctget

gactggeggce

cgagagtcty

ggccctggat

gcgttcagty

ccgectageg

caccactccc

caagggagcg

cttcttgtge

catcttcacc

gacacgcgcc

tttacttatt

gaacaatcga

tggcggcaag

caagacgaac

gtgacgctgt

gaaatcgacc

acacaactgc

gctaaaactg

acggttgtcg

ggccgggatt

aaaagcatgg

ttgtggatga

cgctetgecy

gcggaaaaga

agceccggtga

ccgaaagggc

gatctgtttg

ttggcaacca

atcaccgtca

tacgtagtta

accgtgegcet

gagtaccagc

atcaagacgg

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900



gtggccagceg

ccccecgacga

cagtgcaggce

ttgagcgecy

ttgggctgga

gtgeccttgeg

acgagaaaga

ctectggeecy

cccatgeggt

tttcgcgett

gcgtttcatg

tacatcaccc

cgttacatca

gagcagcaag

tttataaatc

cegecggete

tccccgaggg

cccccaaagg

tgtgaaggaa

tgaccgcatg

ccacgaggtt

tttgtacgag

actgttgcag

cgagatcatc

ccaggtgatt

gcgettecag

gttaccgetg

tgcattgagc

tcactttege

atgcctgtgg

cccatacctc

gctttacgag

tttaacgcgg

ctacgggecg

gtttcgettc

gggccggatg

ggcttcggea

attgccgtcg

ctgaccatca

ctggccagga

gacaagtgcg

aaggccgaca

ttctacaccc

tgacgcccaa

cgtgttggac

caccaagtgc

gcacgaaagt

atggacacgt

acttcgttac

cgttatccac

ttgcggacaa

caagcggcecc

gctgcaccec

gtgececc

tcgtegatag

aggtcacgcet

acccggacta

agcactgtgg

gcagcaagtc

ccttgccaga

gcgacacgaa

agtattgacg

gttcccttga

gtctegetec

cgaggcaaga

tacatcaccc

atcgcecatg

agccgtaaca

agceccgegec

tcecgeecgeg

tegegetteg
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ctggacgatc

ctccaagtgg

tttccggetg

cgaccaggcc

ggcactgttc

ctaccgcatg

gaagctagceg

gtcaatactt

cctageggece

ttcgagcatc

ggcttgatcy

atgttttctg

cagcgatttg

cgcgcegegeyg

gcetettggg

cttecgegetc

cgctcacccg

atcgagaagg

cttttcaatg

cgtaagccaa

ttttttgtga

gagttccgec

acgcrtgatg

gcgtctaccy

cgttatttca

gaggcagggc

aagccctaac

tgtctatcgt

tggatgggca

tggaagecett

attttttaac

ggctacgecc

ccteceggea

catatcgagg

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10948



