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DESCRIPCION

Métodos para producir hialuronano en una célula huésped recombinante

Antecedentes de la invencién
Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere a métodos para producir un hialuronano en una célula huésped recombinante.

Descripcién de las técnicas relacionadas

[0002] Los heteropolisacaridos mas abundantes del cuerpo son los glicosaminoglicanos. Los glicosaminoglicanos son
polimeros de carbohidrato de cadena recta, que consisten en repetir unidades de disacarido (s6lo queratan sulfato se
ramifica en la region central del carbohidrato). Las unidades de disacarido generalmente comprenden, como una primera
unidad sacarida, uno de dos azucares modificados - N-acetilgalactosamina (GalNAc) o N-acetilglucosamina (GIcNAc). La

segunda unidad es normalmente un acido urénico, tal como acido glucurénico (GIcUA) o iduronato.

[0003] Los glicosaminoglicanos son moléculas cargadas negativamente, y tienen una conformacién extendida que imparte
alta viscosidad cuando estan en solucién. Glicosaminoglicanos se localizan principalmente en la superficie de células o en la
matriz extracelular. Glicosaminoglicanos también tienen comprimibilidad baja en solucién y, como resultado, son ideales
como un fluido de lubrificacién fisiologica, por ejemplo, articulaciones. La rigidez de glicosaminoglicanos proporciona
integridad estructural a células y proporciona vias de paso entre células, que permiten la migracion celular. Los
glicosaminoglicanos de mayor importancia fisiolégica son hialuronano, sulfato de condroitina, heparina, heparan sulfato,
dermatan sulfato, y queratan sulfato. Muchos glicosaminoglicanos se enlazan de manera covalente a una proteina de nucleo
de proteoglicano a través de estructuras de oligosacéarido especificas. Hialuronano forma agregados grandes con
proteoglicanos determinados, pero es una excepcion como cadenas de carbohidrato libres de complejos no covalentes con

proteoglicanos.

[0004] Funciones numerosas de hialuronano en el cuerpo han sido identificadas (véase, Laurent T. C. y Frasen J. R. E.,
1992, FASEB J. 6: 2397-2404; y Toole B.P., 1991, "Proteoglycans and hyaluronan in morphogenesis and differentiation." En:
Cell Biology of the Extracellular Matrix, pp. 305-341, Hay E. D., ed., Plenum, New York). El hialuronano esta presente en el
cartilago hialino, liquido sinovial, y tejido de piel, tanto de la dermis como epidermis. Se sospecha también que el
hialuronano tiene un papel en numerosas funciones fisiolégicas, tal como adhesioén, desarrollo, motilidad celular, cancer,
angiogénesis, y cicatrizacion de una herida. Debido a las Unicas propiedades biologicas vy fisicas del hialuronano, se emplea
en la cirugia ocular y de articulaciones y esta siendo evaluado en otros procedimientos médicos. Productos de hialuronano

también han sido desarrollados para el uso en ortopedia, reumatologia, y dermatologia.

[0005] Crestas de gallo son una fuente comercial significante de hialuronano. Los microorganismos son una fuente
alternativa. La patente estadounidense n°. 4,801,539 divulga un método para preparar acido hialurénico que implica una
cepa de Streptococcus zooepidemicus con rendimientos proporcionados de aproximadamente 3,6 g de acido hialurénico por
litro. La patente europea n°. EP0694616 divulga procesos de fermentacién que usan una cepa mejorada de Streptococcus

zooepidomicus con rendimientos proporcionados de aproximadamente 3.5 g de acido hialurénico por litro.
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[0006] Los microorganismos usados para la produccién de acido hialurénico por fermentacion son cepas de bacterias
patégenas, en primer lugar entre éstas siendo varias Streptococcus spp. Los estreptococos de grupo A y grupo C se rodean
ellos mismos con una capsula no antigénica compuesta por hialuronano, que es idéntica en composicion a aquella
encontrada en el tejido conjuntivo y articulaciones. Pasteurella multocida, otras bacterias de encapsulacion patdgenas,

también rodean sus células con hialuronano.

[0007] Hialuronano sintasas han sido descritas de vertebrados, patbgenos bacterianos, y virus algales (DeAngelis, P.L.,
1999 Cell. Mol. Life Sci. 56: 670-682). WO 99/23227 divulga una hialuronato sintasa grupo | de Streptococcus equisimilis.
WO 99/51265 y WO 00/27437 describen una hialuronato sintasa de grupo |l de Pasturella multocida. Ferretti et al. revelan el
operon de hialuronano sintasa de Streptococcus pyogenes, que se compone de tres genes, hasA, hasB, y hasC, que
codifican hialuronato sintasa, UDP glucosa deshidrogenasa, y UDP-glucosa pirofosforilasa, respectivamente (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 98, 4658-4663, 2001). WO 99/51265 describe un segmento de &acido nucleico con una region de

codificacion para una hialuronano sintasa de Streptococcus equisimilis.

[0008] Bacilos son bien establecidos como sistemas de célula huésped para la produccién de proteinas recombinantes y
nativas. Es un objeto de la presente invencion proporcionar métodos para producir un hialuronano en una célula huésped de

Bacillus recombinante.

Breve resumen de la invencion

[0009] La presente invencion se refiere a:

Un método para la produccion de un acido hialurénico, que comprende: (l) cultivar una célula huésped de Bacillus bajo
condiciones adecuadas para la produccion del acido hialurénico, donde la célula huésped de Bacillus comprende un
constructo de acidos nucleicos que comprende un operon artificial que comprende una secuencia codificante de hialuronano
sintasa, una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa y una secuencia de acidos
nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa operativamente enlazada a una secuencia del promotor foranea a la
secuencia de codificacion de hialuronano sintasa: donde

(a) la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de identidad a SEC ID n°: 2,
SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n° 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID n° 94, SEC ID n°: 92, o SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i)
o (I):

(b) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en
(i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de
identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n®: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 96, o SEC ID n° 104 y (iii) una
cadena complementaria de (i) o (ii);

(c) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i)
una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de
identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n° 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 21, SEC ID n°: 42 o0 SEC ID n° 98, o SEC ID n°: 106 y (iii) una

cadena complementaria de (i) o (II):
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y (i) recuperacioén del acido hialurénico del medio de cultivo.

[0010] La presente invencion también se refiere a células huéspedes de Bacillus que comprenden:

Una célula huésped de Bacillus que comprende un constructo de acidos nucleicos que comprende un operén artificial que
comprende un hialuronano: secuencia de codificacién de sintasa, una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa 6-deshidrogenasa y una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa operativamente
enlazada a una secuencia del promotor foranea a la secuencia codificante de hialuronano sintasa, donde

(a) la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de identidad a SEC ID n°: 2,
SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 94, SEC ID n°: 92, o SEC ID n°: 102 y (jii) una cadena complementaria de (i)
o (ii);

(b) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en
(i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de
identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID: N°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 96, o SEC ID n°: 104 y (iii) una
cadena complementaria de (i) o (ll);

(c) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i)
una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de
identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n° 43, SEC ID n° 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 21, SEC ID n°: 42 o0 SEC ID n°: 98, o SEC ID n°: 106 y (iii) una

cadena complementaria de (i) o (ll).

Breve descripcion de las figuras

[0011]

Figura 1 muestra la estructura quimica de hialuronano.
Figura 2 muestra la via biosintética para la sintesis de hialuronano.
Figura 3 muestra un mapa de restriccion de pCR2.1-sehasA.
Figura 4 muestra un mapa de restriccion de pCR2.1-tuaD.
Figura 5 muestra un mapa de restriccion de pCR2.1-gtaB.
Figura 6 muestra un mapa de restriccion de pCR2.1-gcaD.
Figura 7 muestra un mapa de restriccion de pHA1.

Figura 8 muestra un mapa de restriccion de pHAZ2.

Figura 9 muestra un mapa de restriccion de pHA3.

Figura 10 muestra un mapa de restriccion de pHA4.

Figura 11 muestra un mapa de restriccion de pHAS.

Figura 12 muestra un mapa de restricciéon de pHAG.

Figura 13 muestra un mapa de restriccién de pHA?7.

Figura 14 muestra un mapa de restricciéon de pMRT106.
Figura 15 muestra un mapa de restriccion de pHAS.

Figura. 16 muestra un mapa de restriccion de pHA9.
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Figura 17 muestra un mapa de restriccién de pHA10.

Figura 18 muestra un mapa de restriccion de pRB157.

Figura 19 muestra un mapa de restriccion de pMRT084.

Figura 20 muestra un mapa de restriccion de pMRT086.

Figura 21 muestra un mapa de restriccién de pCJ791.

Figura 22 muestra un mapa de restriccion de pMRT032.

Figura 23 muestra un mapa de restriccion de pNNB194neo.

Figura 24 muestra un mapa de restriccion de pNNB194neo-oriT.

Figura 25 muestra un mapa de restricciéon de pShV3.

Figura 26 muestra un mapa de restriccién de pShV2.1-amyEAB.

Figura 27 muestra un mapa de restriccién de pShV3A.

Figura 28 muestra un mapa de restriccion de pMRTO036.

Figura 29 muestra un mapa de restriccion de pMRTO037.

Figura 30 muestra un mapa de restriccion de pMRT041.

Figura 31 muestra un mapa de restricciéon de pMRT064.1.

Figura 32 muestra un mapa de restriccion de pMRT068.

Figura 33 muestra un mapa de restriccion de pMRTO069.

Figura 34 muestra un mapa de restriccion de pMRTO071.

Figura 35 muestra un mapa de restriccion de pMRTO074.

Figura 36 muestra un mapa de restriccion de pMRT120.

Figura 37 muestra un mapa de restriccion de pMRT122.

Figura 38 muestra un mapa de restriccién de pCR2.1-pel5'.

Figura 39 muestra un mapa de restricciéon de pCR2.1-pel3'.

Figura 40 muestra un mapa de restricciéon de pRB161.

Figura 41 muestra un mapa de restricciéon de pRB162.

Figura 42 muestra un mapa de restriccion de pRB156.

Figura 43 muestra un mapa de restriccion de pRB164.

Figura 44 muestra un resumen de fermentaciones de varias cepas de Bacillus subtilis productoras de acido hialurdnico
ejecutadas bajo lote alimentado a aproximadamente 2 g de sacarosa/Lo-hr, 37°C.
Figura 45 muestra un resumen de pesos moleculares de promedio en peso de acido hialurdnico de valor maximo (MDa)
obtenidos de fermentaciones de varias cepas de Bacillus subtilis que producen acido hialurénico ejecutadas bajo lote

alimentado a aproximadamente 2 g de sacarosa/Lo-hr, 37°C.

Descripcién detallada de la invencion

[0012] La presente invencion se refiere a métodos para producir un hialuronano, que comprenden: (a) cultivar una célula
huésped de Bacillus bajo condiciones adecuadas para la produccién del hialuronano, donde la célula huésped de Bacillus
comprende un constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia codificante de hialuronano sintasa
operativamente enlazada a una secuencia del promotor foranea a la secuencia codificante de hialuronano sintasa; y (b)
recuperar el hialuronano del medio de cultivo.

[0013] Los métodos de la presente invencién representan una mejora sobre la produccion de hialuronano de bacterias

encapsulantes patdgenas. En bacterias encapsulantes, una gran cantidad de hialuronano se produce en la capsula. En el
5
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procesamiento y depuracién de hialuronano de tales fuentes, es primero necesario eliminar el hialuronano de la capsula, tal
como por el uso de un tensioactivo, o detergente, tal como SDS. Esto crea una fase de complicacién en la produccion
comercial de hialuronano, puesto que el tensioactivo debe ser adicionado para liberar una gran parte del hialuronano, y

posteriormente el tensioactivo debe ser quitado antes de la purificacion final.

[0014] La presente invencién permite la produccion de una gran cantidad de un hialuronano, que se produce en una célula
huésped no encapsulante, como hialuronano libre. Cuando se ve bajo el microscopio, no hay capsula visible asociada a las
cepas recombinantes de Bacillus, mientras que las cepas patdgenas generalmente usadas en la produccion de hialuronano

comprenden una capsula de hialuronano que es al menos dos veces el diametro de la célula misma.

[0015] Como el hialuronano de la célula de Bacillus recombinante se expresa directamente al medio de cultivo, un simple
proceso se puede utilizar para aislar el hialuronano del medio de cultivo. Primero, las células de Bacillus y el detrito celular
se quitan fisicamente del medio de cultivo. El medio de cultivo puede ser diluido primero, si se desea, para reducir la
viscosidad del medio. Muchos métodos se conocen por los expertos en la técnica para la eliminacion de células del medio
de cultivo, tal como el centrifugado o la microfiltracién. Si se desea, el restante sobrenadante puede luego ser filtrado, por
ejemplo por ultrafiltracion, para concentrar y eliminar contaminantes de molécula pequefios del hialuronano. Después de la
eliminaciéon de las células y detrito celular, una simple precipitacion del hialuronano del medio se realiza por mecanismos
conocidos. Sal, alcohol, o combinaciones de sal y alcohol se pueden utilizar para precipitar el hialuronano del filtrado. Una
vez reducido a un precipitado, el hialuronano puede ser facilmente aislado de la solucibn por medios fisicos.
Alternativamente, el hialuronano puede ser secado o concentrado de la solucién filtrada usando técnicas vaporizables

conocidas en la técnica, tal como el secado por atomizacion.

[0016] Los métodos de la presente invenciéon asi representan una mejora sobre las técnicas existentes para producir
comercialmente hialuronano por fermentacioén, al no requirir el uso de un tensioactivo en la purificacion de hialuronano de

células en cultivo.

Acido hialurénico

[0017] "Acido hialurénico" es definido aqui como un glicosaminoglicano no sulfatado compuesto por unidades de disacarido
repetitivas de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido glucurénico (GIcUA) enlazadas entre si alternando enlaces beta-1,4 y
beta-1,3 glicosidicos (Figura 1). El acido hialurénico es también conocido como hialuronano, hialuronato, o HA. Los

términos hialuronano y acido hialurénico se usan de forma intercambiable aqui.

[0018] En una forma de realizacion preferida, el acido hialurénico obtenido por los métodos de la presente invencion tiene un
peso molecular de aproximadamente 10,000 a aproximadamente 10,000,000 Da. En una forma de realizacién mas
preferida, el acido hialurénico obtenido por los métodos de la presente invenciéon tiene un peso molecular de
aproximadamente 25,000 a aproximadamente 5,000,000 Da. En una forma de realizacion mas preferida, el acido hialurénico
obtenido por los métodos de la presente invencion tiene un peso molecular de aproximadamente 50,000 a aproximadamente
3,000,000 Da.

[0019] EIl nivel de &cido hialurénico producido por una célula huésped de Bacillus de la presente invencion se puede
determinar segun el método modificado del carbazol (Bitter and Muir, 1962, Anal Biochem. 4: 330-334). Por otra parte, el
6
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peso molecular promedio del acido hialurénico puede ser determinado usando métodos estandares en la técnica, tales como
los descritos por Ueno et al., 1988, Chem. Pharm. Bull. 36, 4971-4975; Wyatt, 1993, Anal. Chim. Acta 272: 1-40; y Wyatt
Technologies, 1999, "Light Scattering University DAWN Course Manual" y "DAWN EOS Manual" Wyatt Technology

Corporation, Santa Barbara, California.

[0020] El &cido hialurénico obtenido por los métodos de la presente invencion se puede someter a varias técnicas conocidas
en la técnica para modificar el acido hialurénico, tal como la reticulacion como se describe, por ejemplo, en las patentes
estadounidenses Nos. 5,616,568, 5,652,347, y 5,874,417. Por otra parte, el peso molecular del acido hialurénico puede ser

alterado usando técnicas conocidas en la técnica.

Células huéspedes

[0021] En los métodos de la presente invencion, la célula huésped de Bacillus puede ser cualquier célula de Bacillus
adecuada para produccion recombinante de acido hialurdnico. La célula huésped de Bacillus puede ser una célula de
Bacillus de tipo salvaje o un mutante de la misma. Las células de Bacillus Utiles en la practica de la presente invencion
incluyen, pero de forma no limitativa, células de Bacillus agaraderhens, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, y Bacillus
thuringiensis. Células de Bacillus subtilis mutantes particularmente adaptadas para expresién recombinante son descritas en

WO 98/22598. Células de Bacillus no encapsulantes son particularmente utiles en la presente invencion.

[0022] En una forma de realizacién preferida, la célula huésped de Bacillus es una célula de Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus clausii, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus o Bacillus subfilis. En una forma de
realizacion mas preferida, la célula de Bacillus es una célula de Bacillus amyloliquefaciens. En otra forma de realizacion mas
preferida, la célula de Bacillus es una célula de Bacillus clausii. En otra forma de realizacién mas preferida, la célula de
Bacillus es una célula de Bacillus lentus. En otra forma de realizacion mas preferida, la célula de Bacillus es una célula de
Bacillus licheniformis. En otra forma de realizacion mas preferida, la célula de Bacillus es una célula de Bacillus subtilis. En
una forma de realizacion mas preferida, la célula huésped de Bacillus es Bacillus subtilis A164A5 (véase patente

estadounidense n°. 5,891,701) o Bacillus subtilis 168A4.

[0023] La transformacién de la célula huésped de Bacillus, con un constructo de acidos nucleicos de la presente invenciéon
puede, por ejemplo, ser efectuado por transformacion de protoplastos (véase, por ejemplo, Chang y Cohen, 1979, Molecular
General Genetics 168: 111-115), usando células competentes (véase, por ejemplo, Young y Spizizen, 1961, Journal of
Bacteriology 81: 823-829, o Dubnau y Davidoff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221), por
electroporacién (véase,por ejemplo, Shigekawa y Dower, 1988, Biotechniques 6: 742-751), o por conjugacién (véase, por
ejemplo, Koehler y Thorne, 1987, Journal of Bacteriology 169: 5271-5278).

Constructos de acidos nucleicos

[0024] "Constructo de acidos nucleicos" se define aqui como una molécula de acido nucleico, mono o bicatenaria, que se
aisla de un gen de origen natural o que ha sido modificada para contener segmentos de acido nucleico que se combinan y
superponen en cierto modo que de lo contrario no existiria en la naturaleza. El término constructo de acidos nucleicos puede

ser sinénimo del término cassette de expresion cuando el constructo de acidos nucleicos contiene todas las secuencias de
7
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control requeridas para la expresion de una secuencia codificante. El término "secuencia codificante" es definido aqui como
una secuencia que es transcrita en ARNm y traducida en una enzima de interés cuando se coloca bajo el control de las
secuencias de control mencionadas mas abajo. Los bordes de la secuencia codificante son generalmente determinados por
un sitio de unién al ribosoma localizado justo arriba del marco de lectura abierto en el extremo 5' del ARNm y una secuencia
del terminador de transcripcion localizada justo debajo del marco de lectura abierto en el extremo 3' del ARNm. Una

secuencia codificante puede incluir, pero no se limita a secuencias de ADN, ADNCc, y de acidos nucleicos recombinantes.

[0025] Las técnicas usadas para aislar o clonar una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido se conocen
bien en la técnica e incluyen, por ejemplo, aislamiento de ADN genémico, preparacién de ADNc, o una combinacién de las
mismas. La clonacién de las secuencias de acidos nucleicos de tal ADN genémico puede ser efectuada, por ejemplo,
usando seleccion de anticuerpos de bibliotecas de expresion para detectar fragmentos de ADN clonados con caracteristicas
estructurales compartidas o la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) bien conocida. Véase, por ejemplo, Innis et al.,
1990, PCR Protocols: A Guide to Methods and Application, Academic Press, New York. Otros procedimientos de
amplificacién de acidos nucleicos tal como la reaccién en cadena de la ligasa, transcripcion activada ligada, y amplificacion
basada en la secuencia de acidos nucleicos puede ser utilizada. Los procedimientos de clonacion pueden implicar escision y
aislamiento de un fragmento de acido nucleico deseado comprendiendo la secuencia de acidos nucleicos que codifica el
polipéptido, insercion del fragmento en una molécula de vector, e incorporacién del vector recombinante en una célula de
Bacillus donde clones de la secuencia de acidos nucleicos seran replicados. La secuencia de acidos nucleicos puede ser de

origen genémico, ADNc, ARN, semi-sintético, sintético, o cualquier combinacién de los mismos.

[0026] Una secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica una enzima se puede manipular en una variedad de vias
para dar lugar a la expresion de la enzima. La manipulacion de la secuencia de acidos nucleicos antes de su insercién en un
constructo o vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresion o célula huésped de Bacillus. Las
técnicas para modificar secuencias de acidos nucleicos utilizando métodos de clonacién se conocen en la técnica. Sera
entendido que la secuencia de acidos nucleicos puede también ser manipulada in vivo en la célula huésped usando

métodos bien conocidos en la técnica.

[0027] Varias enzimas se implican en la biosintesis del acido hialurénico. Estas enzimas incluyen hialuronano sintasa, UDP-
glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa, glucosa-6-fosfato-
isomerasa, hexoquinasa, fosfoglucomutasa, amidotransferasa, mutasa, y acetil transferasa. Hialuronano sintasa es la

enzima clave en la produccion de acido hialurénico.

[0028] "Hialuronano sintasa" es definida aqui como una sintasa que cataliza el alargamiento de una cadena de hialuronano
por la adicion de los precursores de azucar GIcUA y GIcNAc. Las secuencias de aminoacidos de hialuronano sintasas
estreptococales, hialuronano sintasas vertebradas, y la hialuronano sintasa virica son diferentes de la Pasteurella
hialuronano sintasa, y han sido propuestos para clasificacion como hialuronano sintasas de grupo | y grupo Il, las
hialuronano sintasas de grupo | incluyendo hialuronano sintasas estreptococales (DeAngelis, 1999). Para la produccion de
hialuronano en células huéspedes de Bacillus, hialuronano sintasas de un origen eucariota, tales como hialuronano sintasas

mamiferas, son menos preferidas.

[0029] La secuencia codificante de hialuronano sintasa puede ser cualquier secuencia de acidos nucleicos capaz de ser
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expresada en una célula huésped de Bacillus. La secuencia de &cidos nucleicos puede ser de cualquier origen. Genes de
hialuronano sintasa preferidos incluyen cualquiera del grupo | o grupo Il, tales como genes de hialuronano sintasa grupo |
de Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, y Streptococcus equi subesp. zooepidemicus,

o genes de hialuronano sintasa del grupo |l de Pasturella multocida.

[0030] En una forma de realizacion preferida, la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo que
consiste en (a) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al
menos aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente
90%, o aproximadamente 95% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (b) una secuencia de acidos
nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia baja, media o alta con SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 92, o SEC ID n®:

102 y (c) una cadena complementaria de (a) o (b).

[0031] En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia codificante de hialuronano sintasa codifica un polipéptido
con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 o un fragmento de la misma que tenga

actividad de hialuronano sintasa.

[0032] En otra forma de realizacion preferida, la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo que
consiste en (a) una secuencia de &acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al
menos aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente
90%, o aproximadamente 95% de identidad a SEC ID n° 95 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo

condiciones de astringencia baja, media o alta con SEC ID n°: 94 y (c) una cadena complementaria de (a) o (b).

[0033] En otra forma de realizacion mas preferida, la secuencia codificante de hialuronano sintasa codifica un polipéptido

con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 95, o un fragmento de la misma que tiene actividad de hialuronano sintasa.

[0034] Los métodos de la presente invencion también incluyen constructos por los cuales azucares precursores de
hialuronano se suministran a la célula huésped, bien al medio de cultivo, o siendo codificados por genes enddgenos, por
genes no enddégenos, o por una combinacion de genes no endégenos y endogenos en la célula huésped de Bacillus. El

azucar precursor puede ser acido D-glucurénico o N-acetil-glucosamina.

[0035] En los métodos de la presente invencion, el constructo de acidos nucleicos puede comprender ademas uno o mas
genes que codifican enzimas en la biosintesis de un azucar precursor de un hialuronano. Alternativamente, la célula
huésped de Bacillus puede comprender ademas uno o mas segundos constructos de acidos nucleicos que comprenden uno
0 mas genes que codifican enzimas en la biosintesis del azucar precursor. La produccién de hialuronano se mejora por el
uso de constructos con una secuencia de acidos nucleicos o secuencias que codifican un gen o genes que dirigien una fase
en la via de sintesis del azUcar precursor de hialuronano. Por, "dirigir una fase en la via de sintesis de un azucar precursor
de hialuronano” se entiende que la proteina expresada del gen es activa en la formacién de N-acetil-glucosamina o acido D-

glucurénico, o un azlcar que es un precursor de cualquiera de N-acetil-glucosamina y acido D-glucurénico (Figura 2).

[0036] En un método preferido para suministrar azlcares precursores, los constructos se proveen para mejorar la
produccion de hialuronano en una célula huésped con una hialuronano sintasa, por cultivo de una célula huésped con un
9



10

15

20

25

30

35

40

ES 2362354 T3

constructo recombinante con una region de promotor heteréloga operativamente enlazada a una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un gen que dirige una fase en la via de sintesis de un azucar precursor de hialuronano. En un método
preferido la célula huésped también comprende un constructo recombinante con una regién promotora operativamente
enlazada a una hialuronano sintasa, que puede usar la misma o una region de promotor diferente que la secuencia de
acidos nucleicos a una sintasa implicada en la biosintesis de N-acetil-glucosamina. En otra forma de realizacion preferida, la
célula huésped puede tener un constructo recombinante con una region de promotor operativamente enlazada a secuencias

de acidos nucleicos diferentes que codifican un segundo gen implicado en la sintesis de un azlcar precursor de hialuronano.

[0037] Asi, la presente invencion también se refiere a constructos para mejorar la produccién de hialuronano por el uso de
constructos con una secuencia de acidos nucleicos que codifica un gen que dirige una fase en la via de sintesis de un
azucar precursor de hialuronano. La secuencia de acidos nucleicos al azucar precursor se puede expresar a partir del

mismo o un promotor diferente que la secuencia de acidos nucleicos que codifica la hialuronano sintasa.

[0038] Los genes implicados en la biosintesis de azlcares precursores para la producciéon de acido hialurénico incluyen un
gen de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, gen de UDP-glucosa pirofosforilasa, gen de UDP-N-acetilglucosamina
pirofosforilasa, gen de glucosa-6-fosfato-isomerasa, gen de hexoquinasa, gen de fosfoglucomutasa, gen de

amidotransferasa, gen de mutasa, y gen de acetil transferasa.

[0039] En una célula con una hialuronano sintasa, cualquiera o una combinacion de dos o mas de hasB, hasC y hasD, o sus
homélogos, tales como tuaD, gtaB, y gcaD de Bacillus subtilis, respectivamente, al igual que hasE, se pueden expresar para
aumentar los depdsitos de azucares precursores disponibles para la hialuronano sintasa. El genoma de Bacillus es descrito
en Kunst, et al., Nature 390, 249-256, "The complete genome sequence of the Gram-positive bacterium Bacillus subtilis" (20
Noviembre 1997). En algunos ejemplos, tales como donde la célula huésped no tiene una actividad de hialuronano sintasa

nativa, el constructo puede incluir el gen hasA.

[0040] La secuencia de acidos nucleicos que codifica las enzimas biosintéticas puede ser nativa a la célula huésped,
mientras en otros casos se puede utilizar una secuencia heteréloga. Si dos o0 mas genes son expresados ellos pueden ser
genes que se asocian unos con otros en un operén nativo, tales como los genes del operdbn HAS de Streptococcus
equisimilis, que comprenden hasA, hasB, hasC y hasD. En otros ejemplos, el uso de alguna combinacion de las secuencias
de gen precursor puede ser deseado, sin cada elemento del operdn incluido. El uso de algunos genes nativos a la célula
huésped, y otros que son exégenos pueden también ser preferidos en otros casos. La eleccion dependera de los depositos
disponibles de azlcares en una célula huésped, la capacidad de la célula para alojar sobreproduccion sin interferencia con
otras funciones de la célula huésped, y si la célula regula la expresién de sus genes nativos diferentemente que los genes

exodgenos.

[0041] Como un ejemplo, dependiendo de los requisitos metabdlicos y condiciones de crecimiento de la célula, y los

depositos de azucar de precursores disponibles, puede ser deseable aumentar la produccion de N-acetil-glucosamina por

expresion de una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-N-acetil-glucosamina pirofosforilasa, tal como el gen

hasD, el gen gcaD de Bacillus, y homodlogos de los mismos. Alternativamente, el azUcar precursor puede ser acido D-

glucurénico. En una tal forma de realizacion, la secuencia de acidos nucleicos codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa.

Tales secuencias de acidos nucleicos incluyen el gen tuaD de Bacillus, el gen hasB de Streptococcus, y homologos de los
10
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mismos. La secuencia de acidos nucleicos puede también codificar UDP- pirofosforilasa de glucosa, tal como en el gen gtaB

de Bacillus, el gen hasC de Streptococcus, y homélogos de los mismos.

[0042] En los métodos de la presente invencion, el gen de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa puede ser un gen hasB o gen

tuaD; u homologos de los mismos.

[0043] En una forma de realizacién preferida, el gen hasB es seleccionado del grupo que consiste en (a) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamente 70%,
aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, o aproximadamente 95%
de identidad a SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo
condiciones de astringencia baja, media o alta con SEC ID n°: 40, SEC !D N° 96, o SEC ID n° 104 y (c) una cadena

complementaria de (a) o (b).

[0044] En una forma de realizacion mas preferida, el gen hasB codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de
SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n° 105 o un fragmento de la misma que tiene actividad de UDP-glucosa 6-

deshidrogenasa.

[0045] En otra forma de realizacién preferida, el gen tuaD es seleccionado del grupo que consiste en (a) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamente 70%,
aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, o aproximadamente 95%
de identidad a SEC ID n°: 12 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia baja,

media o alta con SEC ID n°: 11 y (c) una cadena complementaria de (a) o (b).

[0046] En otra forma de realizacibn mas preferida, el gen tuaD codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de

SEC ID n°: 12, o un fragmento de la misma que tiene actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa.

[0047] En los métodos de la presente invencion, el gen de UDP-glucosa pirofosforilasa puede ser un gen hasC o gen gtaB; u

homélogos de los mismos.

[0048] En una forma de realizacion preferida, el gen hasC es seleccionado del grupo que consiste en (a) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamente 70%,
aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, o aproximadamente 95%
identidad a SEC ID n° 43, SEC ID n° 99, o SEC ID n° 107 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo
condiciones de astringencia baja, media o alta con SEC ID n°: 42 o SEC ID n°: 98, o SEC ID n°: 106; y (c) una cadena

complementaria de (a) o (b).

[0049] En otra forma de realizacion mas preferida, el gen hasC codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de
SEC ID n° 43 o SEC ID n° 99, o SEC ID n° 107 o un fragmento de la misma que tiene actividad de UDP-glucosa
pirofosforilasa.

[0050] En otra forma de realizacion preferida, el gen gtaB es seleccionado del grupo que consiste en (a) una secuencia de
11
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acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamente 70%,
aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, o aproximadamente 95%
de identidad a SEC ID n°: 22 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia baja,

media o alta con SEC ID n°: 21 y (c) una cadena complementaria de (a) o (b).

[0051] En otra forma de realizacion mas preferida, el gen gtaB codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de

SEC ID n°: 22, o un fragmento de la misma que tiene actividad de UDP-glucosa pirofosforilasa.

[0052] En los métodos de la presente invencion, el gen UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa puede ser el gen hasD o

gcaD; u homologos de los mismos.

[0053] En una forma de realizacion preferida, el gen hasD es seleccionado del grupo que consiste en (a) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamente 75%,
aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, o aproximadamente 95% de identidad a SEC ID n°:
45 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia baja, media o alta con SEC ID n°®:

44 y (c) una cadena complementaria de (a) o (b).

[0054] En otra forma de realizacion mas preferida, el gen hasD codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de

SEC ID n°: 45, o un fragmento de la misma que tiene actividad UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa.

[0055] En otra forma de realizacion preferida, el gen gcaD es seleccionado del grupo que consiste en (a) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamente 70%,
aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, o aproximadamente 95%
de identidad a SEC ID n°: 30 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia baja,

media o alta con SEC ID n°: 29 y (c) una cadena complementaria de (a) o (b).

[0056] En otra forma de realizacion mas preferida, el gen gcaD codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de

SEC ID n°: 30, o un fragmento de la misma que tiene actividad UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa.

[0057] En los métodos de la presente invencion, el gen de glucosa-6-fosfato-isomerasa puede ser un has u homoélogo del

mismo.

[0058] En una forma de realizacién preferida, el gen hask es seleccionado del grupo que consiste en (a) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamente 70%,
aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, o aproximadamente 95%
de identidad a SEC ID n°: 101 (b) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia baja,

media o alta con SEC ID n°: 100 y (c) una cadena complementaria de (a) o (b).

[0059] En otra forma de realizacion mas preferida, el gen hasE codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de

SEC ID n°: 101, o un fragmento de la misma que tiene actividad de glucosa-6-fosfato-isomerasa.
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[0060] En los métodos de la presente invencion, el gen de hialuronano sintasa y uno o mas genes que codifican un azlcar
precursor estan bajo el control del mismo promotor. Alternativamente, uno o mas genes que codifican un azucar precursor
estan bajo el control del mismo promotor pero un promotor diferente que dirige el gen de hialuronano sintasa. Otra
alternativa es que el gen de hialuronano sintasa y cada uno de los genes que codifican un azlcar precursor estén bajo el
control de diferentes promotores. En una forma de realizacién preferida, el gen de hialuronano sintasa y uno o mas genes

que codifican un azucar precursor estan bajo el control del mismo promotor.

[0061] La presente invencion también se refiere a un constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un operon de hialuronano sintasa que comprende un gen de hialuronano sintasa y un gen de
UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, y opcionalmente uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en un gen de
UDP-glucosa pirofosforilasa, gen de UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa, y gen de glucosa-6-fosfato-isomerasa. Una
secuencia de acidos nucleicos que codifica la mayor parte del operén de hialuronano sintasa de Streptococcus equisimilis se
encuentra en SEC ID n°: 108. Esta secuencia contiene los homdlogos hasB (SEC ID n°: 40) y hasC (SEC ID n°: 42) del gen
tuaD de Bacillus subtilis (SEC ID n°: 11) y gen gtaB (SEC ID n°: 21), respectivamente, como es el caso para Streptococcus
pyogenes, al igual que un homologo del gen gcaD (SEC ID n°: 29), que ha sido designado hasD (SEC ID n°: 44). gcaD de
Bacillus subtilis codifica UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa, que se implica en la sintesis de N-acetil-glucosamina, uno
de los dos azUcares de hialuronano. ElI homologo de Streptococcus equisimilis de gcaD, hasD, se dispone por
Streptococcus equisimilis en el operdn de hialuronano sintasa. La secuencia de acidos nucleicos también contiene una parte
del gen hasA (los ultimos 1156 bp de SEC ID n°: 1).

[0062] En algunos casos la célula huésped tendra un constructo recombinante con una regién de promotor heter6loga
operativamente enlazada a una secuencia de acidos nucleicos que codifica un gen que dirige una fase en la via de sintesis
de un azucar precursor de hialuronano, que puede estar coordinado con la expresion de hialuronano sintasa de un
constructo recombinante. La hialuronano sintasa se puede expresar a partir de la misma region o una diferente del promotor
que la de la secuencia de acidos nucleicos que codifica una enzima implicada en la biosintesis del precursor. En otra forma
de realizacion preferida, la célula huésped puede tener un constructo recombinante con una regiéon del promotor
operativamente enlazada a una secuencia de acidos nucleicos diferente que codifica un segundo gen implicado en la

sintesis de un azucar precursor de hialuronano.

[0063] La secuencia de acidos nucleicos que codifica las enzimas implicadas en la biosintesis del(los) azucar(es)
precursor(es) puede ser expresada del mismo o un promotor diferente que la secuencia de acidos nucleicos que codifica la
hialuronano sintasa. En el sentido anterior, "operones artificiales" son construidos, que pueden imitar el operdn de
Streptococcus equisimilis en tener cada hasA, hasB, hasC y hasD, u homologos de los mismos, o, alternativamente, puede
utilizar menos que el complemento completo presente en el operén de Streptococcus equisimilis. Los operones artificiales"
pueden también comprender un gen de glucosa-6-fosfato-isomerasa (hask) al igual que uno o mas genes seleccionados del
grupo que consiste en un gen de hexoquinasa, gen de fosfoglucomutasa, gen de amidotransferasa, gen de mutasa, y gen
de acetil transferasa. En el operon artificial, al menos uno de los elementos es heter6logo a otro de los elementos, tal como

la region del promotor siendo heteréloga a las secuencias codificantes.

[0064] En una forma de realizacion preferida, el constructo de acidos nucleicos comprende hasA, tuaD, y gtaB. En otra

forma de realizacion preferida, el constructo de acidos nucleicos comprende hasA, tuaD, gtaB, y gcaD. En otra forma de
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realizacion preferida, el constructo de acidos nucleicos comprende hasA y tuaD. En otra forma de realizacién preferida, el
constructo de acidos nucleicos comprende hasA. En otra forma de realizacién preferida, el constructo de acidos nucleicos
comprende hasA, tuaD, gtaB, gcaD, y hask. En otra forma de realizacion preferida, el constructo de acidos nucleicos
comprende hasA, hasB, hasC, y hasD. En otra forma de realizacion preferida, el constructo de acidos nucleicos comprende
hasA, hasB, hasC, hasD, y hask. Basado en las formas de realizacion anteriores preferidas, los genes indicados se pueden

sustituir con homologos de los mismos.

[0065] En los métodos de la presente invencion, los constructos de acidos nucleicos comprenden una secuencia codificante
de hialuronano sintasa operativamente enlazada a una secuencia del promotor fordnea a la secuencia codificante de

hialuronano sintasa. La secuencia del promotor puede ser, por ejemplo, un Unico promotor o un promotor en serie.

[0066] "Promotor" es definido aqui como una secuencia de acidos nucleicos implicada en la uniéon de ARN-polimerasa
dirigida por ADN para iniciar la transcripciéon de un gen. "Promotor tandem" se define aqui como dos o mas secuencias de
promotor cada una de las cuales es operativamente enlazada a una secuencia codificante y median la transcripcion de la
secuencia codificante en ARNm. "Operativamente enlazada" se define aqui como una configuracion en la que una
secuencia de control, por ejemplo, una secuencia del promotor, es apropiadamente colocada en una posicion con respecto a
una secuencia codificante de manera que la secuencia de control dirige la produccién de un polipéptido codificado por la
secuencia codificante. Como se ha indicado anteriormente, una "secuencia codificante" es definida aqui como una
secuencia de acidos nucleicos que es transcrita en ARNm y traducida en un polipéptido cuando se coloca bajo el control de
las secuencias de control apropiadas. Los bordes de la secuencia codificante son generalmente determinados por un sitio
de unién al ribosoma localizado justo arriba del marco de lectura abierto en el extremo 5' del ARNm y una secuencia del
terminador de transcripcion localizada justo debajo del marco de lectura abierto en el extremo 3' del ARNm. Una secuencia
codificante puede incluir, pero no esta limitada a, secuencias de ADN gendémico, ADNc, semisintéticas, sintéticas, y de

acidos nucleicos recombinantes.

[0067] En una forma de realizacién preferida, las secuencias del promotor se pueden obtener de una fuente bacteriana. En
una forma de realizacion mas preferida, las secuencias del promotor se pueden obtener de una bacteria Gram positiva tal
como una cepa de Bacillus, por ejemplo, una cepa de Bacillus agaradherens, Bacillus alkalophilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus,
Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, pumilus del bacillus, Bacillus stearothermophilus, bacillus subtilis,
o Bacillus thuringiensis; o Streptomyces , por ejemplo, Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o de una bacteria

gram negativa, por ejemplo, E. coli o Pseudomonas sp.

[0068] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de una secuencia de acidos nucleicos en los métodos
de la presente invencion son los promotores obtenidos del operén lac de E. coli, gen de agarasa de Streptomyces coelicolor
(dagA), gen de proteasa alcalina de Bacillus lentus o Bacillus clausii (aprH), gen de proteasa alcalina de Bacillus
licheniformis (gen de subtilisina Carlsberg), gen de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), gen de alfa-amilasa de Bacillus
subtilis (amyE), gen de alfa-amilasa (amyL) de Bacillus licheniformis, gen de amilasa maltogénica (amyM) de Bacillus
stearothermophilus, gen de alfa-amilasa (amyQ) de Bacillus amyloliquefaciens, gen de penicilinasa (penP) de Bacillus
licheniformis, genes xylA y xylb de Bacillus subtilis, gen CrylllA (crylllA) de Bacillus thuringiensis subesp. tenebrionis o
partes del mismo, gen de beta-lactamasa procariética (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of the National Academy of
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Sciences USA 75: 3727-3731). Otros ejemplos son el promotor del promotor de fago bacteriano spo1 y el promotor tac
(DeBoer et al., 1983, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80:21-25). Mas promotores son descritos en
"Useful proteins from recombinant bacteria" en Scientific American, 1980, 242:74-94; y en Sambrook, Fritsch, and Maniatus,

1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor, New York.

[0069] EI promotor puede también ser un promotor de "consenso" con la secuencia TTGACA para la region "-35" y TATAAT
para la regién "-10". El promotor de consenso se puede obtener de cualquier promotor que puede funcionar en la célula
huésped de Bacillus. La construccion de un promotor de "consenso" se puede realizar por mutagénesis dirigida para crear
un promotor que conforma mas perfectamente a las secuencias de consenso establecidas para las regiones "-35" y "-10" de

los promotores vegetativos "tipo sigma A" para Bacillus subtilis (Voskuil et al., 1995, Molecular Microbiology 17: 271-279 ).

[0070] En una forma de realizacion preferida, el promotor de "consenso" se obtiene de un promotor obtenido del operén lac
de E. coli, gen de agarasa (dagA) de Streptomyces coelicolor, gen de proteasa alcalina (aprH) de Bacillus clausii o Bacillus
lentus, gen de proteasa alcalina (gen de subtilisina Carlsberg) de Bacillus licheniformis, gen de levansucrasa (sacB) de
Bacillus subtilis, gen de alfa-amilasa (amyE) de Bacillus subtilis, gen de alfa-amilasa (amyL) de Bacillus licheniformis, gen de
amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus, gen de alfa-amilasa (amyQ) de Bacillus amyloliquefaciens, gen de
penicilinasa (penP) de Bacillus licheniformis, genes xylA y xylb de Bacillus subtilis, gen CrylllA (crylllA) de Bacillus
thuringiensis subsp. tenebrionis o partes de los mismos, o promotor de fago bacteriano del gen de beta-lactamasa
procaribtica spo1. En una forma de realizacién mas preferida, el promotor de "consenso" se obtiene del gen de alfa-amilasa
(amyQ) de Bacillus amyloliquefaciens.

[0071] Widner, et al., patentes estadounidenses Nos. 6,255,076 y 5,955,310, describen promotores en serie y constructos y
métodos para el uso en la expresion en células de Bacillus, incluido el promotor de consenso corto de amyQ (también
llamado scBAN). El uso de la secuencia estabilizadora de crylllA, y constructos que usan la secuencia, para la produccion

mejorada en Bacillus son también descritos en ésta.

[0072] Cada secuencia del promotor del promotor tindem puede ser cualquier secuencia de acidos nucleicos que muestra
actividad transcripcional en la célula de Bacillus de eleccion que incluye un mutante truncado, y promotor hibrido, y se puede
obtener de genes que codifican polipéptidos intracelulares o extracelulares bien homdlogos o heter6logos a la célula de
Bacillus. Cada secuencia del promotor puede ser nativa o foranea a la secuencia de acidos nucleicos que codifica el
polipéptido y foranea o nativa a la célula de Bacillus. Las secuencias del promotor pueden ser la misma secuencia del

promotor o secuencias de promotor diferentes.

[0073] Las dos o mas secuencias del promotor del promotor tandem pueden simultdneamente promover la transcripcion de
la secuencia de acidos nucleicos. Alternativamente, una o mas de las secuencias promotoras del promotor tandem puede

promover la transcripcion de la secuencia de acidos nucleicos a estadios diferentes de crecimiento de la célula de Bacillus.

[0074] En una forma de realizacién preferida, el promotor tandem contiene al menos el promotor de amyQ del gen de alfa-

amilasa de Bacillus amyloliquefaciens. En otra forma de realizaciéon preferida, el promotor tandem contiene al menos un

promotor de "consenso" con la secuencia TTGACA para la region "-35" y TATAAT para la region "-10". En otra forma de

realizacion preferida, el promotor en serie contiene al menos el promotor de amyL del gen de alfa-amilasa de Bacillus
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licheniformis. En otra forma de realizacion preferida, el promotor tandem contiene al menos el promotor de crylllA o partes
del mismo (Agaisse y Lereclus, 1994, Molecular Microbiology 13: 97-107 ).

[0075] En una forma de realizacion mas preferida, el promotor tandem contiene al menos el promotor de amyL y el promotor
de crylllA. En otra forma de realizacién mas preferida, el promotor tandem contiene al menos el promotor de amyQ vy el
promotor de crylllA. En otra forma de realizacion mas preferida, el promotor tdndem contiene al menos un promotor de
"consenso" con la secuencia TTGACA para la region "-35" y TATAAT para la region "-10" y el promotor de cryllIA. En otra
forma de realizacion mas preferida, el promotor tandem contiene al menos dos copias del promotor de amyL. En otra forma
de realizacion mas preferida, el promotor tandem contiene al menos dos copias del promotor de amyQ. En otra forma de
realizacion mas preferida, el promotor tandem contiene al menos dos copias de un promotor de "consenso" con la secuencia
TTGACA para la region "-35" y TATAAT para la region "-10". En otra forma de realizacion mas preferida, el promotor tdndem

contiene al menos dos copias del promotor de crylllIA .

[0076] "Una secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm" se define aqui como una secuencia localizada debajo de una
0 mas secuencias del promotor y en direccion ascendente de una secuencia codificante a lo que cada una de una o mas
secuencias del promotor son operativamente enlazadas de manera que todos los ARNms sintetizados de cada secuencia
del promotor se pueden procesar para generar transcritos de ARNm con una secuencia estabilizadora en el extremo 5' de
los transcritos. La presencia de tal secuencia estabilizadora en el extremo 5' de los transcritos de ARNm aumenta su vida
media (Agaisse y Lereclus, 1994, supra, Hue et al., 1995, Journal of Bacteriology 177: 3465-3471). La secuencia
procesadora/estabilizadora de ARNm es complementaria a la extremidad 3' de un ARN ribosémico 16S bacteriano. En una
forma de realizacién preferida, la secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm genera transcritos esencialmente
individuales con una secuencia estabilizadora en el extremo 5' de los transcritos. La secuencia procesadora/estabilizadora
de ARNm es preferiblemente una, que es complementaria a la extremidad 3' de un ARN ribosémico 16S bacteriano. Véase
patentes estadounidenses Nos. 6,255,076 y 5,955,310.

[0077] En una forma de realizacién mas preferida, la secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm es la secuencia
procesadora/estabilizadora de ARNm de crylllA de Bacillus thuringiensis descrita en WO 94/25612 y Agaisse y Lereclus,
1994, o partes de la misma que retienen la funcién procesadora/estabilizadora de ARNm. En otra forma de realizacién mas
preferida, la secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm es la secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm SP82 de
Bacillus subtilis descrita en Hue et al., 1995, supra, o partes de la misma que retienen la funcién procesadora/estabilizadora
de ARNm.

[0078] Cuando el promotor crylllA y su secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm se emplean en los métodos de la
presente invencion, un fragmento de ADN con la secuencia descrita en WO 94/25612 y Agaisse y Lereclus, 1994, supra, o
partes del mismo que retienen las funciones procesadoras/estabilizadoras de ARNm y del promotor, pueden ser utilizados.
Ademas, fragmentos de ADN conteniendo sélo el promotor crylllA o sélo la secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm
de crylllA pueden ser preparados usando métodos bien conocidos en la técnica para construir varios promotores tandem y
combinaciones de secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm. En esta forma de realizacion, el promotor crylllA 'y su
secuencia procesadora/estabilizadora de ARNm son preferiblemente colocados en sentido descendente de la otra
secuencia(s) del promotor que constituye el promotor tandem y en sentido ascendente de la secuencia codificante del gen
de interés.
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[0079] La secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica la(s) enzima(s) deseada(s) implicada(s) en la producciéon de
acido hialurénico puede luego ser manipulada para mejorar la expresion de la secuencia de acidos nucleicos. La expresion
sera entendida para incluir cualquier paso implicado en la produccion del polipéptido incluyendo, pero sin limitarse a,
transcripcion, modificacién post-transcripcional, traduccién, modificacion postraduccional, y secrecion. Las técnicas para

modificar secuencias de acidos nucleicos utilizando métodos de clonacién se conocen bien en la técnica.

[0080] Un constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una enzima puede
ser operativamente enlazado a una o méas secuencias de control capaces de dirigir la expresion de la secuencia codificante

en una célula de Bacillus bajo condiciones compatibles con las secuencias de control.

[0081] EI término "secuencias de control" se define aqui para incluir todos los componentes que son necesarios o ventajosos
para la expresion de la secuencia codificante de una secuencia de acidos nucleicos. Cada secuencia de control puede ser
nativa o foranea a la secuencia de acidos nucleicos que codifica la enzima. Ademas de las secuencias promotoras
anteriormente descritas, tales secuencias de control incluyen, pero de forma no limitativa, un lider, una secuencia sefal, y un
terminador de transcripcién. Como minimo, las secuencias de control incluyen un promotor, y sefiales de parada
traduccional y transcripcional. Las secuencias de control se pueden proporcionar con enlazadores para introducir sitios de
restriccion especificos que facilitan la unién de las secuencias de control con la regién codificante de la secuencia de acidos

nucleicos que codifica una enzima.

[0082] La secuencia de control puede también ser una secuencia del terminador de transcripciéon adecuado, una secuencia
reconocida por una célula de Bacillus para terminar la transcripcion. La secuencia del terminador es operativamente
enlazada al extremo 3' de la secuencia de acidos nucleicos que codifica la enzima o la ultima enzima de un operén.

Cualquier terminador que es funcional en la célula de Bacillus de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0083] La secuencia de control puede también ser una secuencia lider adecuada, una region no traducida de un ARNm que
es importante para la traduccion por la célula de Bacillus. La secuencia lider es operativamente enlazada al término 5' de la
secuencia de acidos nucleicos que codifica la enzima. Cualquier secuencia lider que es funcional en la célula de Bacillus de

eleccion se puede utilizar en la presente invencién.

[0084] La secuencia de control puede también ser una region codificante del péptido sefial, que codifica para una secuencia
de aminoacidos enlazada al término amino de un polipéptido que puede dirigir el polipéptido expresado en la via secretora
de la célula. La region codificante del péptido sefial puede ser nativa al polipéptido o se puede obtener de fuentes foraneas.
El extremo 5' de la secuencia codificante de la secuencia de acidos nucleicos puede intrinsecamente contener una region
codificante del péptido sefial naturalmente enlazado en marco de lectura de traduccién con el segmento de la region
codificante que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el extremo 5' de la secuencia codificante puede contener
una region codificante del péptido sefial que es foranea a la parte de la secuencia codificante que codifica el polipéptido
segregado. La region codificante del péptido sefal foranea puede ser requerida cuando la secuencia codificante
normalmente no contiene una regién codificante del péptido sefal. Alternativamente, la regién codificante del péptido sefial
foranea puede simplemente reemplazar la regién codificante del péptido sefial natural para obtener una secrecién mejorada
del polipéptido con respecto a la regién codificante del péptido sefial natural normalmente asociada a la secuencia
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codificante. La regién codificante del péptido sefal se puede obtener de una amilasa o un gen de proteasa de una especie
de Bacillus. No obstante, cualquier region codificante del péptido sefial capaz de dirigir el polipéptido expresado en la via

secretora de una célula de Bacillus de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0085] Una region codificante del péptido sefial eficaz para células de Bacillus es la regién codificante del péptido sefal
obtenida del gen de amilasa maltogénica de Bacillus NCIB 11837, el gen de alfa-amilasa de Bacillus stearothermophilus, el
gen de subtilisina de Bacillus licheniformis, el gen de beta-lactamasa de Bacillus licheniformis, los genes de proteasas
neutras de Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM), y el gen prsA de Bacillus subtilis. Mas péptidos sefial son

descritos por Simonen y Palva, 1993, Microbiological Reviews 57:109-137.

[0086] La secuencia de control puede también ser una regién codificante del propéptido que codifica para una secuencia de
aminoacidos situada en el término amino de un polipéptido. El polipéptido resultante es conocido como una proenzima o
propolipéptido (o un zimdgeno en algunos casos). Un propolipéptido es generalmente inactivo y se puede convertir en un
polipéptido maduro activo por escisién autocatalitica o catalitica del propéptido del propolipéptido. La regién codificante del
propéptido se puede obtener de los genes para proteasa alcalina de Bacillus subtilis (aprE) y proteasa neutra (nprT) de

Bacillus subtilis.

[0087] Cuando tanto las regiones del péptido sefal y del propéptido estan presentes en el término amino de un polipéptido,
la regién del propéptido esta situada junto al término amino de un polipéptido y la region del péptido sefial esta situada junto

al término amino de la region del propéptido.

[0088] Puede también ser deseable afiadir secuencias reguladoras que permitan la regulacién de la expresion del
polipéptido con respecto al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son los que provocan la
activacion o la desactivacion de la expresion del gen en respuesta a un estimulo fisico o quimico, incluyendo la presencia de

un compuesto regulador. Sistemas reguladores en sistemas procarioticos incluyen los sistemas de operador lac, tac, y trp.

Vectores de expresion

[0089] En los métodos de la presente invencidon, un vector de expresién recombinante que comprende una secuencia de
acidos nucleicos, un promotor, y sefiales de parada traduccional y transcripcional se pueden utilizar para la produccién
recombinante de una enzima implicada en la produccion de acido hialurénico. Las distintas secuencias de acidos nucleicos y
de control anteriormente descritas puede ser unidas entre si para producir un vector de expresion recombinante que puede
incluir uno o mas sitios de restriccibn convenientes para permitir la insercion o sustitucion de la secuencia de acidos
nucleicos que codifica el polipéptido o enzima en tales sitios. Alternativamente, la secuencia de acidos nucleicos se puede
expresar por insercion de la secuencia de acidos nucleicos o un constructo de acidos nucleicos que comprende la secuencia
en un vector apropiado para la expresion. En la creacion del vector de expresion, la secuencia codificante se localiza en el
vector de modo que la secuencia codificante es operativamente enlazada con las secuencias de control apropiadas para la

expresion, y posiblemente la secrecion.

[0090] El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector que puede ser convenientemente sometido a

procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresion de la secuencia de acidos nucleicos. La eleccion del

vector tipicamente dependera de la compatibilidad del vector con la célula de Bacillus en que el vector debe ser introducido.
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Los vectores pueden ser plasmidos lineales o cerrados circulares. El vector puede ser un vector de replicacion autbnoma, es
decir, un vector que existe como una entidad extracromosdmica, cuya replicacion es independiente de la replicacion
cromosoémica, por ejemplo, un plasmido, un elemento extracromosémico, un minicromosoma, o un cromosoma artificial. El
vector puede contener cualquier medio para asegurar la autorreplicaciéon. Alternativamente, el vector puede ser uno que,
cuando se introduce en la célula de Bacillus, se integra en el genoma y se replica con el(los) cromosoma(s) en que ha sido
integrado. El sistema del vector puede ser un Unico vector o plasmido o dos o mas vectores o plasmidos que juntos

contienen el ADN total que debe ser introducido en el genoma de la célula de Bacillus, o un transposén puede ser utilizado.

[0091] Los vectores de la presente invencién preferiblemente contienen un(os) elemento(s) que permite(n) la integracion del
vector en el genoma de la célula huésped de Bacillus o replicacién autonoma del vector en la célula independiente del

genoma.

[0092] Para la integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede depender de la secuencia de acidos nucleicos
que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para integracién del vector en el genoma por recombinacion
homoéloga o no homéloga. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de acidos nucleicos adicionales para
dirigir la integracion por recombinacion homologa en el genoma de la célula de Bacillus. Las secuencias de acidos nucleicos
adicionales permiten que el vector sea integrado en el genoma celular de Bacillus en una ubicacién precisa en el
cromosoma. Para aumentar la probabilidad de integracion en una ubicacion precisa, los elementos integracionales deberian
preferiblemente contener un nimero suficiente de acidos nucleicos, tal como 100 a 1,500 pares de bases, preferiblemente
400 a 1,500 pares de bases, y de la forma mas preferible 800 a 1,500 pares de bases, que son altamente homologos a la
secuencia blanco correspondiente para mejorar la probabilidad de recombinacién homdloga. Los elementos integracionales
pueden ser cualquier secuencia que es homdloga a la secuencia blanco en el genoma de la célula de Bacillus. Ademas, los
elementos integracionales pueden ser secuencias de acidos nucleicos no codificantes o codificantes. Por otro lado, el vector

se puede integrar en el genoma de la célula huésped por recombinacién no homologa.

[0093] Para la replicacion autbnoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion que permita que el vector
se repligue de manera auténoma en la célula de Bacillus en cuestién. Ejemplos de origenes bacterianos de replicacién son
los origenes de replicacion de plasmidos pUB110; pE194; pTA1060, y pAMR1 que permiten la replicacion en Bacillus. El
origen de replicacién puede ser uno con una mutacién para hacer su funcioén termosensible en la célula de Bacillus (véase,

por ejemplo, Ehrlich, 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75:1433 ).

[0094] Los vectores preferiblemente contienen uno o mas marcadores seleccionables que permiten la seleccion facil de
células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto proporciona resistencia a los biocidas,
resistencia a metales pesados, prototrofia a auxoétrofos, y similares. Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos
son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis, o marcadores que confieren resistencia a los antibiéticos tal
como resistencia a la ampicilina, canamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Ademas, la seleccion se puede realizar por
cotransformacion, por ejemplo, como se describe en WO 91/09129, donde el marcador seleccionable esta sobre un vector

separado.

[0095] Mas de una copia de una secuencia de acidos nucleicos se puede insertar en la célula huésped para aumentar la
producciéon del producto genético. Un aumento en el nimero de copias de la secuencia de acidos nucleicos se puede
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obtener integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen de
marcador seleccionable amplificable con la secuencia de acidos nucleicos donde las células que contienen copias
amplificadas del gen marcador seleccionable, y por lo tanto copias adicionales de la secuencia de acidos nucleicos, se
pueden seleccionar por cultivo de las células en presencia del agente apropiado seleccionable. Un método conveniente para

lograr la amplificacion de secuencias de ADN gendmico se describe en WO 94/14968.

[0096] Los procedimientos usados para unir los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de expresion

recombinantes son conocidos por un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989, supra).

Produccién

[0097] En los métodos de la presente invencion, las células huéspedes de Bacillus se cultivan en un medio nutritivo
adecuado para la produccién del acido hialurdnico usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede
cultivar por cultivo en un matraz de agitacion, fermentacion a gran escala o pequefia escala (incluyendo, fermentaciones
continuas, discontinuas, por lote alimentado, o de estado sélido) en fermentadores de laboratorio o industriales realizados en
un medio adecuado y bajo condiciones que permiten a las enzimas implicadas en la sintesis de &cido hialurénico ser
expresadas y aislar el acido hialurénico. El cultivo se desarrolla en un medio nutritivo adecuado que comprende fuentes de
nitrbgeno y carbono y sales inorganicas, usando procedimientos conocidos en la técnica. Medios adecuados estan
disponibles de proveedores comerciales o se pueden preparar segun composiciones publicadas (p. ej., en catalogos de la

American Type Culture Collection). El acido hialurénico segregado se puede recuperar directamente del medio.

[0098] El acido hialurénico resultante se puede aislar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el acido hialurénico
puede ser aislado del medio nutritivo por procedimientos convencionales que incluyen, pero no se limitan a, centrifugado,
filtracién, extraccion, secado por pulverizacion, evaporacion, o precipitacion. El acido hialurénico aislado puede luego ser
ademas purificado por una variedad de procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a,
cromatografia (p. ej., de intercambio i6nico, de afinidad, hidrofébica, por cromatoenfoque, y por exclusion de tamafos),
procedimientos electroforéticos (p. ej., isoelectroenfoque preparatorio), solubilidad diferencial (p. ej., precipitaciéon de sulfato
amonico), o extraccion (véase, por ejemplo, Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers,
New York, 1989).

[0099] En los métodos de la presente invencion, las células huéspedes de Bacillus producen mas de aproximadamente 4 g,
preferiblemente mas de aproximadamente 6 g, mas preferiblemente mas de aproximadamente 8 g, incluso mas
preferiblemente mas de aproximadamente 10 g, y de la forma mas preferible mas de aproximadamente 12 g de acido

hialurénico por litro.

Delecionesl/interrupciones

[0100] Técnicas de delecion génica o de sustitucidon se pueden utilizar para la eliminacion completa de un gen marcador
seleccionable u otro gen indeseable. En tales métodos, la delecién del gen marcador seleccionable se puede realizar por
recombinacion homdloga usando un plasmido que ha sido construido para contener de forma contigua las regiones 5'y 3'
que flanquean el gen marcador seleccionable. Las regiones 5'y 3' contiguas se pueden introducir en una célula de Bacillus
en un plasmido termosensible, por ejemplo, pE194, en asociaciébn con un segundo marcador seleccionable a una
temperatura permisiva para permitir al plasmido establecerse en la célula. La célula es luego desplazada a una temperatura
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no permisiva para seleccionar células que tienen el plasmido integrado en el cromosoma en una de las regiones
flanqueantes homologas. La seleccion para la integracion del plasmido se efectia por seleccion para el segundo marcador
seleccionable. Después de la integracion, un evento de recombinacion en la segunda regién flanqueante de homoélogos se
estimula por desplazamiento de las células a la temperatura permisiva para diferentes generaciones sin seleccion. Las
células se colocan en placas para obtener colonias individuales y las colonias se examinan para pérdida de ambos
marcadores seleccionables (véase, por ejemplo, Perego, 1993, En A.L. Sonneshein, J.A. Hoch, y R. Losick, editors, Bacillus

subtilis and Other Gram-Positive Bacteria, Chapter 42, American Society of Microbiology, Washington, D.C., 1993).

[0101] Un gen marcador seleccionable puede también ser quitado por recombinacion homologa por introduccion en la célula
mutante de un fragmento de acido nucleico que comprende regiones 5'y 3' del gen defectuoso, pero careciendo del gen
marcador seleccionable, seguido de seleccién en el medio de contraseleccion. Por recombinacién homoéloga, el gen
defectuoso que contiene el gen marcador seleccionable se sustituye con el fragmento de acido nucleico que carece del gen

marcador seleccionable. Otros métodos conocidos en la técnica pueden también ser usados.

[0102] Patente estadounidense n°. 5,891,701 divulga técnicas para eliminar diferentes genes que incluyen spollAC, aprE,

nprE,y amyE.

[0103] Otros compuestos indeseables biologicos pueden también ser eliminados por los métodos descritos anteriormente

tales como el pigmento rojo sintetizado por cypX (n° de registro BG12580) y/o yvmC (n° de registro BG14121).

[0104] En una forma de realizacién preferida, la célula huésped de Bacillus se desmarca con cualquier marcador
seleccionable exdégeno o heterdlogo. En otra forma de realizacion preferida, la célula huésped de Bacillus no produce ningun

pigmento rojo sintetizado por cypX'y yvmC.

Secuencias de acidos nucleicos aisladas que codifican polipéptidos con actividad de UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa, actividad de UDP-glucosa pirofosforilasa, o actividad de UDP-N-Acetilglucosamina pirofosforilasa

[0105] El término "actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa” se define aqui como una actividad de UDP glucosa:NAD" 6-
oxidorreductasa que cataliza la conversiéon de UDP-glucosa en presencia de 2NAD" y agua a UDP-glucuronato y 2NADH.
Para objetivos de la presente invencion, la actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa se determina segun el
procedimiento descrito por Jaenicke y Rudolph, 1986, Biochemistry 25: 7283-7287. Una unidad de actividad de UDP-

glucosa 6-deshidrogenasa es definida como 1.0 pmol de UDP-glucuronato producido por minuto a 25°C, pH 7.

[0106] EI término "actividad de UDP-glucosa pirofosforilasa" es definido aqui como UTP: actividad de -D-glucosa-1-fosfato
uridililtransferasa que cataliza la conversion de glucosa-1-fosfato en presencia de UTP a difosfato y UDP-glucosa. Para
objetivos de la presente invencion, la actividad de UDP-glucosa pirofosforilasa se determina segun el procedimiento descrito
por Kamogawa et al., 1965, J. Biochem. (Tokio) 57: 758-765 o Hansen et al., 1966, Method Enzymo/. 8: 248-253. Una
unidad de actividad de UDP-glucosa pirofosforilasa es definida como 1.0 umol de UDP-glucosa producida por minuto a
25°C,pH 7.

[0107] EI término "actividad de UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa" es definido aqui como una actividad de UTP: N-
acetil-alfa-D-glucoamina-1-fosfato uridiltransferasa que cataliza la conversion de N-acetil-alfa-D-glucosamina-1-fosfato en
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presencia de UTP a difosfato y UDP-N-acetil-alfa-d-glucoamina. Para objetivos de la presente invencion, actividad de UDP-
N-acetilglucosamina pirofosforilasa se determina segun el procedimiento descrito por Mangin-Lecreuix et al., 1994, J.
Bacteriology 176: 5788-5795. Una unidad de actividad de UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa es definida como 1.0
pmol de UDP-N-acetil-alfa-D-glucoamina producido por minuto a 25°C, pH 7.

[0108] EI término "secuencia de acidos nucleicos aislada" como se utiliza en este caso se refiere a una secuencia de acidos
nucleicos que esta esencialmente libre de otras secuencias de acidos nucleicos, por ejemplo, es al menos aproximadamente
20% pura, preferiblemente al menos aproximadamente 40% pura, mas preferiblemente al menos aproximadamente 60%,
pura incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente 80% pura, y de la forma mas preferible al menos
aproximadamente 90% pura segun se ha determinado por electroforesis de agarosa. Por ejemplo, una secuencia de acidos
nucleicos aislada se puede obtener por procedimientos de clonacion estandares usados en ingenieria genética para
recolocar la secuencia de acidos nucleicos desde su ubicacioén natural a un sitio diferente donde ésta sera reproducida. Los
procedimientos de clonacion pueden implicar escision y aislamiento de un fragmento de acido nucleico deseado
comprendiendo la secuencia de &cidos nucleicos que codifica el polipéptido, insercién del fragmento en una molécula de
vector, e incorporacion del vector recombinante en una célula huésped donde multiples copias o clones de la secuencia de
acidos nucleicos seran replicadas. La secuencia de acidos nucleicos puede ser de origen genémico, ADNc, ARN,

semisintético sintético, o cualquier combinacion de los mismos.

[0109] En una primera forma de realizacién, la presente invencién se refiere a secuencias de acidos nucleicos aisladas que
codifican polipéptidos con una secuencia de aminoacidos que tiene un grado de identidad a la SEC ID n°: 41 de al menos
aproximadamente 75%, preferiblemente al menos aproximadamente 80%, mas preferiblemente al menos aproximadamente
85%, incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente 90%, de la forma mas preferible al menos aproximadamente
95%, e incluso de la forma mas preferible al menos aproximadamente 97%, que tienen actividad de UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa (de ahora en adelante "polipéptidos homélogos"). En una forma de realizacion preferida, los polipéptidos
homoélogos tienen una secuencia de aminoacidos que difiere de cinco aminoacidos, preferiblemente de cuatro aminoacidos,
mas preferiblemente de tres aminoacidos, incluso mas preferiblemente de dos aminoacidos, y de la forma mas preferible de

un aminoacido de SEC ID n°: 41.

[0110] En otra primera forma de realizacion, la presente invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos aisladas que
codifican polipéptidos con una secuencia de aminoacidos con un grado de identidad a SEC ID n° 43 de al menos
aproximadamente 90%, preferiblemente al menos aproximadamente 95%, y mas preferiblemente al menos
aproximadamente 97%, con actividad de UDP-glucosa pirofosforilasa (de ahora en adelante "polipéptidos homdlogos"). En
una forma de realizacién preferida, los polipéptidos homologos tienen una secuencia de aminoacidos que difiere de cinco
aminoacidos, preferiblemente de cuatro aminoacidos, mas preferiblemente de ftres aminoéacidos, incluso mas

preferiblemente de dos aminoacidos, y de la forma mas preferible de un aminoacido de SEC ID n°: 43.

[0111] En otra primera forma de realizacion, la presente invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos aislados que

codifican polipéptidos con una secuencia de aminoéacidos que tiene un grado de identidad a SEC ID n°: 45 de al menos

aproximadamente 75%, preferiblemente al menos aproximadamente 80%, mas preferiblemente al menos aproximadamente

85%, incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente 90%, de la forma mas preferible al menos aproximadamente

95%, e incluso de la forma mas preferible al menos aproximadamente 97%, con actividad de UDP-N-acetilglucosamina
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pirofosforilasa (de ahora en adelante "polipéptidos homélogos"). En una forma de realizacion preferida, los polipéptidos
homoélogos tienen una secuencia de aminoacidos que difiere de cinco aminoacidos, preferiblemente de cuatro aminoacidos,
mas preferiblemente de tres aminoacidos, incluso mas preferiblemente de dos aminoacidos, y de la forma mas preferible de
un aminoacido de SEC ID n°: 45.

[0112] Para objetivos de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina por
el método Clustal (Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) usando el paquete de software Vector NTI AlignX (Informax Inc.,
Bethesda, MD) con los siguientes valores predeterminados: alineacién de pares, penalizacién por apertura de espacio de

10, penalizacion por extension de espacio de 0.1, y matriz de puntuacion: blosum62mt2.

[0113] Preferiblemente, las secuencias de acidos nucleicos de la presente invencion codifican polipéptidos que comprenden
la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 43, o SEC ID n°: 45 o una variante alélica de la misma; o un
fragmento de la misma con actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, o UDP-N-
acetilglucosamina pirofosforilasa, respectivamente. En una forma de realizacién mas preferida, la secuencia de acidos
nucleicos de la presente invencién codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 41,
SEC ID n°: 43, o SEC ID n° 45. En otra forma de realizacion preferida, la secuencia de acidos nucleicos de la presente
invencién codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 43, o SEC ID
n°: 45 o una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma, donde el fragmento de polipéptido tiene actividad de
UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, o UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa, respectivamente.
En otra forma de realizacion preferida, la secuencia de acidos nucleicos de la presente invencién codifica un polipéptido que

consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 43, 0 SEC ID n°: 45.

[0114] La presente invencién también comprende secuencias de acidos nucleicos que codifican un polipéptido con la
secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 43, o SEC ID n°: 45, que difieren de SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42,
0 SEC ID n°: 44 en virtud de la degeneracién del cédigo genético. La presente invencion también se refiere a subsecuencias
de SEC ID n° 40, SEC ID n°: 42, o SEC ID n°: 44 que codifican fragmentos de SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 43, o SEC ID n°:
45, respectivamente, que tienen actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, o UDP-N-

acetilglucosamina pirofosforilasa, respectivamente.

[0115] Una subsecuencia de SEC ID n° 40 es una secuencia de acidos nucleicos comprendida por SEC ID n° 40 a
excepcion de que uno o mas nucleétidos del extremo 5' y/o 3' ha sido eliminado. Preferiblemente, una subsecuencia
contiene al menos 1020 nucleétidos, mas preferiblemente al menos 1080 nucleétidos, y de la forma mas preferible al menos
1140 nucleodtidos. Un fragmento de SEC ID N°: 41 es un polipéptido con uno o mas aminoacidos eliminados del término
amino y/o carboxi de esta secuencia de aminoacidos. Preferiblemente, un fragmento contiene al menos 340 residuos de
aminoacidos, mas preferiblemente al menos 360 residuos de aminoacidos, y de la forma mas preferible al menos 380

residuos de aminoacidos.

[0116] Una subsecuencia de SEC ID n°: 42 es una secuencia de acidos nucleicos comprendida por SEC ID n° 42 a

excepcion de que uno o mas nucleétidos del extremo 5' y/o 3' ha sido eliminado. Preferiblemente, una subsecuencia

contiene al menos 765 nucleétidos, mas preferiblemente al menos 810 nucleétidos, y de la forma mas preferible al menos

855 nucleotidos. Un fragmento de SEC ID n°: 43 es un polipéptido con uno o mas aminoacidos eliminados del término amino
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y/o carboxi de esta secuencia de aminoacidos. Preferiblemente, un fragmento contiene al menos 255 residuos de
aminoacidos, mas preferiblemente al menos 270 residuos de aminoacidos, y de la forma mas preferible al menos 285

residuos de aminoacidos.

[0117] Una subsecuencia de SEC ID n°: 44 es una secuencia de acidos nucleicos comprendida por SEC ID n°: 44 a
excepcion de que uno o mas nucleétidos del extremo 5' y/o 3' ha sido eliminado. Preferiblemente, una subsecuencia
contiene al menos 1110 nucledétidos, mas preferiblemente al menos 1200 nucleétidos, y de la forma mas preferible al menos
1290 nucleétidos. Un fragmento de SEC ID n°: 45 es un polipéptido con uno o mas aminoacidos eliminados del término
amino y/o carboxi de esta secuencia de aminoacidos. Preferiblemente, un fragmento contiene al menos 370 residuos de
aminoacidos, mas preferiblemente al menos 400 residuos de aminoacidos, y de la forma mas preferible al menos 430
residuos de aminoacidos.

[0118] Una variante alélica denota cualquiera de dos o mas formas alternativas de un gen que ocupa el mismo locus
cromosémico. La variacién alélica surge naturalmente a través de la mutacion, y puede suponer polimorfismo dentro de
poblaciones. Las mutaciones de genes pueden ser silenciosas (ningin cambio en el polipéptido codificado) o pueden
codificar polipéptidos con secuencias de aminoacidos alteradas. La variante alélica de un polipéptido es un polipéptido

codificado por una variante alélica de un gen.

[0119] En una segunda forma de realizacion, la presente invencién se refiere a secuencias de acidos nucleicos aisladas que
tienen un grado de homologia a SEC ID n° 40 de al menos aproximadamente 75%, preferiblemente al menos
aproximadamente 80%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 85%, incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, de la forma mas preferible al menos aproximadamente 95%, e incluso de la forma mas preferible al

menos aproximadamente 97%.

[0120] En otra segunda forma de realizacion, la presente invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos aisladas que
tienen un grado de homologia a SEC ID n° 42 de al menos aproximadamente 90%, preferiblemente al menos

aproximadamente 95%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 97%.

[0121] En otra segunda forma de realizacion, la presente invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos aisladas que
tienen un grado de homologia a SEC ID n° 44 de al menos aproximadamente 75%, preferiblemente al menos
aproximadamente 80%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 85%, incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente 90%, de la forma mas preferible al menos aproximadamente 95%, e incluso de la forma mas preferible al

menos aproximadamente 97%.

[0122] Para objetivos de la presente invencion, el grado de homologia entre dos secuencias de acidos nucleicos se
determina por el paquete de software Vector NTI AlignX (Informax Inc., Bethesda, MD) usando los siguientes valores
predeterminados: alineacion de pares, penalizacién de abertura de espacio de 15, penalizacion de extension de espacio de

6.6, y matriz de puntuacién: swgapdnamt.

[0123] En una tercera forma de realizacion, la presente invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos aisladas que
codifican polipéptidos con actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, o UDP-N-
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acetilglucosamina pirofosforilasa, que se hibridan bajo condiciones de astringencia muy baja, condiciones de astringencia
preferiblemente baja, mas preferiblemente condiciones de astringencia media, condiciones de astringencia mas
preferiblemente media alta, condiciones de astringencia incluso mas preferiblemente alta, y de la forma mas preferible
condiciones de astringencia muy alta con (i) la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42, 0o SEC ID n°:
44, (ii) la secuencia de ADNc contenida en SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42, o SEC ID n°: 44, o (iii) una cadena complementaria
de (i) o (Il) (J. Sambrook, E.F. Fritsch, y T. Maniatus, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring
Harbor, New York). La subsecuencia de SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42, o SEC ID n° 44 puede ser al menos de 100
nucledtidos o preferiblemente al menos de 200 nucleoétidos. Por otra parte, la subsecuencia respectiva puede codificar un
fragmento de polipéptido que tiene actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, o UDP-N-

acetilglucosamina pirofosforilasa.

[0124] La secuencia de acidos nucleicos de SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42, o SEC ID n° 44, o subsecuencias de las mismas,
al igual que la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 43, o SEC ID n°: 45, o un fragmento de la misma, se
puede utilizar para disefiar sondas de acidos nucleicos para identificar y clonar polipéptidos codificantes de ADN con
actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, o UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa,
respectivamente, de cepas de diferentes géneros o especies segun métodos bien conocidos en la técnica. En particular,
tales sondas se pueden usar para la hibridacién con el ADN gendmico o ADNc del género o especies de interés, seguin
procedimientos de Southern blot estdndares, para identificar y aislar el gen correspondiente en las mismas. Tales sondas
pueden ser considerablemente mas cortas que la secuencia entera, pero deberian tener al menos 15, preferiblemente al
menos 25, y mas preferiblemente al menos 35 nucleétidos de longitud. Sondas mas largas pueden también ser usadas.
Ambas sondas de ADN y ARN pueden ser usadas. Las sondas son tipicamente marcadas para la deteccion del gen
correspondiente (por ejemplo, con 2P, *H, %S, biotina, o avidina). Tales sondas son comprendidas por la presente

invencion.

[0125] Asi, un ADN gendmico o genoteca de ADNc obtenida a partir de tales otros organismos se pueden seleccionar para
ADN que se hibrida con las sondas anteriormente descritas y que codifica un polipéptido con actividad de UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, o UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa. ADN genémico u otro ADN de
tales otros organismos se pueden separar por electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida, u otras técnicas de
separacion. ElI ADN de las bibliotecas o el ADN separado se puede transferir a e inmovilizar en nitrocelulosa u otro material
portador adecuado. Para identificar un clon o ADN que es homdlogo a SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42, o SEC ID n°: 44, o una
subsecuencia de la misma, el material portador se usa en un Southern blot. Para objetivos de la presente invencion, la
hibridacién indica que la secuencia de acidos nucleicos se hibrida a una sonda de &cidos nucleicos marcada
correspondiente a la secuencia de acidos nucleicos mostrada en SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42, o SEC ID n°: 44, su cadena
complementaria, o una subsecuencia de la misma, bajo condiciones de astringencia muy baja a muy alta. Moléculas a las

que la sonda de acidos nucleicos se hibrida bajo estas condiciones son detectadas usando pelicula radiografica.

[0126] En una forma de realizacion preferida, la sonda de acidos nucleicos es una secuencia de acidos nucleicos que

codifica el polipéptido de SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 43, o SEC ID n°: 45 o una subsecuencia de la misma. En otra forma de

realizacion preferida, la sonda de acidos nucleicos es SEC ID n° 40, SEC ID n° 42, o SEC ID n° 44. En otra forma de

realizacion preferida, la sonda de acidos nucleicos es la secuencia de acidos nucleicos contenida en el plasmido pMRT106

que es contenida en Escherichia coli NRRL B-30536, donde la secuencia de acidos nucleicos codifica polipéptidos con
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actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, y UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa.

[0127] Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, condiciones de astringencia muy baja a muy alta son
definidas como prehibridacion e hibridacién a 42°C en 5X SSPE, 0.3% SDS, 200 yg/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado y cortado, y bien 25% de formamida para astringencias bajas y muy bajas, 35% formamida para
astringencias medias y medias altas, o 50% de formamida para astringencias muy altas y altas, segun procedimientos de

Southern blot estandares.

[0128] Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material portador es finalmente lavado tres veces
cada una durante 15 minutos usando 2 x SSC, 0.2% SDS preferiblemente al menos a 45°C (astringencia muy baja), mas
preferiblemente al menos a 50°C (astringencia baja), mas preferiblemente al menos a 55°C (astringencia media), mas
preferiblemente al menos a 60°C (astringencia media alta), incluso mas preferiblemente al menos a 65°C (astringencia alta),

y de la forma mas preferible al menos a 70°C (astringencia muy alta).

[0129] Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, las
condiciones de astringencia son definidas como prehibridacion, hibridacién, y post-hibridacion de lavado a 5°C a 10°C por
debajo de la Tm calculada usando el célculo segun Bolton y McCarthy (11962, Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 48:1390) en 0.9 M NaCl, 0.09 M Tris-HCI pH 7.6, 6 mM EDTA, 0.5% NP-40, 1X solucién de Denhardt, 1 mM
pirofosfato de sodio, 1 mM fosfato monobésico de sodio, 0.1 mM ATP, y 0.2 mg de ARN de levadura por ml segln

procedimientos de Southern blot estandares.

[0130] Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucle6tidos a aproximadamente 70 nucle6tidos de longitud, el
material portador se lava una vez en 6X SCC mas 0.1% SDS durante 15 minutos y dos veces cada una durante 15 minutos
usando 6X SSC a 5°C a 10°C por debajo de la Ty, calculada.

[0131] En una cuarta forma de realizacion, la presente invencion se refiere a secuencias de acidos nucleicos aisladas que
codifican variantes del polipéptido con una secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 41, SEC ID n®: 43, o SEC ID n°: 45 que

comprende una sustitucion, delecion, y/o insercion de uno o mas aminoacidos.

[0132] Las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos variantes pueden diferir de la secuencia de aminoacidos de SEC
ID n° 41, SEC ID n° 43, o SEC ID n° 45, por una insercion o delecién de uno o mas residuos de aminoacidos y/o la
sustitucion de uno o mas residuos de aminoacidos por residuos de aminoacidos diferentes. Preferiblemente, cambios
aminoacidos son de una naturaleza menor, de lo que lo son las sustituciones de aminoacidos conservadoras que no afectan
significativamente al doblamiento y/o actividad de la proteina; deleciones pequefias, tipicamente de uno a aproximadamente
30 aminoacidos; pequefias extensiones amino- o carboxiloterminales, tal como un residuo de metionina aminoterminal; un
pequefio péptido de enlace de hasta aproximadamente 20-25 residuos; o una pequefia extension que facilita la purificaciéon

cambiando la carga neta u otra funcién, tal como un tracto de polihistidina, un epitopo antigénico o un dominio de unién.

[0133] Ejemplos de sustituciones conservadoras estan en el grupo de aminoacidos basicos (arginina, lisina y histidina),

aminoacidos acidicos (acido glutdmico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina), aminoacidos

hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina), y aminoacidos
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pequefios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina). Sustituciones de aminoacidos que generalmente no alteran la
actividad especifica se conocen en la técnica y son descritas, por ejemplo, por H. Neurath y R.L. Hill, 1979, en, The Proteins,
Academic Press, New York. Los cambios que ocurren mas frecuentemente son Ala/Ser, Vall/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly,
Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, y Asp/Gly al igual que estos

ala inversa.

[0134] La modificacién de una secuencia de acidos nucleicos de la presente invencién puede ser necesaria para la sintesis
de polipéptidos sustancialmente similar al polipéptido. El término "sustancialmente similar" al polipéptido se refiere a formas
de origen no natural del polipéptido. Estos polipéptidos pueden diferir en alguna via creada genéticamente del polipéptido
aislado de su fuente nativa, por ejemplo, variantes que difieren en actividad especifica, termostabilidad, pH 6ptimo, o similar.
La secuencia variante puede ser construida basandose en la secuencia de acidos nucleicos presentada como la parte
codificante del polipéptido de SEC ID n°: 40, SEC ID n° 42, o SEC ID n°: 44, por ejemplo, una subsecuencia de la misma,
y/o por introduccién de sustituciones de nucle6tidos que no dan lugar a otra secuencia de aminoacidos del polipéptido
codificada por la secuencia de acidos nucleicos, pero que corresponde al uso de codon del organismo huésped destinado
para la produccién de la enzima, o por introduccion de sustituciones de nucleétidos que puede dar lugar a una secuencia de
aminoacidos diferente. Para una descripcion general de sustitucion de nucleétidos, ver, por ejemplo, Ford et al., 1991,

Protein Expression and Purification 2: 95-107.

[0135] Sera aparente para los expertos en la técnica que tales sustituciones pueden ser hechas fuera de las regiones
criticas para la funcién de la molécula y todavia resultan en un polipéptido activo. Residuos de aminoacidos esenciales para
la actividad del polipéptido codificados por la secuencia de acidos nucleicos aislada de la invencién, y por lo tanto
preferiblemente no sujetos a sustitucion, se pueden identificar segun procedimientos conocidos en la técnica, tales como
mutagénesis dirigida o mutagénesis de barrido de alanina (véase, por ejemplo, Cunningham and Wells, 1989, Science 244:
1081-1085). En esta técnica, se introducen mutaciones en cada residuo cargado positivamente en la molécula, y las
moléculas mutantes resultantes se evallan para la actividad enzimatica para identificar residuos de aminoacidos que son
criticos para la actividad de la molécula. Sitios de interaccion de enzima-sustrato pueden también ser determinados por
analisis de la estructura tridimensional como se determina por técnicas tales como analisis de resonancia magnética
nuclear, cristalografia o marcado por fotoafinidad (véase, por ejemplo, de Vos et al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et
al., 1992, Journal of Molecular Biology 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992, FEBS Letters 309: 59-64).

[0136] Los polipéptidos codificados por las secuencias de acidos nucleicos aisladas de la presente invencion tienen al
menos 20%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente al menos 60%, incluso mas preferiblemente al menos
80%, incluso mas preferiblemente al menos 90%, y de la forma mas preferible al menos 100% de la actividad de UDP-
glucosa 6-deshidrogenasa del polipéptido de SEC ID n°: 41, la actividad de UDP-glucosa pirofosforilasa del polipéptido de
SEC ID n°: 43, o la actividad de UDP-N- acetilglucosamina pirofosforilasa del polipéptido de SEC ID n°: 45.

[0137] Las secuencias de &cidos nucleicos de la presente invencién se pueden obtener de microorganismos de cualquier
género. Para objetivos de la presente invencion, el término "obtenido de" como se utiliza en este caso en relacién con una
fuente dada debe significar que el polipéptido codificado por la secuencia de acidos nucleicos se produce por la fuente o por
una célula en la que la secuencia de acidos nucleicos de la fuente ha sido insertada. En una forma de realizacién preferida,
el polipéptido codificado por una secuencia de acidos nucleicos de la presente invencion es segregado extracelularmente.
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[0138] Las secuencias de acidos nucleicos se pueden obtener de una fuente bacteriana. Por ejemplo, estos polipéptidos se
pueden obtener de una bacteria gram positiva tal como una cepa de Bacillus, por ejemplo, Bacillus agaradherens, Bacillus
alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus
lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, o Bacillus
thuringiensis; o una cepa de Streptomyces, p. ej. Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o de una bacteria gram

negativa, p.ej., E. coli o Pseudomonas sp.

[0139] En una forma de realizacion preferida, las secuencias de acidos nucleicos se obtienen de una cepa de Streptococcus

o Pastuerella.

[0140] En una forma de realizacion mas preferida, las secuencias de acidos nucleicos se obtienen de una cepa de
Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, o Streptococcus equi subs. zooepidemicus, 0 una

cepa de Pasteurella multocida.

[0141] En una forma de realizacion mas preferida, las secuencias de acidos nucleicos se obtienen de Streptococcus
equisimilis, por ejemplo, la secuencia de acidos nucleicos expuesta en SEC ID n°: 40, SEC ID n° 42, o SEC ID n°: 44. En
otra forma de realizacion mas preferida, la secuencia de acidos nucleicos es la secuencia contenida en el plasmido
pMRT106 que esta contenido en Escherichia coli NRRL B-30536. En otra forma de realizacién mas preferida, la secuencia
de acidos nucleicos es SEC ID n°: 40, SEC ID n°: 42, 0 SEC ID n°: 44.

[0142] Cepas de estas especies son faciimente accesibles al publico en un nimero de colecciones de cultivo, tales como la
American Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM),
Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), y Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional
Research Center (NRRL).

[0143] Ademas, tales secuencias de acidos nucleicos se pueden identificar y obtener de otros microorganismos que incluyen
fuentes aisladas de la naturaleza (p. ej., tierra, abonos, agua, etc.) usando las sondas mencionadas arriba. Técnicas para
aislar microorganismos de habitats naturales se conocen en la técnica. La secuencia de acidos nucleicos puede luego ser
derivada seleccionando de forma similar ADN gendémico o genoteca de ADNc de otro microorganismo. Una vez una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido ha sido detectada con la(s) sonda(s), la secuencia puede ser
aislada o clonada utilizando técnicas conocidas por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989,

supra).

[0144] La presente invencién también se refiere a secuencias de acidos nucleicos mutantes que comprenden al menos una
mutacion en la secuencia codificante del polipéptido de SEC ID n°: 40, SEC ID n° 42, y SEC ID n° 44, en el que la
secuencia de acidos nucleicos mutante codifica un polipéptido que consiste en SEC ID n°: 42, SEC ID n°: 43, y SEC ID n°:

45, respectivamente.

[0145] Las técnicas usadas para aislar o clonar una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido se conocen
en la técnica e incluyen aislamiento de ADN gendmico, preparacion de ADNc, o una combinacién de los mismos. La
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clonacién de las secuencias de acidos nucleicos de la presente invencién de tal ADN gendémico puede ser efectuada, por
ejemplo, usando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) bien conocida o seleccion de anticuerpos de bibliotecas de
expresion para detectar fragmentos de ADN clonados con caracteristicas estructurales compartidas. Ver, por ejemplo, Innis
et al.,, 1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic Press, New York. Otros procedimientos de amplificacion
de acidos nucleicos tales como reaccidén en cadena de la ligasa (LCR), transcripcién activada ligada (LAT) y amplificacién
basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA) pueden ser utilizados. La secuencia de acidos nucleicos se puede
clonar de una cepa de Streptococcus, u otro o organismo relacionado y asi, por ejemplo, puede ser una variante alélica o

de especies de la region codificante del polipéptido de la secuencia de acidos nucleicos.

[0146] La presente invencién también se refiere a constructos de acidos nucleicos que comprenden una secuencia de
acidos nucleicos de la presente invencién operativamente enlazada a una o mas secuencias de control que dirigen la
expresion de la secuencia codificante en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las secuencias de

control.

[0147] La presente invencion también se refiere a vectores de expresion recombinantes que comprenden una secuencia de

acidos nucleicos de la presente invencion, un promotor, y sefiales de parada traduccional y transcripcional.

[0148] La presente invencion también se refiere a células huéspedes recombinantes, que comprenden una secuencia de

acidos nucleicos de la invencién, que es ventajosamente usada en la produccién recombinante de los polipéptidos.

[0149] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido con actividad UDP-N-
acetilglucosamina pirofosforilasa que comprende (a) cultivo de una célula huésped bajo condiciones adecuadas para la

produccién del polipéptido; y (b) recuperacion del polipéptido.

[0150] En los métodos de produccioén de la presente invencion, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado para
la produccion del polipéptido usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar por cultivo en
matraz de agitacion, y fermentacion a gran escala o pequefa escala (incluyendo fermentaciones continuas, discontinuas,
por lote alimentado, o de estado s6lido) en fermentadores de laboratorio o industriales realizados en un medio adecuado y
bajo condiciones que permiten al polipéptido ser expresado y/o aislado. El cultivo se desarrolla en un medio nutritivo
adecuado que comprende fuentes de nitrbgeno y carbono y sales inorganicas, usando procedimientos conocidos en la
técnica. Medios adecuados estan disponibles de proveedores comerciales o se pueden preparar segun composiciones
publicadas (p. ej., en catalogos de la American Type Culture Collection). Si el polipéptido se segrega en el medio nutritivo, el
polipéptido se puede recuperar directamente del medio. Si el polipéptido no es segregado, éste se puede recuperar de

lisatos celulares.

[0151] Los polipéptidos pueden ser detectados usando métodos conocidos en la técnica que son especificos para los
polipéptidos. Estos métodos de deteccion pueden incluir el uso de anticuerpos especificos, formacién de un producto
enzimatico, o desaparicién de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, un ensayo enzimatico se puede utilizar para determinar

la actividad del polipéptido como se describe en este caso.

[0152] El polipéptido resultante se puede recuperar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido puede
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ser recuperado del medio nutritivo por procedimientos convencionales que incluyen, pero no se limitan a, centrifugado,

filtracién, extraccion, secado por pulverizacion, evaporacion, o precipitacion.

[0153] Los polipéptidos se pueden purificar por una variedad de procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, pero
no se limitan a, cromatografia (p. ej., intercambio idnico, afinidad, hidrofébico, por cromatoenfoque, y por exclusion de
tamafio), procedimientos electroforéticos (p. €j., isoelectroenfoque preparatorio), solubilidad diferencial (p. ej., precipitacion
de sulfato aménico), SDS-PAGE, o extraccion (véase, por ejemplo, Protein Purification, J.-C. Janson y Lars Ryden, editors,
VCH Publishers, New York, 1989).

[0154] La presente invencién ademas se refiere a los polipéptidos aislados con actividad de UDP-glucosa 6-deshidrogenasa,
de UDP-glucosa pirofosforilasa, o de UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa codificada por las secuencias de acidos

nucleicos anteriormente descritas.

[0155] La presente invencién es posteriormente descrita por los siguientes ejemplos que no deberian ser interpretados como

limitacién del ambito de la invencion.

EJEMPLOS
Cebadores y Oligos
[0156] Todos los cebadores y oligos fueron comprados (MWG Biotech Inc., High Point, NC)

Ejemplo 1: Amplificacion por PCR y clonacion del gen hasA de Streptococcus equisimilis y genes tuaD, gtaB, y
gcaD de Bacillus subtilis

[0157] El gen de hialuronano sintasa de Streptococcus equisimilis (hasA, nimero de acceso AF023876, SEC ID NOs: 1
[secuencia de ADN]y 2 [secuencia de aminoacido deducida ]) fue amplificado por PCR de plasmido pKKseD (Weigel, 1997,
Journal of Biological Chemistry 272: 32539-32546) usando cebadores 1y 2:

Cebador 1:

5'-GAGCTCTATAAAAATGAGGAGGGAACCGAATGAGAACATTAAAAAACCT-3' (SEC ID n°: 3)

Cebador 2:

5'-GTTAACGAATTCAGCTATGTAGGTACCTTATAATAATTTTTTACGTGT-3' (SEC ID n°: 4)

[0158] Amplificaciones por PCR fueron realizadas por triplicado en reacciones de 50 yl compuestas por 1 ng de pKKseD
ADN, 0.4 pM cada uno de los cebadores 1 y 2, 200 yM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampé6n PCR Il
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) con 2.5 mM MgCly, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaqg Gold™ (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA). Las reacciones fueron realizadas en un termociclador RoboCycler 40 (Stratagene, Inc.,
La Jolla, CA) programado para 1 ciclo a 95°C durante 9 minutos; 3 ciclos cada a 95°C durante 1 minuto, 52°C durante 1
minuto, y 72°C durante 1 minuto; 27 ciclos cada a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; y
1 ciclo a 72°C durante 5 minutos. El producto de PCR fue visualizado usando un 0,8% de gel de agarosa con 44 mM Tris
Base, 44 mM acido borico, 0.5 mM tampon de EDTA (0.5X TBE). El fragmento previsto fue aproximadamente de 1200 par
de bases.

[0159] EI fragmento de PCR de 1200 bp fue clonado en pCR2.1 usando el kit de clonacién TA-TOPO (Stratagene, Inc., La
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Jolla, CA) y transformado en células competentes de OneShot™ de E. coli segun las instrucciones de los fabricantes
(Stratagene, Inc., La Jolla, CA). Transformantes fueron seleccionados a 37°C después de 16 horas de crecimiento en 2X
placas de agar con ftriptona - levadura (YT) suplementadas con 100 uyg de ampicilina por ml. ADN plasmido de estos
transformantes fue purificado usando un robot QIAGEN, (QIAGEN Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante y la
secuencia de ADN de los insertos confirmada por secuenciacion del ADN usando cebadores M13 (-20) directos y M13
inversos (Invitrogen, Inc, Carlsbad, CA) y los siguientes cebadores internos. El plasmido que contiene el fragmento de PCR
de 1200 bp fue designado pCR2.1-sehasA (Figura 3).

Cebador 3:

5'-GTTGACGATGGAAGTGCTGA-3' (SEC ID n°: 5)
Cebador 4:

5'-ATCCGTTACAGGTAATATCC-3' (SEC ID n°: 6)
Cebador 5:

5-TCCTTTTGTAGCCCTATGGA-3' (SEC ID n°: 7)
Cebador 6:

5'-TCAGCACTTCCATCGTCAAC-3' (SEC ID n°: 8)
Cebador 7:

5'-GGATATTACCTGTAACGGAT-3' (SEC ID n°: 9)
Cebador 8:

5'-TCCATAGGGCTACAAAAGGA-3' (SEC ID n°: 10)

[0160] EI gen de UDP-glucosa-6-deshidrogenasa de Bacillus subtilis (tuaD, nimero de acceso BG12691, SEC ID NOs: 11
[secuencia de ADN] y 12 [secuencia de aminoacido deducido ]) fue amplificado por PCR de Bacillus subtilis 168 (BGSC
1A1, Bacillus Genetic Stock Center, Columbus, OH) usando cebadores 9y 10:

Cebador 9:

5'-GGTACCGACACTGCGACCATTATAAA-3' (SEC ID n°: 13)

Cebador 10:

5'-GTTAACGAATTCCAGCTATGTATCTAGACAGCTTCAACCAAGTAACACT-3' (SEC ID n°: 14)

[0161] Amplificaciones de PCR fueron realizadas por triplicado en reacciones de 30 pl compuestas por 50 ng de ADN
cromosémico de Bacillus subtilis 168, 0.3 uM cada una de cebadores 9 y 10, 200 uM cada una de dATP, dCTP, dGTP, y
dTTP, 1X Tampoén PCR Il con 2.5 mM MgClz, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold™. Las reacciones fueron
realizadas en un RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 9 minutos; 5 ciclos cada uno a 95°C durante 1
minuto, 50°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1.5 minutos; 32 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 54°C durante 1
minuto, y 72°C durante 1.5 minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos. El producto PCR fue visualizado en un gel de

agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén TBE. El fragmento previsto fue de aproximadamente 1400 bp.

[0162] El fragmento de PCR de 1400 bp fue clonado en pCR2.1 usando el TA-TOPO Cloning Kit y transformado en células
competentes OneShot™ de E. coli segun las instrucciones del fabricante. ADN plasmido fue purificado usando un robot
QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y la secuencia de ADN de los insertos confirmada por secuenciacion del
ADN usando cebadores M13 (-20) directos y M13 inversos y los siguientes cebadores internos. El plasmido que contiene el
fragmento de PCR de 1400 bp fue designado pCR2.1-tuaD (Figura 4).
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Cebador 11:

5'-AGCATCTTAACGGCTACAAA-3' (SEC ID n°: 15)
Cebador 12:

5'-TGTGAGCGAGTCGGCGCAGA-3' (SEC ID n°: 16)
Cebador 13:

5'-GGGCGCCCATGTAAAAGCAT-3' (SEC ID n°: 17)
Cebador 14:

5'-TTTGTAGCCGTTAAGATGCT-3' (SEC ID n°: 18)
Cebador 15:

5-TCTGCGCCGACTCGCTCACA-3' (SEC ID n°: 19)
Cebador 16:

5-ATGCTTTTACATGGGCGCCC-3' (SEC ID n°: 20)

[0163] El gen de UTP-glucosa-1-fosfato uridiliitransferasa de Bacillus subtilis (gtaB, nimero de acceso BG10402, SEC ID
NOs: 21 [secuencia de ADN] y 22 [secuencia de aminoacidos deducida]) fue amplificado por PCR de Bacillus subtilis 168
usando los cebadores 17 y 18: Cebador 17: 5-TCTAGATTTTTCGATCATAAGGAAGGT-3' (SEC ID n°: 23)

Cebador 18:

5-GTTAACGAATTCCAGCTATGTAGGATCCAATGTCCAATAGCCTTTTTGT-3' (SEC ID n°: 24)

[0164] Amplificaciones de PCR fueron realizadas por triplicado en reacciones de 30 pl compuestas por 50 ng de ADN
cromosémico de Bacillus subtilis 168, 0.3 yM cada uno de los cebadores 17 y 18, 200 uM cada uno de dATP, dCTP, dGTP,
y dTTP, 1X Tampén PCR Il con 2.5 mM MgCly, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold™. Las reacciones fueron
realizadas en un RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 9 minutos; 5 ciclos cada uno a 95°C durante 1
minuto, 50°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1.5 minutos; 32 ciclos cada a 95°C durante 1 minuto, 54°C durante 1 minuto,
y 72°C durante 1.5 minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos. El producto PCR fue visualizado en un 0.8% agarosa-0.5X

gel TBE. El fragmento previsto fue de aproximadamente 900 bp.

[0165] El fragmento de PCR de 900 bp fue clonado en pCR2.1 usando el TA-TOPO Cloning Kit y transformado en células
competentes OneShot™ de E. coli segun las instrucciones del fabricante. ADN plasmido fue purificado usando un robot
QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y la secuencia de ADN de los insertos confirmada por secuenciacion del
ADN usando los cebadores M13 (-20) directo y M13 inverso y los siguientes cebadores internos. El plasmido que contiene el
fragmento de PCR de 900 bp fue designado pCR2.1-gtaB (Figura 5).

Cebador 19:

5'-AAAAAGGCTTCTAACCTGGC-3' (SEC ID n°: 25)

Cebador 20:

5'-AAACCGCCTAAAGGCACAGC-3' (SEC ID n°: 26)

Cebador 21:

5'-GCCAGGTTAGAAGCCTTTTT-3' (SEC ID n°: 27)

Cebador 22:

5-GCTGTGCCTTTAGGCGGTTT-3' (SEC ID n°: 28)
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[0166] EI gen de UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa de Bacillus subtilis (gcaD, numero de acceso BG10113, SEC ID
NOs: 29 [secuencia de ADN] y 30 [secuencia de aminoacidos deducida]) fue amplificado por PCR de Bacillus subtilis 168
usando los cebadores 23 y 24: Cebador 23: 5-GGATCCTTTCTATGGATAAAAGGGAT-3' (SEC ID n°: 31) cebador 24: 5'-
GTTAACAGGATTATTTTTTATGAATATTTTT-3' (SEC ID n°: 32)

[0167] Amplificaciones de PCR fueron realizadas por triplicado en reacciones de 30 pl compuestas por 50 ng de ADN
cromosoémico de Bacillus subtilis 168 0.3 uM cada uno de los cebadores 23 y 24, 200 yM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y
dTTP, 1X Tampén PCR Il con 2.5 mM MgCly, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTag Gold™. Las reacciones fueron
realizadas en un RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 9 minutos; 5 ciclos cada uno a 95°C durante 1
minuto, 50°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1.5 minutos; 32 ciclos cada a 95°C durante 1 minuto, 54°C durante 1 minuto,
y 72°C durante 1.5 minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos. El producto de PCR fue visualizado en un 0.8% de agarosa-

0.5X gel TBE . El fragmento previsto fue aproximadamente de 1500 bp.

[0168] EI fragmento de PCR de 1500 bp fue clonado en pCR2.1 usando el TA-TOPO Cloning Kit y transformado en células
competentes OneShot™ de E. coli segun las instrucciones del fabricante. ADN plasmido fue purificado usando un robot
QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y la secuencia de ADN de los insertos confirmada por secuenciacion del
ADN usando cebadores M13 (-20) directo y M13 inverso y los siguientes cebadores internos. El plasmido que contiene el
fragmento de PCR de 900 bp fue designado pCR2.1-gcaD (Figura 6).

Cebador 25:

5'-CAGAGACGATGGAACAGATG-3' (SEC ID n°: 33)
Cebador 26:

5'-GGAGTTAATGATAGAGTTGC-3' (SEC ID n°: 34)
Cebador 27:

5'-GAAGATCGGGAATTTTGTAG-3' (SEC ID n°: 35)
Cebador 28:

5'-CATCTGTTCCATCGTCTCTG-3' (SEC ID n°: 36)
Cebador 29:

5'-GCAACTCTATCATTAACTCC-3' (SEC ID n°: 37)
Cebador 30:

5'- CTACAAAATTCCCGATCTTC-3' (SEC ID n°: 38)

Ejemplo 2: Construccion del operéon hasA/tuaD/gtaB

[0169] Plasmidos pDG268 neo-crylllAstab/Sav (patente estadounidense n°. 5,955,310) y pCR2,1-tuaD (ejemplo 1, Figura 4)
fueron digeridos con Kpnl 'y Hpal. Las digestiones fueron redisueltas en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampon TBE
y el fragmento de vector mas grande (aproximadamente 7700 bp) de pDG268 neo-crylllAstab/Sav y el fragmento mas
pequefio tuaD (aproximadamente 1500 bp) de pCR2.1-tuaD fueron purificados de gel usando el DNA Extraction Kit QlAquick
segun las instrucciones del fabricante, (QIAGEN Valencia, CA). Los dos fragmentos purificados fueron unidos ente si con T4
ADN-ligasa segun las instrucciones del fabricante (Roche Applied Science; Indianapolis, IN) y la mezcla de ligacion fue
transformada en células competentes SURE de E. coli (Stratagene, Inc., la Jolla, CA). Transformantes fueron seleccionados

en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml.
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[0170] ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizado por digestién con Kpn mas Hpal en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén TBE. El plasmido
correcto fue identificado por la presencia de un fragmento Kpnl/Hpal tuaD de aproximadamente 1500 bp y fue designado
pHA1 (Figura 7).

[0171] Plasmidos pHA1 y pCR2.1-gtaB (ejemplo 1, Figura 5) fueron digeridos con Xbal y Hpal. Las digestiones fueron
redisueltas en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampoén TBE y el fragmento de vector mas grande de pHA1
(aproximadamente 9200 bp) y el fragmento gtaB mas pequefio (aproximadamente 900 bp) de pCR2.1-gtaB fueron
purificados de gel de un gel de agarosa al 0.8% -0.5X tamp6n TBE usando el QlAquick DNA Extraction Kit segun las
instrucciones del fabricante. Estos dos fragmentos purificados fueron unidos entre si con T4 ADN-ligasa y la mezcla de
ligacién fue usada para transformar células competentes SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X

placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml a 37°C.

[0172] Plasmidos fueron purificados de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizados por digestién de Xbal mas Hpal. Las digestiones fueron resueltas en un gel de agarosa al 0.8% -0.5X
tampén TBE. El plasmido correcto fue identificado por la presencia de un fragmento Xbal/Hpal gtaB de aproximadamente
900 bpy fue designado pHA2 (Figura 8).

[0173] Plasmidos pHA2 y pCR2.1-sehasA (Ejemplo 1, Figura 3) fueron digeridos con Sacl mas Kpnl. Las digestiones fueron
resueltas en un gel de agarosa al 0.8% -0.5X tampo6n TBE. El fragmento de vector mas grande (aproximadamente 10000
bp) de pHA2 y el fragmento de hasA mas pequefio (aproximadamente 1300 bp) de pCR2.1-sehasA fueron purificadas en gel
de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X tampdén TBE usando el QIAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del
fabricante. Los dos fragmentos purificados fueron unidos entre si con T4 DNA-ligasa y la mezcla de ligacion fue usada para
transformar células competentes SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT
suplementadas con 100 yg de ampicilina por ml a 37°C. Los plasmidos fueron purificados de diferentes transformantes
usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y analizados por digestion de Sacl mas Kpnl. Las
digestiones fueron resueltas en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X tampén TBE. El plasmido correcto fue identificado por la

presencia de un fragmento hasA de Sacl/Kpnl aproximadamente 1300 bp y fue designado pHA3 (Figura 9).

Ejemplo 3: Construccion del operon hasA/tuaD/gtaB/gcaD

[0174] Plasmidos pHA2 (ejemplo 2, Figura 8) y pCR2.1-gcaD (Ejemplo 1, Figura 6) fueron digeridos con BamHI y Hpal. Las
digestiones fueron resueltas en un gel de agarosa al 0,8% usando tampén 0,5X TBE vy el fragmento de vector mas grande
(aproximadamente 10,000 bp) de pHA2 y el fragmento de gcaD mas pequeiio (aproximadamente 1,400 bp) de pCR2,1-
gcaD fueron purificados de gel de un gel de agarosa al 0,8%-0,5X tampén TBE usando el QIAquick DNA Extraction Kit
segun las instrucciones del fabricante. Estos dos fragmentos purificados fueron unidos entre si con T4 DNA-ligasa y la
mezcla de ligacion fue usada para transformar células competentes SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados

en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml a 37°C.

[0175] Plasmidos fueron purificados de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del

fabricante y analizados por digestion Xbal mas Hpa. Las digestiones fueron resueltas en un gel de agarosa al 0.8% -0.5X

tampon TBE. El plasmido correcto fue identificado por la presencia de un fragmento gcaD BamHI/Hpal de aproximadamente
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1400 bp y fue designado pHA4 (Figura 10).

[0176] Plasmidos pHA4 y pCR2.1-sehasA (ejemplo 1, Figura 3) fueron digeridos con Sacl y Kpnl. Las digestiones fueron
redisueltas en un gel de agarosa al 0.8% -0.5X tampo6n TBE. El fragmento de vector mas grande (aproximadamente 11, 000
bp) de pHA4 y el fragmento de hasA mas pequefio (aproximadamente 1,300 bp) de pCR2,1-sehasA fueron purificados en
gel de un gel de agarosa al 0,8% -0,5X tampdén TBE usando el QlAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del
fabricante. Los dos fragmentos purificados fueron ligados juntos con T4 DNA-ligasa y la mezcla de ligacién fue usada para
transformar células competentes SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT
suplementadas con 100 pug de ampicilina por ml a 37°C. Los plasmidos fueron purificados de diferentes transformantes
usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y analizados por digestion Sacl mas Kpnl. Las digestiones
fueron redisueltas en un gel de agarosa al 0.8% -0.5X tampén TBE. El plasmido correcto fue identificado por la presencia de

un fragmento de hasA Sacl/Kpnl de aproximadamente 1, 300 bp y fue designado pHAS5 (Figura 11).

Ejemplo 4: Construccion del operén hasA/tuaD/gcaD

[0177] Plasmidos pHA1 (Ejemplo 2, Figura 7) y pCR2.1-gcaD (Ejemplo 1, Figura 6) fueron digeridos con BamHI y Hpal. Las
digestiones fueron redisueltas en un gel de agarosa al 0,8% usando 0,5X tampén TBE y el fragmento de vector mas grande
de pHA1 (aproximadamente 9,200 bp) y el fragmento de gcaD mas pequefio (aproximadamente 1400 bp) de pCR2.1-gcaD
fueron purificados en gel de un gel de agarosa al 0,8% -0,5X tampo6n TBE usando el QlAquick DNA Extraction Kit segun las
instrucciones del fabricante. Estos dos fragmentos purificados fueron unidos entre si con T4 ADN ligasa y la mezcla de
ligacién fue usada para transformar células competentes SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X

placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml a 37°C.

[0178] Los plasmidos fueron purificados de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizados por digestion BamHI mas Hpal. Las digestiones fueron redisueltas en un gel de agarosa al 0.8%-
0.5X tampon TBE. El plasmido correcto fue identificado por la presencia de un fragmento gtaB de BamHI/Hpal de

aproximadamente 1400 bp y fue designado pHAG (Figura 12).

[0179] Plasmidos pHAG6 y pCR2.1-sehasA (Ejemplo 1, Figura 3) fueron digeridos con Sacl méas Kpnl. Las digestiones fueron
redisueltas en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X tampo6n TBE. El fragmento de vector mas grande (aproximadamente 10,200
bp) de pHAB y el fragmento hasA mas pequefio (aproximadamente 1,300 bp) de pCR2,1-sehasA fueron purificados de gel
de un gel de agarosa de 0,8% -0,5X tampén TBE usando el QIAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del
fabricante. Los dos fragmentos purificados fueron unidos entre si con T4 ADN ligasa y la mezcla de ligacion fue usada para
transformar células competentes SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT
suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml. Los plasmidos fueron purificados de diferentes transformantes usando un
robot QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y analizados por digestién con Sac/ mas Kpnl. Las digestiones fueron
redisueltas en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X tampén TBE. El plasmido correcto fue identificado por la presencia de un

fragmento hasA de Sacl/Kpnl de aproximadamente 1300 bp y fue designado pHA7 (Figura 13).

Ejemplo 5: Construccién de Bacillus subtilis RB161
[0180] Plasmido pDG268MCSAneo/scBAN/Sav (patente estadounidense n°. 5,955,310) fue digerido con Sacl. El plasmido

digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente
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digerido con Notl. El fragmento de plasmido mayor de aproximadamente 6800 bp fue purificado de gel usando un QIAquick
DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X de TBE segun las instrucciones del fabricante, (QIAGEN

Valencia, CA). EI ADN del vector recuperado fue luego ligado con el inserto de ADN descrito abajo.

[0181] EI plasmido pHA3 (Ejemplo 2, Figura 9) fue digerido con Sacl. El plasmido digerido fue luego purificado como se ha
descrito anteriormente, y finalmente digerido con Notl. ElI fragmento de plasmido menor de aproximadamente 3800 bp fue
purificado en gel como se ha descrito anteriormente. El vector recuperado y el inserto de ADN fueron ligados usando el
"Rapid DNA Cloning Kit" (Roche Applied Science; Indianapolis, IN) segun las instrucciones del fabricante. Antes de la
transformacion en Bacillus subtilis, la ligacion anteriormente descrita fue linealizada usando Scal para asegurar la
integracion de doble reticulacion en el cromosoma mejor que la integracion de reticulacion Unica en el cromosoma. Células
competentes de Bacillus subtilis 168A4 fueron transformadas con los productos de ligacion digeridos con Scal. Bacillus
subtilis 168A4 se deriva de la cepa de tipo Bacillus subtilis 168 (BGSC 1A1, Bacillus Genetic Stock Center, Columbus, OH) y
tiene deleciones en los genes spollAC, aprE, nprE, y amyE. La delecion de estos cuatro genes fue realizada esencialmente

como se describe para Bacillus subtilis A164A5, que esta descrita en detalle en la patente estadounidense n°. 5,891,701.

[0182] Transformantes resistentes al cloranfenicol de Bacillus subtilis fueron seleccionados a 34°C después 16 horas de
crecimiento en placas con base de agar-sangre de triptosa (TBAB) suplementadas con 5 ug de cloranfenicol por ml. Para
visualizar la integracion del plasmido por doble reticulacién en el locus amyE, transformantes primarios de Bacillus subtilis
fueron parcheados en placas TBAB suplementadas con 6 ug de neomicina por ml y en placas TBAB suplementadas con 5
Mg de cloranfenicol por ml. La integracion del plasmido por doble reticulacion en el locus amyE no incorpora el gen de
resistencia a la neomicina y por lo tanto vuelve a la cepa sensible a la neomicina. Aislados fueron también parcheados sobre
placas minimas para visualizar si éstas estaban produciendo o no acido hialurénico. Los aislados que producian acido
hialurénico tienen un fenotipo "mojado" en placas minimas. Usando esta visualizacidon de placa, los transformantes
"mojados" sensibles a la neomicina y resistentes al cloranfenicol (debido a la produccién de é&cido hialurénico) fueron

aislados a 37°C.

[0183] ADN genoémico fue aislado los transformantes "mojados" de Bacillus subtilis 168A4 sensibles a la neomicina,
resistentes al cloranfenicol usando una columna QIAGEN tip-20, (QIAGEN Valencia, CA) segun las instrucciones del
fabricante. Amplificaciones de PCR fueron realizadas en estos transformantes usando los oligonucleétidos sintéticos mas
abajo, que se basan en las secuencias de genes hasA, tuaD, y gtaB, para confirmar la presencia e integridad de estos

genes en el operon de los transformantes de Bacillus subtilis.

[0184] Las reacciones de amplificacion (25 pl) fueron compuestas de aproximadamente 50 ng de ADN gendémico de los
transformantes de Bacillus subtilis 168A4, 0.5 uM de cada cebador, 200 uM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X
tampén PCR II, 3 mM de MgCly, y 0.625 unidades de ADN polimerasa AmpliTag Gold™. Las reacciones fueron incubadas
en un termociclador RoboCycler 40 programado para un ciclo a 95°C durante 9 minutos; 30 ciclos cada uno a 95°C durante

1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 2 minutos; y un ciclo final a 72°C durante 7 minutos.

[0185] Cebadores 3 y 8 fueron usados para confirmar la presencia del gen hasA, cebadores 3 y 16 para confirmar la
presencia del gen tuaD, y cebadores 3 y 22 para confirmar la presencia del gen gtaB. El integrante hasA/tuaD/gtaB de

Bacillus subtilis 168A4 fue designado Bacillus subtilis RB158.
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[0186] ADN genodmico fue aislado de Bacillus subtilis RB158 usando una columna QIAGEN tipo 20 segun las instrucciones
del fabricante, y fue usado para transformar Bacillus subtilis A164A5 competentes (eliminado en los genes spollAC, aprE,
nprE, amyE, y srfC; véase patente estadounidense n°. 5,891,701). Transformantes fueron seleccionados en placas de TBAB
suplementadas con 5 ug de cloranfenicol por ml a 37°C. Un integrante hasA/tuaD/gtaB de Bacillus subtilis A164A5 fue

identificado por su fenotipo "mojado" y designado Bacillus subtilis RB161.

Ejemplo 6: Construccién de Bacillus subtilis RB163

[0187] Plasmido pDG268MCSAneo/scBAN/Sav (patente estadounidense n°. 5,955,310) fue digerido con Sacl. El plasmido
digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente
digerido con Notl. El fragmento de plasmido mayor de aproximadamente 6,800 bp fue purificado de gel usando un QlAquick
DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0,8%-0,5X TBE de segun las instrucciones del fabricante. El ADN del vector

recuperado fue luego ligado con el inserto de ADN descrito abajo.

[0188] El plasmido pHA7 (Ejemplo 4, Figura 13) fue digerido con Sacl. El plasmido digerido fue luego purificado como se ha
descrito anteriormente, y finalmente digerido con Notl. El fragmento de plasmido mas pequefio de aproximadamente 4,300
bp fue purificado en gel como se ha descrito anteriormente. El vector recuperado y el inserto de ADN fueron ligados usando
el "Rapid DNA Cloning Kit" segun las instrucciones del fabricante. Antes de la transformacion en Bacillus subtilis, la ligacion
anteriormente descrita fue linealizada usando Scal para asegurar la integracion de doble reticulacién en el cromosoma mejor
que la integracién de reticulacion unica en el cromosoma. Células competentes de Bacillus subtilis 168A4 fueron

transformadas con la ligacién digerida con la enzima de restriccion Scal.

[0189] Transformantes resistentes al cloranfenicol de Bacillus subtilis fueron seleccionados en placas TBAB suplementadas
con 5 pg de cloranfenicol por ml a 37°C. Para visualizar la integracion del plasmido por doble reticulacion en el locus amyE,
los transformantes primarios de Bacillus subtilis fueron parcheados en placas TBAB suplementadas con 6 yg de neomicina
por mly en placas TBAB suplementadas con 5 ug de cloranfenicol por ml para aislar transformantes "mojados" resistentes

al cloranfenicol y sensibles a la neomicina (debido a la producciéon de acido hialurdnico).

[0190] ADN gendmico fue aislado de los transformantes "mojados", resistentes al cloranfenicol, y sensibles a la neomicina
de Bacillus subtilis 168A4 usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante. Amplificaciones de
PCR fueron realizadas en estos transformantes usando cebadores 3, 8, 16, 22 y cebador 30 (ejemplo 1) para confirmar la
presencia e integridad de estos genes en el operon de los transformantes de Bacillus subtilis. Las reacciones de
amplificacién (25 pl) fueron compuestas de aproximadamente 50 ng de ADN gendmico de los transformantes de Bacillus
subtilis 168A4, 0.5 uM de cada cebador, 200 yM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampon PCR, 3 mM MgCly, y
0.625 unidades de ADN polimerasa AmpliTag Gold™. Las reacciones fueron incubadas en un termociclador RoboCycler 40
programado para un ciclo a 95°C durante 9 minutos; 30 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y

72°C durante 2 minutos; y un ciclo final a 72°C durante 7 minutos.

[0191] Cebadores 3 y 8 fueron usados para confirmar la presencia del gen hasA, cebadores 3 y 16 para confirmar la
presencia del gen tuaD, cebadores 3 y 22 para confirmar la presencia del gen gtaB, y cebadores 3 y 30 para confirmar la
presencia del gen gcaD. El integrante hasA/tuaD/gcaD de Bacillus subtilis 168A4 fue designado Bacillus subtilis RB160.
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[0192] ADN gendmico fue aislado de Bacillus subtilis RB160 usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones
del fabricante, y fue usado para transformar Bacillus subtilis A164A5 competentes. Transformantes fueron seleccionados en
placas TBAB conteniendo 5 ug de cloranfenicol por ml, y crecidos a 37°C durante 16 horas. El integrante hasA/tuaD/gcaD

de Bacillus subtilis A164A5 fue identificado por su fenotipo "mojado" y designado Bacillus subtilis RB163.

Ejemplo 7: Construccion de Bacillus subtilis TH-1

[0193] El operdn de hialuronano sintasa (has) se obtuvo de Streptococcus equisimilis usando el siguiente procedimiento. El
operon has esta compuesto de los genes hasA, hasB, hasC, y hasD. Aproximadamente 20 ug de Streptococcus equisimilis
D181 (Kumari y Weigel, 1997, Journal of Biological Chemistry 272: 32539-32546) ADN cromosémico fue digerido con Hindlll
y redisuelto en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE. ADN en el intervalo de 3-6 kb fue cortado del gel y purificado usando
el "QlAquick DNA Gel Extraction Kit " segun las instrucciones del fabricante. El inserto de ADN recuperado fue luego unido

con el vector de ADN descrito abajo.

[0194] EI plasmido pUC18 (2 pg) fue digerido con Hindlll y las extremidades salientes 5' fueron desfosforiladas con fosfatasa
alcalina de gamba segun las instrucciones del fabricante (Roche Applied Science; Indianapolis, IN). El vector desfosforilado
e inserto de ADN fueron ligados usando el "Rapid DNA Cloning Kit" segln las instrucciones del fabricante. La union fue
usada para transformar células competentes Gold Kan de E. coli XL1 O (Stratagene, Inc., la Jolla, CA). Células fueron
colocadas en placas de caldo Luria (100 pg/ml ampicilina) e incubadas durante toda la noche a 37°C. Cinco placas
conteniendo aproximadamente 500 colonias/placa fueron evaluadas con oligo 952-55-1, mostrado mas abajo, que es una
secuencia de 54 bp idéntica a la cadena transcrita cerca del extremo 3' del gen hasA de Streptococcus equisimilis D181
(nucleotidos 1098-1151 con respecto a un residuo del codén de inicio de la traduccion ATG).

Cebador 31:

5-GTGTCGGAACATTCATTACATGCTTAAGCACCCGCTGTCCTTCTTGTTATCTCC-3' (SEC ID n°: 39)

[0195] La sonda de oligonucleétidos fue marcada con DIG usando el kit de marcado del extremo 3' del oligonucleétido DIG
segun las instrucciones del fabricante (Roche Applied Science; Indianapolis, IN). La hibridacion de colonias y deteccion
quimioluminiscente fueron realizadas como se describe en "THE DIG SYSTEM USER'S GUIDE FOR FILTER
HYBRIDIZATION", Boehringer Mannheim GmbH.

[0196] Siete colonias fueron identificadas que se hibridaron a la sonda. ADN plasmido de uno de estos transformantes fue
purificado usando un robot QIAGEN, (QIAGEN Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante, digerido con Hindlll, y
redisuelto en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén de TBE. El inserto de ADN fue mostrado para ser

aproximadamente 5 kb en tamafio. Este plasmido fue designado pMRT106 (Figura 14).

[0197] La secuencia de ADN del fragmento clonado fue determinada usando el EZ:TN™ <TET-1> Insertion Kit segun las

instrucciones del fabricante (Epicenter Technologies, Madison, WI). La secuenciacion revelé que el inserto de ADN clonado

contenia los Ultimos 1156 bp del gen hasA de Streptococcus equisimilis seguido de otros tres genes designados hasB,

hasC, y hasD; supuestamente los cuatro genes estan contenidos dentro de un Unico operdn y son por lo tanto cotranscritos.

El gen hasB de Streptococcus equisimilis estd contenido en los nucleétidos 1411-2613 (SEC ID NOs: 40 [secuencia de

ADN] Y 41 [secuencia de aminoacidos deducida]) del fragmento, y gen hasC de Streptococcus equisimilis en nucleétidos
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2666-3565 (SEC ID Nos: 42 [secuencia de ADN] y 43 [secuencia de aminoacidos deducida ]) del fragmento, y gen hasD de
Streptococcus equisimilis en los nucleétidos 3735-5114 (SEC ID NOs: 44 [secuencia de ADN] y 45 [secuencia de

aminoacidos deducida ]) del fragmento.

[0198] Los polipéptidos codificados por los genes hasB 'y hasC de Streptococcus equisimilis muestran cierta homologia a
aquellos codificados por los genes hasB y hasC, respectivamente, de la secuencia del operon has de Streptococcus
pyogenes (Ferretti et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. E.E.U.U.. 98 (8), 4658-4663). El grado de identidad fue determinado
por el método Clustal (Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) usando el software Vector NTI AlignX (Informax Inc., Bethesda,
MD) con los siguientes valores predeterminados: alineacién de parejas, penalizacién de abertura de espacio de 10,

penalizacién de extensiéon de espacio de 0.1, y matriz de puntuacion: blosum62mt2.

[0199] Comparaciones de secuencias de aminoacidos mostraron que la proteina HasB de Streptococcus equisimilis tiene
una identidad del 70% a la proteina HasB de Streptococcus uberis (SEC ID n°: 105); la proteina HasC de Streptococcus
equisimilis tiene una identidad del 91% a la proteina HasC de Streptococcus pyogenes (SEC ID n°: 99); y la proteina HasD
de Streptococcus equisimilis tiene una identidad del 73% a la proteina GImU (una UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa
putativa) de Streptococcus pyogenes (acceso # Q8P286). El gen HasD de Streptococcus equisimilis codifica un polipéptido
que muestra un 50.7% de identidad a la enzima de UDP-N-acetil-glucosamina pirofosforilasa codificada por el gen gcaD de

Bacillus subtilis.

[0200] EI plasmido pHA5 (ejemplo 3, Figura 11) fue digerido con Hpal y BamHI. La digestién fue redisuelta en un gel de
agarosa al 0,8% usando 0,5X tampén TBE y el fragmento de vector mas grande (aproximadamente 11,000 bp) fue
purificado del gel usando el QlAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del fabricante. El plasmido pMRT106 fue
digerido con Hindlll, las extremidades pegajosas fueron rellenadas con fragmento Klenow, y el ADN fue digerido con BamHI.
La digestion fue redisuelta en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampoén TBE y el fragmento de inserto mas pequefio
(aproximadamente 1000 bp, los ultimos 2/3 del gen hasD de Streptococcus equisimilis) fue purificado del gel usando el

QIlAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del fabricante.

[0201] Los dos fragmentos purificados fueron unidos entre si con T4 ADN ligasa y la mezcla de ligacion fue transformada en
células competentes SURE de E. coli. Los transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas
con 100 ug de ampicilina por ml a 37°C.

[0202] ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizado por digestién con BamHI mas Notl en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén de TBE. El
plasmido correcto fue identificado por la presencia de un fragmento de hasD BamHI/Notl de aproximadamente 1.100 bp y
fue designado pHAS8 (Figura 15). Este plasmido fue digerido con Hindlll y ligado con T4 ADN ligasa y la mezcla de ligacion
fue transformada en células competentes SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT
suplementadas con 100 pg de ampicilina por ml. ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot
QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y analizado por digestién con Hindlll en un gel de agarosa al 0.8% usando
0.5X tampo6n TBE. El plasmido correcto fue identificado por la presencia de una Unica banda de aproximadamente 9,700 bp

y fue designado pHA9 (Figura 16).
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[0203] EI plasmido pHA9 fue digerido con Sacl y Notl. La digestion fue resuelta en un gel de agarosa al 0,8% usando 0,5X
tampoén TBE y el fragmento méas pequefio de aproximadamente 2.500 bp fue purificado en gel usando el QlAquick DNA
Extraction Kit segun las instrucciones del fabricante. El plasmido pDG268MCSAneo/scBAN/Sav (patente estadounidense n°.
5,955,310) fue digerido con Sacly Notl. La digestion fue redisuelta en un gel de agarosa al 0,8% usando 0,5X tampon TBE
y el fragmento de vector mayor de aproximadamente 6,800 bp fue purificado del gel usando el QlAquick DNA Extraction Kit
segun las instrucciones del fabricante. Los dos fragmentos purificados fueron ligados con T4 ADN ligasa y la mezcla de
ligacion fue transformada en células competentes SURE de E. coli (Stratagene, Inc., la Jolla, CA). Transformantes fueron

seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml.

[0204] ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizado por digestién Sall mas Hindlll en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén TBE. El plasmido
correcto fue identificado por la presencia de un fragmento Sall/Hindlll de aproximadamente 1600 bp y fue designado pHA10
(Figura 17).

[0205] EL Plasmido pHA10 fue digerido con Hindlll y BamHI. La digestiéon fue redisuelta en un gel de agarosa al 0.8%
usando 0.5X tampén TBE vy el fragmento de vector MAYOR (aproximadamente 8100 bp) fue purificado del gel usando el
QlAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del fabricante. El plasmido pMRT106 fue digerido con Hindlll y BamHI.
La digestion fue redisuelta en un gel de agarosa al 0,8% usando 0,5X tampon TBE y el fragmento de inserto mayor de
aproximadamente 4,100 bp fue purificado en gel usando el QlAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del
fabricante. Los dos fragmentos purificados fueron unidos con T4 ADN ligasa y la mezcla de ligacion fue usada para
transformar Bacillus subtilis 168A4. Transformantes fueron seleccionados en placas de agar TBAB suplementadas con 5 ug
de cloranfenicol por ml a 37°C. Aproximadamente 100 transformantes fueron parcheados sobre TBAB suplementado con
cloranfenicol (5 ug/ml) y TBAB suplementado con neomicina (10 ug/ml) para puntuar las colonias resistentes al cloranfenicol
sensibles a la neomicina; este fenotipo es indicativo de una doble reticulacién en el locus amyE. Unas pocas de tales
colonias fueron identificadas, todas ellas expusieron un fenotipo "mojado" indicando que acido hialurénico estaba siendo
producido. Una colonia fue elegida y designada Bacillus subtilis 16BA4::scBAN/se hasA/hasB/hasC/hasD.

[0206] ADN gendmico fue aislado de Bacillus subtilis 168A4:acBAN/se hasA/hasB/hasC/hasD usando una columna QIAGEN
tip-20 segln las instrucciones del fabricante, y usado para transformar Bacillus subtilis A164A5 competentes.
Transformantes fueron seleccionados en placas de TBAB conteniendo 5 ug de cloranfenicol por ml, y crecidos a 37°C
durante 16 horas. El integrante hasA/hasB/hasC/hasD de Bacillus subtilis A164A5 fue identificado por su fenotipo "mojado”

y designado Bacillus subtilis TH-1.

Ejemplo 8: Construccién de Bacillus subtilis RB184

[0207] El gen hasA de Streptococcus equisimilis (ejemplo 1) y el gen tuaD (un homoélogo de hasB de Bacillus subtilis)
(Ejemplo 1) fueron clonados para estar bajo el control de un promotor corto de "consenso" de amyQ (scBAN) (patente
estadounidense n°. 5,955,310).

[0208] Plasmido pDG268MCSAneo/scBAN/Sav (patente estadounidense n°. 5,955,310) fue digerido con Sacl. El plasmido
digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente

digerido con Notl. El fragmento del plasmido mayor de aproximadamente 6,800 bp fue purificado de gel a partir de un gel de
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agarosa al 0,8% -0,5X TBE usando un QIAquick DNA Purification Kit seguin las instrucciones del fabricante. EI ADN del

vector recuperado fue luego unido con el inserto de ADN descrito abajo.

[0209] EI plasmido pHA5 (ejemplo 3, Figura 11) fue digerido con Hpal. El plasmido digerido fue luego purificado como se ha
descrito anteriormente, y finalmente digerido con Xbal. El plasmido digerido doble fue luego embotado por inactivacién
primero de Xbal a 85°C durante 30 minutos. Embotamiento fue realizado afiadiendo 0.5 ul de 10 mM cada dNTPs, 1 pl de 1
U/ul T4 ADN polimerasa (Roche Applied Science; Indianapolis, IN) e incubando a 11°C durante 10 minutos. Finalmente la
polimerasa fue inactivada incubando la reaccion a 75°C durante 10 minutos. El fragmento de plasmido mayor de
aproximadamente 11,000 bp fue luego purificado del gel como se ha descrito anteriormente y religado usando el "Rapid
DNA Cloning Kit" segun las instrucciones del fabricante. La mezcla de ligacion fue transformada en células competentes
SURE de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 pug de ampicilina
por ml a 37°C. ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones
del fabricante y analizado por digestion con Scal en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampo6n TBE. El plasmido

correcto fue identificado por la presencia de un fragmento de aproximadamente 11 kb y fue designado pRB157 (Figura 18).

[0210] pRB157 fue digerido con Sacl. El plasmido digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA Purification Kit
segun las instrucciones del fabricante, y finalmente digerido con Notl. El fragmento de plasmido menor de aproximadamente
2,632 bp fue purificado de gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit a partir de un gel de agarosa al 0,8%-0,5X gel
TBE segun las instrucciones del fabricante. El inserto de ADN recuperado fue luego ligado con el ADN del vector

anteriormente descrito.

[0211] Antes de la transformacion en Bacillus subtilis, 1a ligacion anteriormente descrita fue linealizada usando Scal para
asegurar integraciéon de doble reticulacién en el cromosoma mejor que la integracion de reticulacion Unica en el cromosoma.
Células competentes de Bacillus subtilis 168A4 fueron transformadas con la ligaciéon digerida con la enzima de restriccion
Scal.

[0212] Transformantes resistentes al cloranfenicol de Bacillus subtilis fueron seleccionados en placas TBAB suplementadas
con 5 pyg de cloranfenicol por ml. Para visualizar la integracién del plasmido por doble reticulacién en el locus amyE,
transformantes primarios de Bacillus subtilis fueron parcheados en placas TBAB suplementadas con 6 ug de neomicina por
ml y en placas TBAB suplementadas con 5 ug de cloranfenicol por ml para aislar transformantes sensibles a la neomicina y

resistentes al cloranfenicol "mojado" (debido a la produccién de acido hialurdnico).

[0213] ADN gendmico fue aislado de los transformantes "mojados", resistentes al cloranfenicol, y sensibles a la neomicina
de Bacillus subtilis 168A4 usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante. Amplificaciones de
PCR fueron realizadas en estos transformantes usando cebadores 3, 8, y 16 (Ejemplo 1) para confirmar la presencia e
integridad de hasA y tuaD en el operdn de los transformantes de Bacillus subtilis. Las reacciones de amplificacion (25 ul)
fueron compuestas de aproximadamente 50 ng de ADN gendémico de los transformantes de Bacillus subtilis 168A4 , 0.5 uM
de cada cebador, 200 uM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampdén PCR, 3 mM MgCl,, y 0.625 unidades de
ADN polimerasa AmpliTaq Gold™. Las reacciones fueron incubadas en un termociclador RoboCycler 40 programado para
un ciclo a 95°C durante 9 minutos; 30 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 2
minutos; y un ciclo final a 72°C durante 7 minutos.
41



10

15

20

25

30

35

40

ES 2362354 T3

[0214] Cebadores 3 y 8 fueron usados para confirmar la presencia del gen hasA y cebadores 3 y 16 para confirmar la

presencia del gen tuaD. Un integrante hasA/tuaD de Bacillus subtilis 168A4 fue designado Bacillus subtilis RB183.

[0215] ADN gendémico de Bacillus subtilis RB183 fue también usado para transformar Bacillus subtilis A164A5 competentes.
Transformantes fueron seleccionados en placas TBAB conteniendo 5 ug de cloranfenicol por ml, y crecidos a 37°C durante
16 horas. El integrante hasA/tuaD de Bacillus subtilis A164A5 fue identificado por su fenotipo "mojado” y designado Bacillus
subtilis RB184.

Ejemplo 9: Construccién de Bacillus subtilis RB187

[0216] Bacillus subtilis RB161 fue hecho competente y transformado con el plasmido pRB115 de delecion cat (Widnen et al.,
2000, Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 25: 204-212). La seleccion para la integracion directa en el
cromosoma fue realizada a la temperatura no permisiva de 45°C usando la seleccion de eritromicina (5 pg/ml). A esta
temperatura, el origen pE194 de replicacién esta inactivo. Las células son capaces de mantener resistencia a la eritromicina
sblo por integracion del plasmido en el gen cat en el cromosoma bacteriano. Los denominados "integrantes" fueron
mantenidos a 45°C para asegurar el crecimiento a esta temperatura con seleccion. Para permitir la pérdida o "deformacion
del bucle" del plasmido, que resultara en la delecion de la mayor parte del gen cat del cromosoma, los integrantes fueron
crecidos en un medio Luria-Bertani (LB) sin seleccién a la temperatura permisiva de 34°C para muchas generaciones. A
esta temperatura el origen pE194 de replicacién esta activo y promueve la escision del plasmido del genoma (Molecular
Biological Methods for Bacillus, edited by C.R. Harwood and S.M. Cutting, 1990, John Wiley and Sons Ltd.).

[0217] Las células fueron luego colocadas en placas de LB agar no selectivas y colonias que contenian deleciones en el gen
cat y pérdida del replicon basado en pE194 fueron identificadas por el siguiente criterio: (1) sensibilidad al cloranfenicol
indicé la presencia de la delecion de cat; (2) sensibilidad de eritromicina indicé la ausencia del gen de resistencia a la
eritromicina codificado por el vector pRB115 y (3) PCR confirm6 la presencia de la delecion de cat en la cepa de interés.
PCR fue realizada para confirmar la delecién del gen cat en el locus amyE usando cebadores 32 y 33:

Cebador 32: 5'-GCGGCCGCGGTACCTGTGTTACACCTGTT-3' (SEC ID n°: 46)

Cebador 33: 5'-GTCAAGCTTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGG-3' (SEC ID n°: 47)

[0218] ADN cromosémico de delecionantes potenciales fue aislado usando los REDextract-N-Amp™ Plant PCR kits (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO) de la siguiente manera: colonias de Bacillus Unicas fueron inoculadas en 100 pl de
solucion de extraccion (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO), incubadas a 95°C durante 10 minutos, y luego diluidas
con un volumen igual de solucion de dilucién (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). PCR fue realizada usando 4 pl de
ADN extraido conjuntamente con la REDextract-N-Amp PCR Reaction Mix y los cebadores deseados segun las
instrucciones del fabricante, con las condiciones del ciclo de PCR descritas en el Ejemplo 5. Los productos de reaccion de la
PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE. La cepa verificada fue denominada Bacillus subtilis
RB187.

Ejemplo 10: Construccion de Bacillus subtilis RB192

[0219] Bacillus subtilis RB184 fue desmarcada por delecién del gen de resistencia al cloranfenicol (gen cat). Esto fue

realizado usando el método descrito previamente en el Ejemplo 9. La cepa resultante fue designada Bacillus subtilis RB192.
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Ejemplo 11: Construccion de Bacillus subtilis RB194
[0220] Bacillus subtilis RB194 fue construida por delecién de la regién cypX del cromosoma de Bacillus subtilis RB187
(ejemplo 9). La region cypX incluye el gen cypX que codifica una enzima tipo citocromo P450 implicada en la sintesis de un

pigmento rojo durante la fermentacion. Para eliminar esta region del plasmido de cromosoma, pMRT086 fue construido.

[0221] La regién del cromosoma que alberga los operones cypX-yvmC y yvmB-yvmA fue amplificada por PCR de Bacillus
subtilis BRG-1 como un Unico fragmento usando los cebadores 34 y 35. Bacillus subtilis BRG1 es esencialmente un aislado
quimicamente mutagenizado de una cepa de produccién de amilasa de Bacillus subtilis que se basa en el contexto genético
de Bacillus subtilis A164A5 que fue descrito en el Ejemplo 5. La secuencia de esta regién es idéntica a la secuencia
publicada para la cepa de tipo de Bacillus subtilis 168.

Cebador 34: 5-CATGGGAGAGACCTTTGG-3' (SEC ID n°: 48)

Cebador 35: 5-GTCGGTCTTCCATTTGC-3' (SEC ID n°: 49)

[0222] Las reacciones de amplificacién (50 pl) fueron compuestas de 200 ng de ADN cromosdmico de Bacillus subtilis BRG-
1, 0.4 uM cada uno de los cebadores 34 y 35, 200 uM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X tampon de alta fidelidad
Expand™ (Roche Applied Science; Indianapolis IN) con 1.5 mM MgCl,, y 2.6 unidades de mezcla enzimatica del sistema
PCR de alta fidelidad Expand™ (Roche Applied Science; Indianapolis, IN). ADN cromosomico de Bacillus subtilis BRG-1 se
obtuvo usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante. Reacciones de amplificacion fueron
realizadas en un termociclador RoboCycler 40 (Stratagene, Inc, la Jolla, CA) programado durante 1 ciclo a 95°C durante 3
minutos; 10 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 58°C durante 1 minuto, y 68°C durante 4 minutos; 20 ciclos cada uno
a 95°C durante 1 minuto, 58°C durante 1 minuto, 68°C durante 4 minutos mas 20 segundos por ciclo, seguidos de 1 ciclo a
72°C durante 7 minutos. Productos reactivos fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa usando un gel de

agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén TBE.

[0223] EI fragmento resultante que comprende los operones cypX-yvmC y yvmB-yvmA fue clonado en pCR2.1 usando el
equipo de clonacion TA-TOPO vy transformado en células OneShot™ de E. coli segun las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 ug
de ampicilina por ml. ADN plasmido de diferentes transformantes fue aislado usando columnas QIAGEN tip-20 segun las
instrucciones del fabricante y verificado por secuenciacién del ADN con M13 (-20) directo, M13 inverso y cebadores 36 a 51
mostrados mas abajo. El plasmido resultante fue designado pMRTO084 (Figura 19).
Cebador 36: 5-CGACCACTGTATCTTGG-3' (SEC ID n°: 50)
Cebador 37: 5'-GAGATGCCAAACAGTGGS3' (SEC ID n°: 51)
Cebador 38: 5'-CATGTCCATCGTGACG-3' (SEC ID n°: 52)
Cebador 39: 5'-CAGGAGCATTTGATACG-3' (SEC ID n°: 53)
Cebador 40: 5-CCTTCAGATGTGATCC-3' (SEC ID n°: 54)
Cebador 41: 5-GTGTTGACGTCAACTGC-3' (SEC ID n°: 55)
Cebador 42: 5'-GTTCAGCCTTTCCTCTCG-3' (SEC ID n°: 56)
Cebador 43: 5-GCTACCTTCTTTCTTAGG-3' (SEC ID n°: 57)
Cebador 44: 5'-CGTCAATATGATCTGTGC-3' (SEC ID n°: 58)
Cebador 45: 5'-GGAAAGAAGGTCTGTGC-3' (SEC ID n°: 59)
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Cebador 46: 5'-CAGCTATCAGCTGACAG-3' (SEC ID n°: 60)
Cebador 47: 5'-GCTCAGCTATGACATATTCC-3' (SEC ID n°: 61)
Cebador 48: 5'-GATCGTCTTGATTACCG-3' (SEC ID n°: 62)
Cebador 49: 5-AGCTTTATCGGTGACG-3' (SEC ID n°: 63)
Cebador 50: 5'-TGAGCACGATTGCAGG-3' (SEC ID n°: 64)
Cebador 51: 5'-CATTGCGGAGACATTGC-3' (SEC ID n°: 65)

[0224] EI plasmido pMRT084 fue digerido con Bsgl para eliminar la mayor parte de los operones cypX-yvmC y yvmB-yvmA,
dejando aproximadamente 500 bases en cada extremo. El ADN digerido con Bsgl fue tratado con T4 ADN polimerasa. El
plasmido pECC1 (Youngman et al., 1984, Plasmid 12: 1-9) fue digerido con Smal. Un fragmento de aproximadamente 5.100
bp de pMRT084 y un fragmento de aproximadamente 1.600 bp de pECC1 fueron aislados de un gel de agarosa al 0,8%-
0,5X gel TBE usando el QlAquick DNA Extraction Kit segun las instrucciones del fabricante, unidos entre si, y transformados
en células XL1 Blue de E. coli segun las instrucciones del fabricante (Stratagene, Inc., la Jolla, CA). Transformantes fueron
seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 pg de ampicilina por ml. Transformantes que llevan el
plasmido correcto con la mayor parte de los operones cypX-yvmC y yvmB-yvmA eliminados fueron identificados por
amplificaciéon por PCR usando los cebadores 52 y 53. La amplificacion por PCR fue conducida en reacciones de 50 ul
compuestas por 1 ng de ADN plasmido, 0.4 uM de cada cebador, 200 yM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X
Tampon PCR 1l con 2.5 mM MgCly, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTag Gold™. Las reacciones fueron realizadas
en un termociclador RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos; 25 ciclos cada a 95°C durante 1
minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos. El producto de la PCR fue
visualizado usando un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE. Este constructo fue designado pMRT086 (Figura 20).

Cebador 52: 5'-TAGACAATTGGAAGAGAAAAGAGATA-3' (SEC ID n°: 66)

Cebador 53: 5-CCGTCGCTATTGTAACCAGT-3' (SEC ID n°: 67)

[0225] EI plasmido pMRTO086 fue linealizado con Scal y transformado en células competentes de Bacillus subtilis RB128 en
presencia de 0.2 ug de cloranfenicol por ml. Los transformantes fueron seleccionados en placas TBAB conteniendo 5 ug de
cloranfenicol por ml tras la incubacién a 37°C durante 16 horas. ADN cromosémico fue obtenido a partir de diferentes
transformantes usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante. Colonias resistentes al
cloranfenicol fueron seleccionadas por PCR para delecién de los operones cypX-yvmC y yvmB-yvmA via PCR usando los
cebadores 36 y 52, 36 y 53, 37 y 52, y 37 y 53. La amplificacion de PCR fue conducida en reacciones de 50 yl compuestas
por 50 ng de ADN cromosoémico, 0.4 uM de cada cebador, 200 uM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampén
PCR Il con 2.5 mM MgCly, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTag Gold™. Las reacciones fueron realizadas en un
termociclador RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos; 25 ciclos cada uno a 95°C durante 1
minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos. Los productos de la PCR
fueron visualizados usando un gel de agarosa al 0.8%-0.5X gel TBE. La cepa eliminada cypX-yvmC y yvmB-yvmA de

Bacillus subtilis RB128 resultante fue designada Bacillus subtilis MaTa17.

[0226] Células competentes de Bacillus subtilis RB187 (Ejemplo 9) fueron transformadas con ADN gendémico de Bacillus

subtilis MaTa17. ADN gendmico se obtuvo de esta cepa usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del

fabricante. Transformantes resistentes al cloranfenicol de Bacillus subtilis fueron seleccionados en placas TBAB

suplementadas con 5 ug de cloranfenicol por ml a 37°C. Transformantes primarios fueron estriados para aislamientos de
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colonias individuales en placas TBAB conteniendo 5 pug de cloranfenicol por ml a 37°C. La cepa cypX-yvmCy yvmB-yvmA
resultante eliminada fue designada Bacillus subtilis RB194.

Ejemplo 12: Construccion de Bacillus subtilis RB197
[0227] Bacillus subtilis RB197 es muy similar a Bacillus subtilis RB194, la unica diferencia siendo que RB197 contiene una
delecién mas pequefia en la regién cypX: s6lo una parte del gen cypX se elimina en esta cepa para generar un fenotipo de

cypX menos. Para realizar esta tarea un plasmido, pMRT122, fue construido como se describe abajo.

[0228] Plasmido pCJ791 (Figura 21) fue construido por digestién de plasmido pSJ2739 (WO 96/23073) con EcoRI/Hindlll y
ligacién a un fragmento con una forma eliminada del gen wprA (serina proteasa de pared celular) de Bacillus subtilis. La
region 5' de wprA fue amplificada usando cebadores 54 y 55 véase mas abajo, y la regién 3' fue amplificada usando los
cebadores 56 y 57 mostrados abajo de ADN cromosémico obtenido de Bacillus subtilis DN1885 (Diderichsen et al., 1990,
Journal of Bacteriology 172: 4315-4321). Amplificacién por PCR fue conducida en reacciones de 50 yl compuestas por 1 ng
de ADN cromosoémico de Bacillus subtilis DN1885, 0.4 uM cada uno de los cebadores 39 y 40, 200 uM cada uno de dATP,
dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampdén PCR Il con 2.5 mM MgCl,, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTag Gold™. Las
reacciones fueron realizadas en un termociclador RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos; 25
ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 7

minutos.

[0229] Los fragmentos 5' y 3' de la PCR de wprA fueron enlazados por digestiéon con Bglll seguido de ligacion, y la
amplificacién por PCR fue realizada en los fragmentos de mezcla de ligaciéon usando los cebadores 54 y 57. La amplificacion
por PCR fue conducida en reacciones de 50 yl compuestas por 1 ng del fragmento ligado, 0.4 uM de cada cebador, 200 uM
cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampo6n PCR Il con 2.5 mM MgCly, y 2.5 unidades de ADN polimerasa
AmpliTaq Gold™. Las reacciones fueron realizadas en un termociclador RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C
durante 10 minutos; 25 ciclos cada a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; y 1 ciclo a
72°C durante 7 minutos. El producto de la PCR fue visualizado usando un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE. El fragmento
de PCR resultante fue clonado en pSJ2739 como un fragmento EcoRI/Hindlll, dando como resultado el plasmido pCJ791
(Figura 21). Los transformantes fueron seleccionados en placas de agar TBAB suplementadas con 1 ug de eritromicina y 25
Mg de canamicina por ml tras la incubacién a 28°C durante 24-48 horas. ADN plasmido de diferentes transformantes fue
aislado usando columnas QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante y verificado por amplificaciéon por PCR con
cebadores 54 y 57 usando las condiciones anteriores.

Cebador 54: 5'-GGAATTCCAAAGCTGCAGCGGCCGGCGCG-3' (SEC ID n°: 68)

Cebador 55: 5'-GAAGATCTCGTATACTTGGCTTCTGCAGCTGC-3' (SEC ID n°: 69)

Cebador 56: 5'-GAAGATCTGGTCAACAAGCTGGAAAGCACTC-3' (SEC ID n°: 70)

Cebador 57: 5'-CCCAAGCTTCGTGACGTACAGCACCGTTCCGGC-3' (SEC ID n°: 71)

[0230] La secuencia en direccion ascendente de amyL y la region codificante 5' de plasmido pDN1981 (patente

estadounidense n°. 5,698,415) fueron fusionados entre si por SOE usando los pares del cebador 58/59 y 60/61 mostradas

mas abajo. El fragmento resultante fue clonado en el vector pCR2.1 para generar el plasmido pMRT032 de la siguiente

manera. Amplificaciones por PCR fueron realizadas por triplicado en reacciones de 50 yl compuestas por 1 ng de pDN1981

ADN, 0.4 uM cada uno de cebadores apropiados, 200 uM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampén PCR Il con
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2.5 mM MgCly, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold™. Las reacciones fueron realizadas en un termociclador
RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 9 minutos; 3 ciclos cada a 95°C durante 1 minuto, 52°C durante
1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; 27 ciclos cada a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1
minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 5 minutos. El producto de la PCR fue visualizado en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE.
Los fragmentos previstos fueron aproximadamente 530 y 466 bp, respectivamente. El fragmento de SOE final fue generado
usando el par de cebadores 59/60 y clonado en un vector de pCR2.1 usando el equipo de clonacion TA-TOPO.
Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 ug/ml ampicilina tras la incubacion
a 37°C durante 16 horas. ADN plasmido de diferentes transformantes fue aislado usando columnas QIAGEN tip-20 segun
las instrucciones del fabricante y verificado por secuenciacién del ADN con cebadores M13 (-20) directo y M13 inverso. El
plasmido que contiene la secuencia ascendente amyL/fragmento de fusién de la secuencia codificante 5' fue designado
pMRTO032 (Figura 22).

Cebador 58:

5'-CCTTAAGGGCCGAATATTTATACGGAGCTCCCTGAAACAACAAAAACGGC-3' (SEC ID n°: 72)

Cebador 59: 5'-GGTGTTCTCTAGAGCGGCCGCGGTTGCGGTCAGC-3' (SEC ID n°: 73)

Cebadores 60: 5-GTCCTTCTTGGTACCTGGAAGCAGAGC-3' (SEC ID n°: 74)

Cebador 61: 5'-GTATAAATATTCGGCCCTTAAGGCCAGTACCATTTTCCC-3' (SEC ID n°: 75)

[0231] El plasmido pNNB194 (pSK'/pE194; patente estadounidense n°. 5,958,728) fue digerido con Nsil y Notl, y plasmido
pBEST501 (ltaya et al. 1989 Nucleic Acids Research 17: 4410) fue digerido con Pstl y Notl. El fragmento de vector de 5.193
bp de pNNB194 y el fragmento de 1.306 bp que soporta el gen neo de pBEST501 fueron aislados de un gel de agarosa al
0,8%-0,5X TBE usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante. Los fragmentos aislados
fueron ligados entre si y usados para transformar células competentes SURE de E. coli segun las instrucciones del
fabricante. Transformantes resistentes a la ampicilina fueron seleccionados en 2X placas de YT suplementadas con 100 g
de ampicilina por ml. ADN plasmido fue aislado de un tal transformante usando el QIAGEN Plasmid Kit (QIAGEN Inc.,
Valencia, CA), y el plasmido fue verificado por digestién con Nsil'y Notl. Este plasmido fue designado pNNB194neo (Figura
23).

[0232] El plasmido pNNB194neo fue digerido con Sacl/Notl y tratado con T4 ADN polimerasa y dNTPs para generar
extremos romos usando protocolos estdndar. Plasmido pPL2419 (patente estadounidense n°. 5,958,728) fue digerida con
EC/136ll. El fragmento de vector de 6,478 bp de pNNB194neo y el fragmento de 562 bp de soporte onT de pPL2419 fueron
aislados de un gel de agarosa al 0,8%-0,5X gel TBE usando un QlAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del
fabricante. Los fragmentos purificados de gel fueron ligados entre si y usados para transformar células SURE de E. coli
segun las instrucciones del fabricante. Transformantes resistentes a la ampicilina fueron seleccionados en 2X placas YT
suplementadas con 100 pg de ampicilina por ml a 37°C. ADN plasmido fue aislado de un tal transformante usando el
QIAGEN Plasmid Kit, y el plasmido fue verificado por digestiéon con Nsil, Sacl, y Bscl. Este plasmido fue designado
pNNB194neo-oriT (Figura 24).

[0233] Plasmido pNNB194neo-oriT fue digerido con BamH/ y tratado con T4 ADN polimerasa y dNTPs para generar

extremos romos usando protocolos estandar. El plasmido digerido fue purificado en gel de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X

TBE usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante. El plasmido purificado fue tratado con

T4 ADN ligasa y usado para transformar células SURE de E. coli segun las instrucciones del fabricante. Transformantes
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resistentes a la ampicilina fueron seleccionados en 2X placas YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml a 37°C.
ADN plasmido fue aislado de un tal transformante usando el QIAGEN Plasmid Kit, y la interrupcién del sitio BamHI fue

confirmada por digestién con BamHl! y Scal. El plasmido resultante fue designado pShV3 (Figura 25).

[0234] El plasmido pShV2,1-amyEA (patente estadounidense n°. 5,958,728) fue digerida con Sfil y Notl, y el fragmento de
vector de 8696 bp fue purificado en gel de un gel de agarosa al 0,8%-0,5X TBE usando un QIAquick DNA Purification Kit
segun las instrucciones del fabricante. Para insertar un sitio BamHI| entre los sitios Sfil y Notl de pShV2.1-amyEA, un
enlazador sintético fue construido de la siguiente manera: los cebadores 62 y 63 fueron anillados mezclando 50 uM de cada
uno, hirviendo la mezcla, y permitiendo a la mezcla refrescarse lentamente.

Cebador 62: 5-GGGCCGGATCCGC-3' (SEC ID n°: 76)

Cebador 63: 3'-~ATTCCCGGCCTAGGCGCCGG-5' (SEC ID n°: 77)

[0235] EI vector pShV2.1-amyEA purificado y oligonucleétidos anillados fueron ligados entre si y usados para transformar
células competentes SURE de E. coli segun las instrucciones del fabricante. Transformantes resistentes al cloranfenicol
fueron seleccionados en placas LB suplementadas con 30 ug de cloranfenicol por ml a 37°C. ADN plasmido fue aislado de
un tal transformante usando el QIAGEN Plasmid Kit, y la insercién del sitio BamHI fue confirmada por digestion con BamHI.
Este plasmido fue designado pShV2.1-amyEAB (Figura 26).

[0236] Plasmidos pShV3 y pShV2.1-amyEAB fueron digeridos con Sall/Hindlll. Un fragmento de vector de 7033 bp de pShV3
y un fragmento de 1031 bp llevando amyEA de pShV2.1-amyEA fueron purificados en gel de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X
TBE usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante. Los fragmentos purificados en gel
fueron ligados entre si y usados para transformar células SURE de E. coli segun las instrucciones del fabricante.
Transformantes resistentes a la ampicilina fueron seleccionados en 2X placas YT suplementadas con 100 ug de ampicilina
por ml. ADN plasmido fue aislado de un tal transformante usando el QIAGEN Plasmid Kit, y el plasmido fue verificado por

digestion con Sall y Hindlll. Este plasmido fue designado pShV3A (Figura 27).

[0237] El plasmido pMRT032 fue digerido con Kpnl/Xbal, llenado con ADN polimerasa de fragmento Klenow en presencia de
dNTPs, y un fragmento de aproximadamente 1000 bp fue aislado de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE usando un
QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante. Este fragmento fue clonado en plasmido pShV3A
digerido con EcoRYV, y transformado en células XL1 Blue de E. coli segun las instrucciones del fabricante. Transformantes
fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 yg de ampicilina por ml tras la incubacién a 37°C
durante 16 horas. ADN plasmido de diferentes transformantes fue aislado usando columnas QIAGEN tip-20 segun las
instrucciones del fabricante y verificado en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE por andlisis de restriccién con Sacl/Sphl. El

plasmido resultante fue designado pMRTO036 (Figura 28).

[0238] Plasmido pMRTO036 fue digerido con Sall/Hindlll, llenado con ADN polimerasa de fragmento Klenow en presencia de
dNTPs, ligado y transformado en células XL1 Blue de E. coli segun las instrucciones del fabricante. Transformantes fueron
seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 pg/ml de ampicilina tras la incubacioén a 37°C durante 16
horas. ADN plasmido de diferentes transformantes fue aislado usando columnas QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del
fabricante y verificado en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE por analisis de restriccién con Sacl/Xbal, Pstl y Ndel. El

plasmido resultante fue designado pMRT037 (Figura 29).
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[0239] EI fragmento estabilizador scBAN/crylllA del plasmido pDG268Aneo-crylllAstab/Sav (patente estadounidense n°.
5,955,310) fue aislado de un gel de agarosa al 2%-0,5X TBE como un fragmento Sfil/Sacl usando un QIAquick DNA
Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, ligado al plasmido pMRT037 digerido con Sfil/Sacl, y transformado en
células XL1 Blue de E. coli. Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 pg de
ampicilina por ml tras la incubacion a 37°C durante 16 horas. ADN plasmido de diferentes transformantes fue aislado usando
columnas QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante y verificado en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE por

analisis de restriccion con Pstl. El plasmido resultante fue designado pMRT041 (Figura 30).

[0240] Plasmidos pMRTO041 y pCJ791 fueron digeridos con EcoRI/Hindlll. Un fragmento de aproximadamente 1300 bp de
pMRTO041 y un fragmento de aproximadamente 4500 bp de pCJ791 fueron aislados de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE
usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, ligados, y transformados en células
competentes de Bacillus subtilis 168A4. Los transformantes fueron seleccionados en placas de agar TBAB suplementadas
con 1 ug de eritromicina y 25 pg de lincomicina por ml tras la incubacién a 30°C durante 24-48 horas. ADN plasmido de
diferentes transformantes fue aislado usando columnas QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante y verificado en
un gel de agarosa al 0.8% -0.5X TBE por andlisis de restriccion con Sac y EcoRI/Hindlll. El plasmido resultante fue
designado pMRT064.1 (Figura 31).

[0241] El sitio Sacl en la posicion 2666 en el plasmido pMRT064.1 fue delecionado por SOE usando pares de cebador 64 y
65, y pares de cebador 66 y 67 mostrados mas abajo. Amplificacién de PCR fue conducida en reacciones de 50 pl
compuestas por 1 ng de pMRT064.1 ADN, 0.4 uM de cada cebador, 200 yM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X
Tampoén PCR Il con 2.5 mM MgCl,, y 2.5 unidades de ADN polimerasa AmpliTag Gold™. Las reacciones fueron realizadas
en un termociclador RoboCycler 40 programado durante 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos; 25 ciclos cada uno a 95°C
durante 1 minuto, 52°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; y 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos. El producto de PCR
fue visualizado en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE. Los fragmentos previstos fueron aproximadamente 400 y 800 bp,
respectivamente. El fragmento final para clonar de nuevo en pMRT064.1 fue amplificado usando los cebadores 64 y 67.
Este fragmento fue clonado en vector pCR2.1 usando el TA-TOPO Cloning Kit. Transformantes fueron seleccionados en 2X
placas de agar YT suplementadas con 100 ug/ml ampicilina tras la incubacion a 37°C durante 16 horas. Transformantes que
llevan el plasmido correcto fueron verificados por secuenciacién del ADN usando cebadores M13 inverso y directo, y los
cebadores 65, 67, y 68. Este plasmido fue designado pMRTO068 (Figura 32), y fue transformado ademas en células DM1 E.
coli (Stratagene, Inc., la Jolla, CA) segun las instrucciones del fabricante. Transformantes fueron seleccionados en 2X
placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml.

Cebador 64: 5'-GGAAATTATCGTGATCAAC-3' (SEC ID n°: 78)

Cebador 65: 5-GCACGAGCACTGATAAATATG-3' (SEC ID n°: 79)

Cebador 66: 5'-CATATTTATCAGTGCTCGTGC -3'(SEQ ID N°: 80)

Cebador 67: 5-TCGTAGACCTCATATGC-3' (SEC ID n°: 81)

Cebador 68: 5-GTCGTTAAACCGTGTGC-3' (SEC ID n°: 82)

[0242] Los sitios Sacl en las posiciones 5463 y 6025 en el plasmido pMRT064.1 fueron eliminados usando amplificacion por
PCR con los cebadores 69 y 70, y usando las condiciones de PCR anteriormente descritas. El fragmento resultante fue

clonado en el vector pCR2.1 usando el TA-TOPO Cloning Kit (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). Transformantes fueron
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seleccionados en 2X placas agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml tras la incubacion a 37°C durante 16
horas. Transformantes que llevan el plasmido correcto fueron verificados por secuenciaciéon del ADN usando cebadores M13
inverso y directo. Este constructo fue designado pMRTO069 (Figura 33).

Cebador 69: 5'-CTAGAGGATCCCCGGGTACCGTGCTCTGCCTTTTAGTCC-3' (SEC ID n°: 83)

Cebador 70: 5'-GTACATCGAATTCGTGCTCATTATTAATCTGTTCAGC-3' (SEC ID n°: 84)

[0243] Los plasmidos pMRT068 y pMRT064.1 fueron digeridos con Bc//Accl. Un fragmento de aproximadamente 1300 bp de
pMRTO068 y un fragmento de aproximadamente 3800 bp de pMRT064.1 fueron aislados de un gel de agarosa al 0.8% -0.5X
TBE usando un QlAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, ligados, y transformados en células
competentes de Bacillus subtilis 168A4. Transformantes fueron seleccionados en placas de agar TBAB suplementadas con
1 pg de eritromicina y 25 ug de lincomicina por ml tras la incubaciéon a 30°C durante 24-48 horas. Transformantes que llevan
el plasmido correcto fueron identificados en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE por analisis de restriccién con Sacl y

EcoRI/Aval. El constructo resultante fue designado pMRTO071 (Figura 34).

[0244] Plasmidos pMRT071 y pMRTO069 fueron digeridos con Aval/EcoRI. El fragmento de 578 bp de pMRTO069 y el
fragmento de 4510 bp de pMRTO71 fueron aislados de un gel de agarosa al 0.8% -0.5X TBE usando un QIAquick DNA
Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, ligados, y transformados en células competentes de Bacillus subtilis
168A4. Los transformantes fueron seleccionados en placas de agar TBAB suplementadas con 1 ug de eritromicina y 25 ug
de lincomicina por ml tras la incubacion a 30°C durante 24-48 horas. Transformantes que llevan el plasmido correcto fueron
identificados en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE por analisis de restricciéon con Sacl. El constructo resultante fue
designado pMRTO074 (Figura 35).

[0245] EI plasmido pMRT084 descrito en el Ejemplo 11 fue digerido con Sacll/Ndel, tratado con T4 ADN polimerasa, ligado,
y transformado en células XL1 Blue de E. coli segun las instrucciones del fabricante. Transformantes fueron seleccionados
en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 yg de ampicilina por ml tras la incubacién a 37°C durante 16 horas.
Transformantes que llevan el plasmido correcto fueron identificados en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X gel TBE por andlisis

de restriccién con Dral. El plasmido resultante fue denominado pMRT120 (Figura 36).

[0246] El plasmido pMRTO074 fue digerido con Hindlll, tratado con ADN polimerasa de fragmento Klenow, y digerido con
EcoRl. El plasmido pMRT120 fue digerido con EcoRI/Ec/1361Il. Un fragmento de aproximadamente 600 bp de pMRT120 y
un fragmento de aproximadamente 4300 bp de pMRTO074 fueron aislados de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE usando
un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, ligados, y transformados en células competentes de
Bacillus subtilis 168A4. Los transformantes fueron seleccionados en placas de agar TBAB suplementadas con 1 ug de
eritromicina y 25 pg de lincomicina por ml tras la incubaciéon a 30°C durante 24-48 horas. Los transformantes que llevan el
plasmido correcto fueron identificados en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE por andlisis de restriccion con Sspl. El

constructo resultante fue designado pMRT122 (Figura 37).

[0247] Plasmido pMRT122 fue transformado en células competentes de Bacillus subtilis A164A5. Los transformantes fueron

seleccionados en placas de agar TBAB suplementadas con 1 ug de eritromicina y 25 pg de lincomicina por ml tras la

incubacion a 30°C durante 24-48 horas. El plasmido fue introducido en el cromosoma de Bacillus subtilis A164A5 via

recombinacién homologa en el locus cypX incubando una placa recién estriada de células de Bacillus subtilis A164A5
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(PMRTO086) a 45°C durante 16 horas y seleccionando para colonias de crecimiento saludables. ADN genomico fue aislado
de esta cepa usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante y usado para transformar Bacillus
subtilis RB187 (Ejemplo 9). Los transformantes fueron seleccionados en placas TBAB suplementadas con 1 ug de
eritromicina y 25 pg de lincomicina por ml tras la incubacién a 45°C durante 16 horas. A esta temperatura, el replicon pE194
es incapaz de replicarse. Las células son capaces de mantener la resistencia a la eritromicina s6lo manteniendo el plasmido

en el cromosoma bacteriano.

[0248] EI plasmido fue eliminado del cromosoma via recombinacion homéloga dando como resultado la delecion de una
parte del gen cypX en el cromosoma creciendo los transformantes en un medio Luria-Bertani (LB) sin seleccion a la
temperatura permisiva de 34°C para muchas generaciones. A esta temperatura el origen de replicacion pE194 esta activo y
en realidad promueve la escision del plasmido del cromosoma (Molecular Biological Methods for Bacillus, editado por C.R.
Harwood y S.M. Cutting, 1990, John Wiley and Sons Ltd.).

[0249] Después de diferentes generaciones de excrecencia las células fueron colocadas en placas de LB agar no selectivas
y colonias que habian perdido el plasmido y que ahora habian sido eliminadas con cypX'y que producian acido hialurénico
fueron identificadas de la siguiente manera: (1) parches de célula fueron "mojados" cuando se colocaron en placas minimas
indicando la produccién de acido hialurénico, (2) sensibilidad de eritromicina indicé pérdida del plasmido basado en pE194, y

(3) PCR confirmé la presencia de la delecioén de cypX de 800 bp en la cepa de interés usando los cebadores 34 y 45.

[0250] ADN cromosomico de delecionantes de cypX potenciales fue aislado usando los equipos de PCR REDextract-N-
Amp™ Plant de la siguiente manera: colonias de Bacillus individuales fueron inoculadas en 100 ul de solucion de extraccion,
incubadas a 95°C durante 10 minutos, y luego diluidas con un igual volumen de solucion de dilucién. PCR fue realizada
usando 4 pl de ADN extraido conjuntamente con la mezcla reactiva de PCR REDextract-N-Amp™ y los cebadores deseados
segun las instrucciones del fabricante, usando condiciones de ciclo de PCR como se describe en el ejemplo 5. Los
productos de reaccion de PCR fueron visualizados usando un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE. La cepa verificada fue
designada Bacillus subtilis RB197.

Ejemplo 13: Construccién de Bacillus subtilis RB200
[0251] EI gen cypX de Bacillus subtilis RB192 fue eliminado usando los mismos métodos descritos en el Ejemplo 9 para
Bacillus subtilis RB187. La cepa resultante fue designada Bacillus subtilis RB200.

Ejemplo 14: Construccion de Bacillus subtilis RB202

[0252] Bacillus subtilis A164A5AcypX fue construido de la siguiente manera: plasmido pMRT122 (Ejemplo 12) fue
transformado en células competentes de Bacillus subtilis A16405. Transformantes fueron seleccionados en placas de agar
TBAB suplementadas con 1 ug de eritromicina y 25 ug de lincomicina por ml tras la incubacién a 30°C durante 24-48 horas.
El plasmido fue introducido en el cromosoma de Bacillus subtilis A164A5 via recombinacion homéloga en el locus cypX
incubando una placa recién estriada de células de Bacillus subtilis A164A5 (pMRT086) a 45°C durante 16 horas y
seleccionando colonias en crecimiento saludables. El plasmido fue eliminado del cromosoma via recombinacién homologa
dando como resultado la delecién de una parte del gen cypX en el cromosoma creciendo los transformantes en medio
Luria-Bertani (LB) sin seleccién a la temperatura permisiva de 34°C para muchas generaciones. A esta temperatura el
origen pE194 de replicacién esta activo y en realidad promueve la escision del plasmido del cromosoma (Molecular
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Biological Methods for Bacillus, editado por C.R. Harwood y S.M. Cutting, 1990, John Wiley and Sons Ltd..). Después de
varias generaciones de excrecencia de las células fueron colocadas en placas de LB agar no selectivas y colonias que
habian perdido el plasmido y de las que se habia eliminado ahora cypX fueron identificadas de la siguiente manera: (1)
sensibilidad de eritromicina indicd pérdida del plasmido basado en pE194, y (2) PCR confirmé la presencia de la delecién de
cypX de 800 bp en la cepa de interés usando cebadores 34 y 45 como se ha descrito anteriormente. La cepa verificada fue
designada Bacillus subtilis A164A5_cypX.

[0253] Bacillus subtilis A164A5AcypX fue hecho competente y transformado con ADN gendémico de Bacillus subtilis TH1
(Ejemplo 7) aislado usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante. Transformantes fueron
seleccionados en placas TBAB conteniendo 5 pg de cloranfenicol por ml a 37°C. El integrante hasA/hasB/hasC/hasD de
Bacillus subtilis A164A5_cypX fue identificado por su fenotipo "mojado” y se designé Bacillus subtilis RB201. El gen cat fue
eliminado de Bacillus subtilis RB201 usando el mismo método descrito en el Ejemplo 9. La cepa resultante fue designada
Bacillus subtilis RB202.

Ejemplo 15: Construccion de Bacillus subtilis MF002 (tuaD/gtaB)

[0254] EI plasmido pHA3 (ejemplo 2, Figura 9) fue digerido con Asp718. El plasmido digerido fue luego embotado
inactivando primero la enzima de restriccion a 85°C durante 30 minutos. EI embotamiento fue realizado afiadiendo 0.5 ul de
10 mM cada dNTPs, 1 pl de 1 U/ul T4 polimerasa e incubando a 11 °C durante 10 minutos. Finalmente la polimerasa fue
inactivada incubando la reaccion a 75°C durante 10 minutos. El plasmido digerido fue luego purificado usando un QlAquick
DNA Gel Extraction Kit segun las instrucciones del fabricante y finalmente digerido con Notl. El fragmento del plasmido mas
pequefio de aproximadamente 2522 bp fue luego purificado en gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de
agarosa al 0.8%-0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante. El inserto de ADN recuperado (tuaD/gtaB) fue luego ligado

con el vector de ADN descrito abajo.

[0255] EI plasmido pDG268MCSAneo/scBAN/Sav (patente estadounidense n°. 5,955,310) fue digerido con EC/136ll. El
plasmido digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y
finalmente digerido con Notl. El fragmento de plasmido mas grande de aproximadamente 6800 bp fue purificado en gel de

un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE usando un QlAquick DNA Gel Extraction Kit segun las instrucciones del fabricante.

[0256] El vector recuperado e inserto de ADN fueron ligados usando el Rapid DNA Cloning Kit segun las instrucciones del
fabricante. Antes de la transformacién en Bacillus subtilis, la ligacion anteriormente descrita fue linealizado usando Scal para
asegurar integraciéon de doble reticulacién en el cromosoma mejor que la integracion de reticulacion Unica en el cromosoma.
Células competentes de Bacillus subtilis 168A4 fueron transformadas con la ligacién digerida con la enzima de restriccion

Scal.

[0257] Transformantes resistentes al cloranfenicol de Bacillus subtilis fueron seleccionados en placas de TBAB
suplementadas con 5 pg de cloranfenicol por ml. Para visualizar la integraciéon del plasmido por doble reticulacion en el locus
amyE, transformantes primarios de Bacillus subtilis fueron parcheados en placas TBAB suplementadas con 6 ug de
neomicina por ml y en placas TBAB suplementadas con 5 pg de cloranfenicol por ml para aislar transformantes sensibles a

la neomicina y resistentes al cloranfenicol.
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[0258] ADN cromosoémico de transformantes de Bacillus subtilis sensibles a la neomicina y resistentes al cloranfenicol 168A4
fueron aislados usando equipos de PCR REDextract-N-Amp™ Plant (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) de la
siguiente manera: colonias de Bacillus individuales fueron inoculadas en 100 pl de solucién de extraccion, incubadas a 95°C
durante 10 minutos, y luego diluidas con un igual volumen de solucién de dilucién. PCR fue realizada usando 4 yl de ADN
extraido conjuntamente con la mezcla de reaccibn PCR REDextract-N-AMP y los cebadores deseados segun las

instrucciones del fabricante, con las condiciones de ciclo de PCR descritas en ejemplo 5.

[0259] Aamplificaciones de PCR fueron realizadas en estos transformantes usando los oligonucleoétidos sintéticos descritos
abajo para confirmar la ausencia/presencia e integridad de los genes hasA, gtaB, y tuaD del operén de los transformantes
de Bacillus subtilis. Cebadores 3 y 8 fueron usados para confirmar la ausencia del gen hasA, cebador 71 y cebador 15 para
confirmar la presencia del gen tuaD, y los cebadores 20 y 71 para confirmar la presencia del gen gtaB. Productos de
reaccion de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE. La cepa verificada, un integrante de Bacillus
subtilis 168A4 hasA/tuaD/gfaB, fue designada Bacillus subtilis RB176.

Cebador 71: 5'-AACTATTGCCGATGATAAGC-3' (se enlaza ascendentemente de tuaD) (SEC ID N°: 85)

[0260] ADN genomico fue aislado de los transformantes resistentes al cloranfenicol, y sensibles a la neomicina de Bacillus
subtilis RB176 usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante. EI ADN gendmico de Bacillus
subtilis RB176 fue usado para transformar Bacillus subtilis A164A5 competentes. Transformantes fueron seleccionados en
placas TBAB conteniendo 5 pg de cloranfenicol por ml, y crecidos a 37°C. Un integrante de Bacillus subtilis A164A5
tuaD/gtaB fue designado Bacillus subtilis RB177.

[0261] EI gen cat fue eliminado en la cepa de Bacillus subtilis RB177 usando el método descrito en el Ejemplo 9. La cepa

resultante fue designada Bacillus subtilis MF002.

Ejemplo 16: Construccion del plasmido de integraciéon pel pRB162

[0262] Plasmido pDG268MCSAneo/scBAN/Sav (patente estadounidense n°. 5,955,310) fue digerido doblemente con Sacl y
Aatll. El fragmento de plasmido mayor de aproximadamente 6193bp fue purificado de gel usando un QIAquick DNA Gel
Extraction Kit de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante. El ADN del vector recuperado

fue luego ligado con el inserto de ADN descrito abajo.

[0263] Los fragmentos 5'y 3' de un gen de pectato liasa de Bacillus subtilis (pel, numero de acceso BG10840, SEC ID NOs.
86 [secuencia de ADN] y 87 [secuencia de aminoacidos deducida ]) fue amplificada por PCR de Bacillus subtilis 168 (BGSC
1A1, Bacillus Genetic Stock Center, Columbus, OH) usando cebadores 72 (introduce el sitio de restricciéon de Spel 5' )y 73
(introduce el sitio de restriccién de sa/l 3') para el fragmento pel 5' y cebadores 74 (introduce los sitios de restriccion de

Sacl/BamHI 5') y 75 (introduce los sitios de restriccion de Notl/Aatll 3') para el ragmento pel 3':

Cebador 72:

5-ACTAGTAATGATGGCTGGGGCGCGTA-3' (SEC ID n°: 88)
Cebador 73:

5'-GTCGACATGTTGTCGTATTGTGAGTT-3' (SEC ID n°: 89)
Cebador 74:

5'-GAGCTCTACAACGCTTATGGATCCGCGGCCGCGGCGGCACACACATCTGGAT-3' (SEC ID n°: 90)
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Cebador 75:
5'-GACGTCAGCCCGTTTGCAGCCGATGC-3' (SEC ID n°: 91)

[0264] Amplificaciones de PCR fueron realizadas por triplicado en reacciones de 30 pl compuestas por 50 ng de ADN
cromosémico de Bacillus subtilis 168, 0.4 yM cada uno de par de cebador 72/73 para el fragmento pel 5' o par de cebador
74/75 para el fragmento pel 3', 200 yM cada uno de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 1X Tampén PCR Il con 2.5 mM MgCl, y
2.5 unidades de ADN polimerasa AmptiTag gold™. Las reacciones fueron realizadas en un termociclador RoboCycler 40
programado durante 1 ciclo a 95°C durante 9 minutos; 3 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 52°C durante 1 minuto, y
72°C durante 1 minuto; 27 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto; y 1
ciclo a 72°C durante 5 minutos. Los productos de PCR fueron visualizados usando un gel de agarosa al 0.8% -0.5X TBE.
Los fragmentos previstos fueron aproximadamente 530 bp para el fragmento pel 5'y 530 bp para el fragmento pel 3'.

[0265] Los fragmentos de PCR pel 5' de 530 bp y pel 3' de 530 bp fueron clonados en pCR2.1 usando el TA-TOPO Cloning
Kit y transformados en células competentes OneShoT™ de E.coli segun las instrucciones de los fabricantes. Los
transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 yg de ampicilina por ml incubado a
37°C. ADN plasmido de estos transformantes fue purificado usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del fabricante
y la secuencia de ADN de los insertos confirmados por secuenciaciéon del ADN usando los cebadores anteriormente
descritos (cebadores 72 y 73 para pel 5' y cebadores 74 y 75 para pel 3'). Los plasmidos que contienen fragmentos de PCR

de 530 bp y 530 bp fueron designados pCR2.1-pel 5'y pCR2.1-pel3'. respectivamente (Figuras 38 y 39, respectivamente).

[0266] ElI plasmido pCR2.1-pel3' fue digerido doblemente con Sacl y Aatll. El fragmento de plasmido menor de
aproximadamente 530 bp fue purificado en gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0.8% -

0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante.

[0267] EI vector recuperado (pDG268MCSAneo/scBAN) e inserto de ADN (3' pel) fueron ligados usando el Rapid DNA
Cloning Kit segun las instrucciones del fabricante. La mezcla de ligacion fue transformada en células competentes SURE de
E. coli (Stratagene, Inc., la Jolla, CA). Transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con

100 pg de ampicilina por ml a 37°C.

[0268] ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizado por digestién Sacl y Aatll en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampoén TBE. El plasmido
correcto fue identificado por la presencia de un fragmento pel 3' Sacl/Aatll de aproximadamente 530 bp y fue designado
pRB161 (Figura 40).

[0269] EI plasmido pRB161 fue digerido doblemetne con Spel y Sal/l. El fragmento de plasmido mayor de aproximadamente
5346 bp fue purificado en gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE segun las

instrucciones del fabricante. EI ADN del vector recuperado fue luego ligado con el inserto de ADN descrito abajo.

[0270] Plasmido pCR2.1-pel5' fue digerido doblemente con Spel y Sal/l. El fragmento de plasmido menor de
aproximadamente 530 bp fue purificado de gel usando un QlAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0.8%-
0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante.
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[0271] EI vector recuperado (pDG268MCS neo/scBAN/pel 3') y ADN del inserto (pel 5') fueron ligados usando el Rapid DNA
Cloning Kit segun las instrucciones del fabricante. La mezcla de ligacién fue transformada en células competentes SURE de
E. coli (Stratagene, Inc., la Jolla, CA). Los transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas

con 100 pg de ampicilina por ml.

[0272] ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizado por digestién Spel y Sall en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén TBE. El plasmido correcto
fue identificado por la presencia de un fragmento pel 5' Spel/Sall de aproximadamente 530 bp y fue designado pRB162
(Figura 41).

Ejemplo 17: Construccion de pRB156

[0273] Plasmido pHA7 (ejemplo 4, Figura 13) fue digerido con Hpal. El plasmido digerido fue luego purificado usando un
QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante y finalmente digerido con Asp718. El plasmido digerido
doblemente fue luego embotado inactivando primero la enzima de restriccién a 85°C durante 30 minutos. El embotamiento
fue realizado afadiendo 0.5 yl de 10 mM cada dNTPs y 1 pl de 1 U/ul de T4 polimerasa e incubando a 11°C durante 10
minutos. La polimerasa fue luego inactivada incubando la reaccién a 75°C durante 10 minutos. El fragmento de plasmido
mayor de aproximadamente 8600 bp fue luego purificado en gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de
agarosa al 0.8%-0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante. El inserto de ADN recuperado (pDG268Aneo-

crylllAstab/sehasA) fue luego religado usando el Rapid DNA Cloning Kit segun las instrucciones del fabricante.

[0274] La mezcla de ligacion fue transformada en células competentes SURE de E. coli (Stratagene, Inc., la Jolla, CA). Los
transformantes fueron seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml a 37°C. ADN
plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del fabricante y
analizado por digestion Scal en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampo6n TBE. El plasmido correcto fue identificado

por la presencia de un fragmento de aproximadamente 8,755 bp y fue designado pRB156 (Figura 42).

Ejemplo 18: Construccion de Bacillus subtilis MF009
[0275] EI gen hasA bajo control del promotor scBAN fue introducido en el locus del gen de pectato liasa (pel) de Bacillus
subtilis MF002 para generar Bacillus subtilis MF009.

[0276] El plasmido pRB156 fue digerido con Sacl. El plasmido digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA
Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente digerido con Notl. El fragmento de plasmido menor de
aproximadamente 1,377 bp fue purificado en gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0,8% -
0,5X TBE segun las instrucciones del fabricante. El inserto de ADN recuperado fue luego ligado con el vector de ADN

descrito abajo.

[0277] El plasmido pRB162 (ejemplo 16, Figura 41) fue digerido con Notl. El plasmido digerido fue luego purificado usando
un QlAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente digerido con Sacl. El fragmento de
plasmido mayor de aproximadamente 5850 bp fue purificado de gel usando un QlAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de

agarosa al 0.8%-0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante. E| ADN del vector recuperado fue luego ligado con el
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inserto de ADN anteriormente descrito.

[0278] La mezcla de ligacion fue transformada directamente en células competentes de Bacillus subtilis 168A4. Los
transformantes resistentes al cloranfenicol de Bacillus subtilis fueron seleccionados en placas de TBAB suplementadas con
5 pg de cloranfenicol por ml a 37°C. Para visualizar la integracién del plasmido por doble reticulacion en el locus pel, los
transformantes primarios de Bacillus subtilis fueron parcheados en placas de TBAB suplementadas con 6 ug de neomicina
por ml y en placas de TBAB suplementadas con 5 ug de cloranfenicol por ml. La integracién del plasmido por doble
reticulacion en el locus pel no incorpora el gen de resistencia a la neomicina y por lo tanto hace la cepa sensible a la
neomicina. Usando esta visualizacion de placa, transformantes sensibles a la neomicina y resistentes al cloranfenicol fueron

aislados.

[0279] ADN genoémico fue aislado de los transformantes sensibles a la neomicina y resistentes al cloranfenicol de Bacillus
subtilis 168A4 usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante. Este ADN gendmico fue usado
para transformar Bacillus subtilis MFO02 competente (Ejemplo 15). Los transformantes fueron seleccionados en placas de
TBAB conteniendo 5 pg de cloranfenicol por ml y crecidos a 37°C. El integrante hasA y tuaD/gtaB de Bacillus subtilis

A164A5 fue identificado por su fenotipo "mojado" y designado Bacillus subtilis MF009.

Ejemplo 19: Construccion de Bacillus subtilis MF010

[0280] El plasmido pDG268MCSAneo/BAN/Sav (patente estadounidense n°. 5,955,310) fue digerido con Notl. El plasmido
digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente
digerido con Sfil. El fragmento de plasmido menor de aproximadamente 185 bp fue purificado en gel usando un QIAquick
DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante. El inserto de ADN

recuperado fue luego ligado con el vector de ADN descrito abajo.

[0281] El plasmido pRB162 (ejemplo 16, Figura 41) fue digerido con Notl. El plasmido digerido fue luego purificado usando
un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente digerido con Sfil. ElI fragmento de
plasmido mayor de aproximadamente 5747 bp fue purificado en gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de
agarosa al 0.8% -0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante. El ADN del vector recuperado fue luego ligado con el

inserto de ADN anteriormente descrito.

[0282] EI vector recuperado e inserto de ADN fueron ligados usando el Rapid DNA Cloning Kit segun las instrucciones del
fabricante. La mezcla de ligacion fue transformada en células competentes Blue XLI de E. coli. Transformantes fueron

seleccionados en 2X placas de agar YT suplementadas con 100 ug de ampicilina por ml.

[0283] ADN plasmido fue purificado de diferentes transformantes usando un robot QIAGEN segun las instrucciones del
fabricante y analizado por digestion con BamHI en un gel de agarosa al 0.8% usando 0.5X tampén TBE. El plasmido
correcto fue identificado por la linealizacion del plasmido que proporciona un fragmento de aproximadamente 7,156 bp y fue
designado pRB164 (Figura 43).

[0284] EI plasmido pR8156 (ejemplo 17, Figura 42) fue digerido con Sacl. El plasmido digerido fue luego purificado usando

un QIAquick DNA Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente digerido con Notl. El plasmido mas
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pequefio, fragmento de aproximadamente 1377 bp fue purificado de gel usando un QlAquick DNA Gel Extraction Kit de un
gel de agarosa al 0.8%-0.5X TBE segun las instrucciones del fabricante. El inserto de ADN recuperado fue luego ligado con

el vector de ADN descrito abajo.

[0285] EI plasmido pRB164 fue digerido con Notl. El plasmido digerido fue luego purificado usando un QIAquick DNA
Purification Kit segun las instrucciones del fabricante, y finalmente digerido con Sacl, el fragmento del plasmido mayor de
aproximadamente 5922 bp fue purificado en gel usando un QIAquick DNA Gel Extraction Kit de un gel de agarosa al 0.8%-
0:5X TBE segun las instrucciones del fabricante. EI ADN del vector recuperado fue luego ligado con el inserto de ADN

anteriormente descrito.

[0286] Esta mezcla de ligacion fue transformada directamente en células competentes de Bacillus subtilis 168A4.
Transformantes resistentes al cloranfenicol de Bacillus subtilis fueron seleccionados en placas de TBAB suplementadas con
5 ug de cloranfenicol por ml 37°C. Para visualizar la integracion del plasmido por doble reticulaciéon en el locus amyE,
transformantes primarios de Bacillus subtilis fueron parcheados en placas de TBAB suplementadas con 6 ug de neomicina
por ml y en placas de TBAB suplementadas con 5 ug de cloranfenicol por ml. Integracion del plasmido por doble reticulacion
en el locus amyE no incorpora el gen de resistencia a la neomicina y por lo tanto hace la cepa sensible a la neomicina.
Usando esta visualizacion de placa, los transformantes sensibles a la neomicina y resistentes al cloranfenicol fueron

aislados.

[0287] ADN gendmico fue aislado de transformantes sensibles a la neomicina y resistentes al cloranfenicol de Bacillus
subtills 168A4 usando una columna QIAGEN tip-20 segun las instrucciones del fabricante, este ADN genémico fue usado
para transformar Bacillus subtilis MF002 competentes (Ejemplo 15). Los transformantes fueron seleccionados en placas
minimas conteniendo 5 ug de cloranfenicol por ml y crecidas a 37°C durante 16 horas. Un integrante BAN/hasA y

scBAN/tuaD/gta de Bacillus subtilis A164A5 fue identificado por su fenotipo "mojado” y designado Bacillus subtilis MF010.

Ejemplo 20: Fermentaciones
[0288] La capacidad de las cepas de Bacillus subtilis listadas en la tabla 1 para producir acido hialurénico fue evaluada bajo

diversas condiciones de crecimiento.

Tabla1
Cepa de B. subtilis promotor/complemento genético catA cypXA
RB161 SeBAN/hasNtuaD/gtaB no no
RB163 scBAN/hasA/tuaD/gcaD no no
TH-1: scBANhasA/hasB/hasC/hasD no no
RB184 scBAN/haSA/tuaD no no
RB187 scBAN/hasA/tuaD/gtaB Si no
RB192 scBAN/haSA/tuaD Si no
RB194 scBAN/hasA/tuaD/gtaB Si Si
RB197 scBAN/hasA/tuaD/gtaB Si Si
RB200 seBAN/hasA/tuaD Si Si
RB202 scBAN/hasA/hasB/hasC/hasD Si Si
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MFO009 scBAN/tuaD/gtaB no no
scBAN/hasA
MFO10 scBAN/tuaD/gtaB BAN/hasA no no

[0289] Las cepas de Bacillus subtilis fueron fermentadas en fermentadores pequefios estandares en un medio compuesto
por litro de 6,5 g de KH2POy4, 4,5 g de Naz HPOa4, 3,0 g de (NH4)2SO4 2,0 g de Nas-citrato-2H, O, 3,0 g de MgSOQO4 -7H2 O, 6,0
ml de Mikrosoy- 2, 0,15 mg de biotina (1 ml de 0,15 mg/ml etanol), 15. 0 g de sacarosa, 1,0 ml de SB 2066, 2,0 ml de
P2000., 0,5 g de CaCl;-2H20. El medio fue pH 6,3 a 6,4 (sin ajustar) antes de someter a autoclave. El CaCl-2H20 fue

afiadido después del autoclave.

[0290] EI medio de siembra usado fue B-3, es decir, Agar-3 sin agar; o medio "S/S-1". El medio de agar-3 fue compuesto por
litro de 4.0 g de caldo nutritivo, 75 g de proteina hidrolizada, 3.0 g de extracto de levadura. 1.0 g de glucosa, y 2% agar. El

pH no fue ajustado; el pH antes del autoclave fue aproximadamente 6.8 después del autoclave aproximadamente pH 7.7.

[0291] EI medio de matraz de siembra de sacarosa/soja (S/S-1) fue compuesto por litro de 65 g de sacarosa, 35 g de harina
de soja, 2 g de Nas- citrato 2H20, 4 g de KH2POy4, 5 g de Na,HPO4, y 6 ml de elementos traza; el medio fue ajustado pH a
aproximadamente 7 con NaOH; después de dispensar el medio en matraces. 0.2% de aceite vegetal se afiadié para suprimir
la formacién de espuma. Elementos traza fueron compuestos por litro de 100 g de acido citrico-H20 20 g de FeS0472 O, 5
g de MnSO4H20, 2 g de CuS04-5H20 y 2 g de ZnCly,

[0292] EI pH fue ajustado a 6.8 - 7.0 con amonio antes de la inoculacion, y controlado luego a pH 7.0 £ 0.2 con amonio
afiadido H3PO4. La temperatura, fue mantenida a 37°C. Agitacion fue a un maximo de 1300 r.p.m. Usando dos propulsores
de rushton de 6 aspas de 6 cm de diametro en un tanque de 3 litros con volumen inicial de 1.5 litros, la aireacion tuvo un
maximo de 1.5 VVM.

[0293] Para la alimentacion, una simple solucion de sacarosa fue usada. La alimentacion comenzé aproximadamente 4
horas después de la inoculacién, cuando el oxigeno disuelto (D.O.) estaba siendo todavia conducido hacia abajo (es decir,
antes de la deplecién de sacarosa). El indice de alimentacion fue desnivelado linealmente de 0 a aproximadamente 6 g
sacarosa/Lo hr sobre un intervalo temporal de 7 horas. Un indice de alimentacion inferior, desnivelado linealmente de 0 a

aproximadamente 2 g sacarosal/Lo hr, fue también usado en algunas fermentaciones.

[0294] La viscosidad fue notable aproximadamente a las 10 horas y a las 24 horas, la viscosidad fue muy alta, causando que
el D.O. alcanzara el punto mas bajo. La viscosidad final alcanzé 3,220 cP. El desarrollo de la masa celular alcanzé un casi
maximo (12 a 15 g/litro) a las 20 horas. Células fueron retiradas diluyendo 1 parte de cultivo con 3 partes de agua,
mezclandolo bien y centrifugando a aproximadamente 30,000 x g para producir un sobrenadante claro y granulado celular,

que se puede lavar y secar.

[0295] Ensayos de concentraciéon de acido hialurénico fueron realizados usando el método ELISA, basado en una proteina

de enlace de hialuronano (proteina y equipos disponibles comercialmente de Seikagaku America, Falmouth, MA).

[0296] Bacillus subtilis RB 161 y RB163 fueron cultivados en fermentaciones discontinuas y de lote alimentado. En los
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procesos de lote alimentado, el indice de alimentacién fue variado entre cultivos de cepas de Bacillus subtilis RB163 y
RB161. Ensayos de concentraciones de acido hialurénico fueron otra vez realizados usando el método ELISA. Los
resultados se proveen en la tabla 2.

Tabla 2

Cepa y Condiciones de crecimiento HA (rendimiento relativo) método ELISA
RB-161
(hasA/tuaD/gtaB) 0.7+£0.1
Lote simple
RB-163
(hasA/tuaD/gcaD)
Lote alimentado 6 g

0.9 +0.1

sacarosallo hr
RB161
(hasA/tuaD/gtaB)

Lote alimentado 6 g

0.9 +0.1

sacarosal/lg hr
RB-163
(hasA/tuaD/gcaD)

Lote alimentado 2 g

1.0£0.2

sacarosa/lg hr
RB161
(hasA/tuaD/gtaB)
Lote alimentado -2 g

1.0+0.1

sacarosallo hr

[0297] Los resultados de los ensayos de cultivo para la misma cepa a un indice de flujo continuo de 2 g/L sacarosa/Lo hr en
comparacién con 6 g/L sacarosal/lLo hr demostraron que un indice de alimentacion de sacarosa mas rapido no mejoro

significativamente los titulos.

[0298] Un resumen de las cepas de Bacillus ejecutadas bajo las mismas condiciones (flujo continuo a aproximadamente 2 g
sacarosa/L0 hr, 37°C) se muestra en la figura 44. En la figura 44, valores + indican desviacion tipica de datos de multiples
ejecuciones bajo las mismas condiciones. Datos sin valores * son de Unica ejecucion. Concentraciones de acido hialurdnico

fueron determinadas usando el método de carbazol modificado (Bitter and Muir, 1962, Anal Biochem. 4: 330-334 ).

[0299] Un resumen de pesos moleculares promedio en peso de acido hialurénico de valor maximo (MDa) obtenidos de la
fermentacion de las cepas de Bacillus subtilis recombinantes bajo las mismas condiciones (flujo continuo a
aproximadamente 2 g sacarosallo hr, 37°C) se muestra en la figura 45. Pesos moleculares fueron determinados usando un
ensayo GPC MALLS. Datos fueron reunidos de ensayos GPC MALLS usando el siguiente procedimiento. Cromatografia
GPC-MALLS (permeacion en gel o exclusién de tamafio) acoplada con dispersién de luz laser multi-angulo) es muy usada

para caracterizar polimeros de peso molecular (PM) alto. La separacion de polimeros se consigue por cromatografia pg,
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basada en la subdivision diferencial de moléculas de diferente PM entre eluyente y resina. El peso molecular medio de un
polimero individual se determina por MALLS basado en la extensiéon/angulo diferencial de dispersion de moléculas de
diferente PM. Principios de GPC-MALLS y protocolos adecuados para acido hialurénico son descritos por Ueno et al., 1988,
Chem. Pharm. Bull. 36, 4971-4975; Wyatt, 1993, Anal. Chim. Acta 272: 1-40; y Wyatt Technologies, 1999, "Light Scattering
University DAWN Course Manual "y "DAWN EOS Manual" Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, California). Una
HPLC isocratica Agilent 1100, una columna Tosoh Biosep G6000 PWxI para la cromatografia pg, y un Wyatt Down EOS
para los MALLS fueron usados. Un detector de indice de refraccion Agilent G1362A fue enlazado hacia abajo de los MALLS
para determinaciéon de la concentracidbn de eluato. Varios productos de acido hialurbnico comerciales con pesos

moleculares conocidos sirvieron como estandares.

Depésito de Material biolégico
[0300] El siguiente material biolégico ha sido depositado segun las condiciones del tratado de Budapest con la Agricultural
Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street, Peoria, lllinois,

61604, y se le dio el siguiente nimero de acceso.

Deposito Numero de acceso Fecha de depésito
E. coli XL10 Gold kan (pMRT106) NRRL B-30536 12 de diciembre de 2001

[0301] La cepa ha sido depositada bajo condiciones que aseguran que el acceso al cultivo estara disponible durante la
pendencia de esta solicitud de patente a una determinada por el Comisiario de Patentes y Marcas registradas para ser
autorizado a ello conforme a 37 C.F.R. §1.14 y 35 U.S.C. §122. El depésito representa un cultivo substancialmente puro de
la cepa depositada. El depésito esta disponible segun lo requerido por las leyes de patente extranjeras en paises donde
ejemplares de la solicitud en objeto, o su progenie son depositados. No obstante, debe ser entendido que la disponibilidad
de un depésito no constituye una licencia para practicar la invencion en objeto en derogacién de los derechos de patentes

concedidas por accién gubernamental.

[0302] La invencion reivindicada y descrita aqui no debe ser limitada en su alcance por las formas de realizacion especificas
aqui descritas, ya que estas formas de realizacion se destinan como ilustraciones de diferentes aspectos de la invencion.
Cualquier forma de realizacion equivalente se destina a estar dentro del campo de esta invencion. De hecho, varias
modificaciones de la invencién ademas de aquellas descritas y mostradas aqui se hara aparente para los expertos en la
técnica de la descripcion precedente. Tales modificaciones estan también destinadas a caer dentro del campo de las

reivindicaciones anexas. En caso de conflicto, predominara la presente divulgacion incluidas sus definiciones.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0303]

<110> Novozymes Biotech, Inc.

<120> Métodos para producir hialuronano en una célula huésped recombinante

<130> 10241.204-WO
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<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis
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gagctctata aaaatgagga gggaaccgaa tgagaacatt aaaaaacct
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<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis
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gttaacgaat tcagctatgt aggtacctta taataatttt ttacgtgt

<210>5
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<210> 8
<211> 20
<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis

<400> B

tcagcacttc catcgtcaac 20
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<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis

<400> 9
ggatattacc tgtaacggat 20

<210> 10
<211> 20
<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis

<400> 10
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<210> 11
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<213> Bacillus subtilis
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Thr

cct
Pro
295

aaa
Lys

gga
Gly

aag
Lys

age
Ser

gat
Asp
375

aaa
Lys

gag
Glu

gct
Ala

ccg
Pro
200

tac

gct
Ala

cat
His

tct
Ser

gtg
Val
280

cat
His

caa
Gln

cct
Pro

atc
Ile

aag
Lys
360

gta
Val

ES 2362354 T3

ata
Ile

atce
Ile

att
Ile
185

gat
Asp

cag
Gln

ctt
Leu

atg
Met

cet
Pro
265

att
Ile

acg
Thr

tcg
Ser

tte
Phe

999
Gly
345

gca

Ala

aac
Asn

gtt
Val

aac
Asn
170

gat
Asp

gtc
val

act
Thr

tect
Ser

caa
Gln
250

ac
Asp

aaa
Lys

gag
Glu

gta
Val

get
Ala
330

aat

Asn

tect
Ser

ctg
Leu

gag
Glu
158

acce
Thx

cag
Gln

ata
Ile

ggt
Gly

cag
Gln
235

aat

Asn

gct
Ala

ggt
Gly

att
Ile

gtc
val
315

cac
His

ttt
Phe

cat
His

ggc
Gly

82

140

cat
His

ggt
Gly

gtg
val

gag
Glu

aat
Asn
220

gca
Ala

gge
Gly

gtt
vVal

gag
Glu

atg
Met
300

aat
Asn

ate
Ile

gta
vVal

cta
Leu

tge
Cys
380

aag
Lys

acg
Thr

tct
Ser

att
Ile
205

tte
Phe

gaa
Glu

gtg
Val

atc
Ile

gtg
Val
285

aat
Asn

cac
His

aga
Arg

gaa
Glu

agc
Ser
365

ggt
Gly

gac
Asp

tat

aat
Asn
190

ctt
Leu

caa
Gln

caa
Gln

acg
Thr

gga
Gly
270

caa

Gln

agt
Ser

agt
Ser

cct
Pro

att
Ile
350

tat

tca
Ser

gce
Ala

tgt
Cys
178

gat
Asp

aaa
Lys

gaa
Glu

ttt
Phe
ttg
255
agce

Sexr

atc
Ile

gecce
Ala

aaa
Lys

gat
Asp
335

aaa

Lys

gtc
Val

att
Ile

tct
Ser
160

tte
Phe

aat
Asn

aat
Asn

acg
Thr

atg
Met
240

att
Ile

gat
Asp

gga
Gly

att
Ile

gtg
val
320

tet

Ser

aag
Lys

ggec
Gly

act
Thr

480
528
576
624
672
720
768
816
864
912
960
1008
1056
1104

1152



ES 2362354 T3

gtc aat tat gat gga aag aat aag tat ttg aca aaa att gaa gat ggc 1200
val Asn Tyr Asp Gly Lys Asn Lys Tyr Leu Thr Lys Ile Glu Asp Gly
385 3%0. 395 400

gcg ttt atc gge tge aat tee aac ttg gtt gce cct gtc aca gtc gga 1248
Ala Phe Ile Gly Cys Asn Ser Asn Leu Val Ala Pre Val Thr Val Gly
405 410 415

gaa ggc gct tat gtg gecg gca ggt tca act gtt acg gaa gat gta cct 1236
Glu Gly Ala Tyr Val Ala Ala Gly Ser Thr Val Thr Glu Asp Val Pro
420 425 430

gga aaa geca ctt get att geec aga gcg aga caa gta aat aaa gac gat 1344
Gly Lys Ala Leu Ala Ile Ala Arg Ala Arg Gln Val Asn Lys Asp Asp
435 440 445

tat gtg aaa aat att cat aaa aaa : 1368
Tyr Val Lys Asn Ile His Lys Lys
450 455

<210> 30
<211> 456
<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 30

83



Met

Met

Met

Leu

Gly

65

His

Glu

Asp

Lys

Val

Val

50

Asp

Ala

Ile

Gln

Lys

Ser

Glu

35

Thr

Lys

val

Val

Met
115

Arg

Lys

20

His

Ile

Ser

Lys

Ile

100

Leu

Phe

Leu

val

vVal

Glu

Gln

85

Cys

Lys

Ala

val

Gly

Ala

Gly

Glu

Val

Lys

Asp

His

55

Gln

Agp

His

ES 2362354 T3

Val

Val

Glu

40

Gly

Leu

Pro

Thr

Thxr
120

Leu
Leu
25

Ala
Ala
Gln
Phe
Pro
105

Gln

Ala

10

Hig

Leu

Glu

Ala

Leu

90

Leu

Arg

84

Ala

Lys

Glu

Lys

75

Ala

Leu

Glu

Gly

val

Leu

Vval

60

Gln

Asp

Thr

Ala

Gln

Ser

45

Lys

Leu

Glu

Ala

Lys
125

Gly

Gly

30

Leu

Lys

Gly

Lys

Glu

110

Ala

Lys

Ser

Gln

Thxr

Gly

95

Thr

Thr

Lys

Leu

Ala

80

Val

Met

Ile



Leu
Ser

145

Glu

Glu

Leu

225

Lys

Asp

Thr

Glu

Gly

305

Gly

val

Asp

Thr

130

Glu

Glu

Asn

Gln

Gly

210

Gly

Glu

Pro

val

Asp

290

Ser

Asn

Ile

Gln

Ala

Ala

Asn

Glu

Glu

Gly

195

Glu

val

Arg

Met

Ile

275

Thr

Arg

Asp

Gly

Phe

355

Glu

val

Gly

Axrg

Ala

180

Glu

Thr

Asn

Ile

Asn

260

Ile

Thr

Val

Asn

340

Gly

val

Ala

Leu

165

Leu

val

Asp

Asn

245

Thr

Pro

Ile

Val

Asn

325

Glu

Agp

Gly

Glu

val

150

Val

Phe

Ala

230

Lys

Gly

Gly

Ile

310

Ile

Val

Axg

Thx

Asp

138

Gln

Thr

Arg

Leu

Ala

215

val

Ile

Thr

Pro

285

Lys

Gly

Lys

Ser

Asp

Pro

Lys

Glu

Ala

Pro

200

Ala

His

Ser

Val

280

His

Gln

Pro

Ile

Lys

360

val

ES 2362354 T3

Thr

Ile

Ile

Ile

185

Asp

Gln

Leu

Met

Pro

265

Ile

Ser

Phe

Gly

345

Ala

Asn

Gly Tyr Gly

val

Asn

170

Asp

val

Thr

Ser

Gln

250

AsSp

Lys

Glu

val

Ala

330

Asn

Ser

Leu

Glu
155
Thr
Gln
Ile
Gly
Gln
235
Asn
Ala
Gly
Ile
Val
315
His

Phe

His

140

His

Gly

val

Glu

Asn

220

Ala

Gly

Val

Glu

Met

300

Asn

Ile

Val

Leu

Arg
Lys
Thr
Ser
Ile
205
Phe
Glu
vVal
Ile
val
285

Asn

His

Glu

Ser
365

Gly Cys Gly

85

Ile

Asp

Asn

180

Leu

Gln

Gln

Thr

Gly

270

Gln

Ser

Ser

Pro

Ile

350

Ser

Ile

Ala

Cys

175

Asp

Lys

Glu

Phe

Leu

255

Ser

Ile

Ala

Lys

Asp

335

Lys

Val

Ile

Arg

Ser

160

Phe

Asn

Asn

Thr

Met

240

Ile

Asp

Gly

Ile

val

320

Serx

Lys

Gly

Thx



ES 2362354 T3

370 375 380

Val Asn Tyr Asp Gly Lys Asn lys Tyr Leu Thr Lys Ile Glu Asp Gly
385 350 39% 400

Ala Phe Ile Gly Cys Asn Ser Asn Leu Val Ala Pro Val Thr Val Gly
405 410 415

Glu Gly Ala Tyr Val Ala Ala Gly Ser Thr Val Thr Glu Asp Val Pro
420 425 430

Gly Lys Ala Leu Ala Ile Ala Arg Ala Arg Gln Val Asn Lys Asp Asp
435 440 445

Tyr Val Lys Asn Ile His Lys Lys
450 455

<210> 31
<211> 26
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 31
ggatcctttc tatggataaa agggat 26

<210> 32
<211> 31
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 32
gttaacagga ttatttttta tgaatatttt t 31

<210> 33
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 33
cagagacgat ggaacagatg 20

86



10

15

20

25

30

35

40

<210> 34
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 34
ggagttaatg atagagttgc

<210> 35
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 35
gaagatcggg aattttgtag

<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 36
catctgttcc atcgtctctg

<210> 37
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 37

gcaactctat cattaactcc

<210> 38
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 38

ctacaaaatt cccgatcttc

ES 2362354 T3

20

20

20

20

20

87
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<210> 39
<211> 54
<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis

<400> 39
gtgtcggaac tgcttaagca de attcattaca cccgctgtec ttettgttat ctec 54

<210> 40
<211> 1203
<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis

<220>

<221>CDS
<222> (1) .. (1203)
<223>

<400> 40

gtg aaa att tct gta gca ggc tca gga tat gtc ggc cta tcc ttg agt
Val Lys Ile Ser Val Ala Gly Ser Gly Tyr Val Gly Leu Ser Leu Ser
1 5 10 15

att tta ctg gca caa cat aat gac gtc act gtt gtt gat att att gat

Ile Leu Leu Ala Gln His Asn Asp Val Thr Val Val Asp Ile Ile Asp
20 25 30

88



gaa
Glu

gat
Asp

ctt
Leu
65

act
Thr

gtt
val

att
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu
145

tct
Ser

tet
Phe

tta
Leu

acc
Thr

tce
Ser
225

cat

His

gge
Gly

aag
Lys

att
Ile

gat
Asp

ccg
Pro

gaa
Glu

att
Ile

aaa
Lys
130

tca
Ser

tat

gct
Ala

ttt
Phe

ttt
Phe
210

gaa
Glu

gat
Asp

ggc
Gly

gtg
Val
35

gag
Glu

ggc
Gly

aca
Thr

gag
Glu

atc
Ile
115

tac

aaa
Lys

gaa
Glu

ggt
Gly

atg
Met
195

ttg
Leu

agc
Ser

cag
Gln

tat

aga
Arg

gag
Glu

gca
Ala

aat
Asn

gtc
val
100

aaa
Lys

cag
Gln

gce
Ala

aag
Lys

ctt
Leu
180

ggc
Gly

gct
Ala

aag
Lys

cge
Axg

tgc
Cys
260

ttg
Leu

tat

agc
Serxr

tat
85
att

Iie

tca
Ser

aca
Thr

tta
Leu

gac
Asp
165

tta
Leu

tca
Ser

atg
Met

ggt
Gly

att
Ile
245

ctg
Leu

ate
Ile

tta

gct
Ala
70

gac
Asp

gag
Glu

acc
Thr

gat
Asp
tac
150
gac

Asp

aag
Lys

cag
Gln

cgg

cta
Leu
230

ggt
Gly

cca
Pro

aat
Asn

aaa
Lys
55

tat

age
Ser

cag
Gln

ata
Ile

cgt
Arg
135

gat
Asp

tca
Ser

gaa
Glu

gag
Glu

gtg
val
215

gat
Asp

aac
Asn

aag
Lys

caa
Gln
40

aat
Asn

agc
Serxr

gaa
Glu

gtc
val

cca
Pro
120

att
Ile

aac
Asn

cca
Pro

gga
Gly

gct
Ala
200

tct

Ser

gct
Ala

cat
His

gac
Asp

ES 2362354 T3

ggc
Gly

gcg
aAla

aat
Asn

cge
Arg

cta
Leu
105

cta
Leu

att
Ile

ctt
Leu

agg
Arg

gcc
Ala
185

gag
Glu

tac
Tyr

cag
Gln

tac

agc
Ser
265

ata
Ile

ccg

gca
Ala

aac
Asn
90

gac
Asp

ggc
Gly

ttt
Phe

tac

gtt
Val
170

aaa
Lys

gcg
Ala

ttt
Phe

cgc
Arg

aat
Asn
250

aaa
Lys

tct
Ser

cta
Leu

gac
Asp
75

tac
TYyr

cta
Leu

ttt
Phe

agce
Ser

cca
Pro
155

att
Ile

agc
Ser

gtc
Val

aat
Asn

gtg
Val
238

aac
Asn

cag
Gln

89

cca
Pro

aat
Asn
60

ctt

Leu

ttt
Phe

aat
Asn

atc
Ile

cca
Pro
140

agt
Ser

cag

‘Gln

aag
Lys

aag
Lys

gaa
Glu
220

att
Ile

cct
Pro

ctg
Leu

atc
Ile
45

ctc
Leu

att
Ile

gac
Asp

gcg
Ala

aag
Lys
125

gaa
Glu

cgg

gct
Ala

gat
Asp

cta
Leu
205

tta

Leu

gaa
Glu

tce
Ser

ttg
Leu

aag
Lys

aca

atc
Ile

aca
Thr

tca
Ser
110

cat
His

ttt
Phe

atc
Ile

gct
Ala

act
Thr
190

ttt
Phe

gac
Asp

gga
Gly

ttt
Phe

gca
Ala
270

gat
Asp

gcg
Ala

att
Ile

agg
95

gca
Ala

gtt
Vval

tta
Leu

att
Ile

aaa
Lys
175

ccg
Pro

gcg
Ala

acc
Thr

gtc
val

gga
Gly
255

aat
Asn

gct
Ala

acc
Thr

gct
Ala
80

cat

His

acc
Thr

agg

aga
Arg

gtt
val
160

gcc .

Ala

gtc
val

aat
Asn

tat
Tyr

tgt
Cys
240

tat

tat

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



aga

ata
Ile

caa
Gln
305

atg
Met

atct
Ile

atg
Met

tte
Phe

cta
Leu
385

gac
Asp

ggc
Gly

cga
Arg
290

aag
Lys

aaa
Lys

gat
Asp

ctt
Leu

aaa
Lys
370

gga
Gly

<210> 41
<211> 401
<212> PRT

<213> Streptococcus equisimilis

<400> 41

att
Ile
275

aaa
Lys

cag
Gln

agce
Ser

atc
Ile

ggc
Gly
355

aac
Asn

gat
Asp

ccce
Pro

tce
Ser

gct
Ala

aac
Asn

atc
Ile
340

gag
Glu

gag
Glu

gtc
val

cag
Gln

tat

ggt
Gly

tct
Ser
325

aac

Asn

gat
Asp

tet
Ser

att
Ile

tcc
Ser

tta
Leu

gta
val
310

gat
Asp

gac
Asp

att
Ile

aca

gat
ASp
390

ttg
Leu

gct
Ala
295

cca

aat
Asn

tat
Tyx

ggc
Gly

atc
Ile
375

aag
Lvs

atg
Met
280
gaa
Glu

tta
Leu

ttc
Phe

gg9g9
Gly
tac
360
att

Ile

gtt
val

ES 2362354 T3

tca
Serx

caa
Gln

acg
Thr

cga

gtt
val
345

agg
Arg

gtg
val

tat

gcg
Ala

ata
Ile

att
Ile

gaa
Glu
330

aat

Asn

gtt
Val

tca
Ser

acg
Thr

att
Ile

tta
Leu

ggc
Gly
31s

agc
Ser

att
Ile

gtc
Val

aat
Asn

aga
Axrg
395

90

gtt
val

gac
asp
300

ttt
Phe

gce
Ala

gtc
val

‘aag

Lys

cgce
Arg
380

gat
Asp

gag
Glu
285

aga

Axrg

tac

att
Ile

atct
Ile

gac
Asp
365

ttt
Phe

gtc
vVal

tce
Ser

gcc
Ala

cge
Arg

aaa
Lys
tac
350

tta
Leu

gag
Glu

ttt
Phe

aac
Asn

tct
Ser

ttg
Leu

gat
Asp
335

gaa

Glu

gag
Glu

gac
Asp

gga
Gly

aag
Lys

agt

Ser

att
Ile
320

att
Ile

cce
Pro

cag
Gln

gac
Asp

aga
Arg
400

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1203



val

Ile

Glu

Asp

Leu

Lys

Leu

Lys

Ile

50

Asp

Ile Ser

Leu Ala
20

val Arg
35

Glu Glu

Gly Ala

ES 2362354 T3

Val Ala Gly Ser Gly Tyr Val Gly
5 10

Gln His Asn Asp Val Thr Val Val
25

Leu Ile Asn Gln Gly Ile Sex Pro
40

Tyr Leu Lys Asn Ala Pro Leu Asn
5SS 60

Ser Ala Tyr Ser Asn Ala Asp Leu

91

Leu

Asp

Ile

45

Leu

Ile

Ser

Ile

30

Lys

Thr

Ile

Leu Ser

15

Ile Asp

Asp Ala

Ala Thr

Ile Ala



65

Thr

val

Ile

Glu

Glu

148

Ser

Phe

Leu

Ser
225

His

Gly

Ile

Gln
3058

Pro

Glu

Ile

Lys

130

Ser

Ala

Phe

Phe

210

Glu

Asp

Gly

Gly

Axrg

290

Lys

Thr

Glu

Ile

115

Lys

Glu

Gly

Met

195

Leu

Ser

Gln

Ile
275

Lys

Gln

Asn
val
100
Lys
Gln
Ala
Lys
Leu
180
Gly
Ala
Lys
Arg
Cys
260
Pro

Ser

Ala

Ile

Ser

Thr

Leu

Asp

165

Leu

Ser

Met

Gly

Ile

245

Leu

Gln

Gly

70

Glu

Thr

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Leu

230

Gly

Pro

Ser

Leu

val
310

Ser

Gln

Ile

Axg

135

Asp

Ser

Glu

Glu

val

215

Asp

Asn

Lys

Leu

Ala

285

Pro

Glu

val

Pro

120

Ile

Asn

Pro

Gly

Ala

200

Ser

Ala

His

Asp

Met

. 280

Glu

Leu

ES 2362354 T3

Arg

Leu

105

Leu

Ile

Leu

Arg

Ala

185

Glu

Tyr

Gln

Ser
265
Ser

Gln

Thr

Asn

S0

Asp

Gly

Phe

Tyx

val

170

Lys

Ala

Phe

Arg

Asn

250

Lys

Ile

Ile

75

Phe

Sexr

Pro

1585

Ile

Ser

val

Asn

val

235

Asn

Gln

Ile

Leu

Gly
315

92

Phe

Asn

Ile

Pro

140

Ser

Gln

Lys

Lys

Glu

220

Ile

Pro

Leu

val

Asp

300

Phe

Asp

Ala

Lys

125

Glu

Arg

Ala

Asp

Leu

205

Leu

Glu

Ser

Leu

Glu

285

Arg

Tyx

Sexr

110

His

Phe

Ile

Ala

Thr

190

Phe

Asp

Gly

Phe

Ala

270

Ser

Ala

Arg

Arg

95

Ala

Val

Leu

Ile

Lys

175

Pro

Ala

Thr

Val

Gly

255

Asn

Asn

Sex

Leu

80

His

Arg

Arg

val

160

Ala

val

Asn

Tyr

Cys
240

Lys

Ser

Ile
320



10

Met Lys

Ile Asp

Met Leu

Phe Lys
370

Leu Gly
385

Asp

<210> 42
<211>900
<212> ADN

Ser

Ile

Gly

355

Asn

Asp

ES 2362354 T3

Asn Ser Asp Asn Phe Arg Glu Ser Ala
325 330

Ile Asn Asp Tyr Gly Val Asn Ile Val
340 _ 345

Glu Asp Ile Gly Tyr Arg Val Val Lys
360

Glu Ser Thr Ile Ile Val Ser Asn Axrg
375 380

Val Ile Asp Lys Val Tyr Thr Arg Asp
390 3iss

<213> Streptococcus equisimilis

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(900)

<223>

<400> 42

93

Ile Lys Asp Ile
335

Ile Tyr Glu Pro
350

Asp Leu Glu Gln
365

Phe Glu Asp Asp

Val Phe Gly Arg
400



atg
Met

cge
Arg

gtc
val

ggt
Gly

gaa
Glu
65

aag
Lys

aca

ttc
Phe

gat
Asp

atc
Ile
50

gac

Asp

ggc
Gly

aag
Lys

cta
Leu

aag
Lys

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

gtc
Val

ccc
Pro
20

cca

Pro

gag
Glu

ttt
Phe

acc
Thr

aga
Arg

gcc
Ala

acc
Thr

att
Ile

gac
Asp

gag
Glu
85

aaa
Lys

acc
Thr

att
Ile

ctt
Leu

tcc
Ser
70

ctg
Leu

gce
Ala

aag
Lys

caa
Gln

gtc
Val
55

aac
Asn

ctc
Leu

ES 2362354 T3

att
Ile

gca
Ala

tte
Phe
40

gtc
Val

ttc
Phe

aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu
25

atc

Ile

acc
Thr

gag
Glu

cte
Leu

cca
Pro
10

gcc
Ala

gtc
Val

ggc
Gly

cte
Leu

gtt
Val
90

94

gce
Ala

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys

gaa
Glu
75

gat
Asp

gcce
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu

gce
Ala
60

tac

gag
Glu

ggc
Gly

atg
Met

gct
Ala
45

aaa

Lys

aat
Asn

acc
Thr

cta
Leu

cte
Leu
30

cta
Leu

cgc

cte
Leu

act
Thr

ggc
Gly
15

cca
Pro

aag
Lys

tct
Ser

caa
Gln

gecce
Ala
95

act
Thr

atc
Ile

gcc
Ala

att
Ile

gcc
Ala
80

atc
Ile

48

96

144

192

240

288



ES 2362354 T3

aac ctg cac ttc att cgt cag agc cac cct aga gga cta ggg gac gct 336
Asn Leu His Phe Ile Arg Gln Ser His Pro Arg Gly Leu Gly Asp Ala
100 105 110

gtc ctc cag gcc aag gcoc ttt gtg ggc aat gag ccc ttt gtg gtc atg 384
Val Leu Gln Ala Lys Ala Phe Val Gly Asn Glu Pro Phe Val Val Met

ctg ggg gat gac ctc atg gat att acc aat cct agt gcc aag ccc ttg 432
P T s Bk R mam Il mn Pro Ser Ala Lves DPro Leun

Leu Gly Asp Asp Leu Met Asp hr Asn Pro Ser Ala Lys P

130 135 140

gce aag cag ctc att gag gat tat gat tgc aca cac gec tca acg att 480
Ala Lys Gln Leu Ile Glu Asp Tyr Asp Cys Thr His Ala Ser Thr Ile
145 150 155 160

gca gtg atg agg gtg ccg cat gag gag gtt tcc aat tat ggc gtg att 528
Ala Val Met Arg Val Pro His Glu Glu Val Ser Asn Tyr Gly Val Ile
165 170 175

gca ccg caa ggg aag gct gtt aag gge ttg tat agt gtg gag acc ttt 576
Ala Pro Gla Gly Lys Ala Val Lys Gly Leu Tyr Ser Val Glu Thr Phe
180 185 190

gtt gag aag cca agt cca gat gag gca ccg agt gac tta gcg att att 624
Val Glu Lys Pro Ser Pro Asp Glu Ala Pro Ser Asp Leu Ala Ile Ile
195 200 205

ggt cga tat ttg ttg acg cct gag att ttt gec ata ttg gag aat cag 672
Gly Arg Tyr Leu Leu Thr Pro Glu Ile Phe Ala Ile Leu Glu Asn Gln
210 215 220

geg cet ggg gect gge aat gag gta cag cta gcec gat gcg att gac aag 720
Ala Pro Gly Ala Gly Asn Glu Val Gln Leu Ala Asp Ala Ile Asp Lys
225 230 235 240

ctc aac aag act cag cgg gtt ttt gcg agg gag ttt aag gga gag cgg 768
Leu Asn Lys Thr Gln Arg Val Phe Ala Arg Glu Phe Lys Gly Glu Arg
245 250 255

tat gat gtt ggg gac aag ttt ggc ttt atg aag acc tca ctt gac tat 816
Tyr Asp Val Gly Asp Lys Phe Gly Phe Met Lys Thr Ser Leu Asp Tyr
260 265 270

gct ctc aag cac cct cag gtc aag gac gac ctc act gac tac att ata 864
Ala Leu Lys His Pro Gln Val Lys Asp Asp Leu Thr Asp Tyr Ile Ile
275 280 285

aag ctc agt aag caa ctg aac aag gac gtt aaa aaa 900
Lys Leu Ser Lys Gln Leu Asn Lys Asp Val Lys lys
290 295 300

<210> 43
95
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<211> 300
<212> PRT

<213> Streptococcus equisimilis

<400> 43

Met Thr Lys Val Arg Lys Ala Ile Ile Pro Ala Ala Gly Leu Gly Thr

96



Val

Gly

Glu

65

Lys

Asn

val

Leu

Ala

145

Ala

Val

Gly

Ala

225

Leu

Phe

Asp

Ile

50

AsSp

Gly

Leu

Leu

Gly

130

Lys

Val

Pro

Glu

Arg

210

Pro

Asn

Leu

Lys

35

Glu

His

Lys

His

Gln

115

Asp

Gln

Met

Gln

Lys

195

Gly

Lys

Pro

20

Pro

Glu

Phe

Thr

Phe

100

Ala

Asp

Leu

Arg

Gly

180

Pro

Leu

Ala

Thr

Ala

Ile

Asp

Glu

85

Ile

Lys

Leu

Ile

val

165

Lys

Ser

Leu

Gly

Gln
245

Ile

Leu

Ser

70

Leu

Arg

Ala

Met

Glu

150

Ala

Pro

Asn
230

Arg

Lys Ala

Gln Phe
40

Val val
55

Asn Phe

Leu Lys

Gln Ser

Phe Val
120

Asp Ile
135

Asp Tyr

His Glu

val Lys

Asp Glu

200

Pro Glu
215

Glu Vval

val Phe

ES 2362354 T3

Leu

25

Ile

Thr

Glu

Leu

His

105

Gly

Tﬁr

Asp

Glu

Gly

185

Ala

Ile

Gln

Ala

10

Ala

val

Gly

Leu

val

90

Pro

Asn

Asn

Cys

val

170

Leu

Pro

Phe

Leu

Axg
250

Lys
Glu
Lys
Glu
75

Asp
Arg
Glu
Pro

155

Ser

Ser
Ala

Ala
235

Glu

97

Glu

Glu

Ala

60

Glu

Gly

Pro

Ser

140

His

Asn

Ser

Asp

Ile

220

Asp

Phe

Met

Ala

45

Lys

Asn

Thr

Leu

Phe

125

Ala

Ala

val

Leu

205

Leu

Ala

Lys

Leu
30

Leu

Leu

Thr

Gly

110

val

Lys

sSer

Gly

Glu

190

Ala

Glu

Ile

Gly

15

Pro

Lys

Ser

Gln

Ala

95

Asp

Val

Pro

Thr

val

175

Thr

Ile

Asn

Asp

Glu
255

Ile

Ala

Ile

Ala

80

Ile

Ala

Met

Leu

Ile

160

Ile

Phe

Ile

Gln

Lys

240

Arg



10

ES 2362354 T3

Tyr Asp Val Gly Asp Lys Phe Gly Phe Met Lys Thxr Ser Leu Asp Tyr
260 265 270

Ala Leu Lys His Pro Gln Val Lys Asp Asp Leu Thr Asp Tyr Ile Ile
275 280 285

Lys Leu Ser Lys Gln Leu Asn Lys Asp Val Lys Lys
290 295 300

<210> 44
<211> 1380
<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis
<220>

<221>CDS

<222> (1)..(1380)

<223>

<400> 44

98



atg
Met

aat
Asn

ctg
Leu

cte
Leu

gat
Asp
65

gca
Ala

cta
Leu

gct
Ala

aca
Thr

aaa
Lys

tca
ser

gag
Glu

aca
Thr
50

caa
Gln

gtc
Val

gtg
val

ctg
Leu

gecc
Ala
130

aac
Asn

999
Gly

cat
His
35

gtg
val

tta
Leu

atg
Met

act
Ile

cta
Leu
115

aat
Asn

tac

ctt
Leu
20

gte
vVal

atc
Ile

ctg
Leu

atg
Met

gea
Ala
100

gac

Asp

gce
Ala

gece
Ala

tce
Ser

ctc
Leu

ggt
Gly

aca
Thr

gca
Ala
85

ggt
Gly

tat
Tyr

aag
Lys

att
Ile

aag
Lys

aag
Lys

cat
His

gtg
Val
70

gaa

Glu

gac
Asp

cat
His

gat
Asp

ES 2362354 T3

atc cta
Ile Leu

gtg ctg
Val Leu

agec gtc
Ser Vval
a0

cag gca
Gln Ala
55

gtg caa
Val Gln

gag gag
Glu Glu

acc ccc
Thr Pro

atc aga

Ile Arg
120

cCcc ttt
Pro Phe
135

gca
Ala

cac
His
25

tca
Ser

gag
Glu

gag
Glu

cta
Leu

ttg
Leu
105

gaa

Glu

ggc
Gly

gct
Ala
10

aag

Lys

gece
Ala

caa
Gln

gag
Glu

tct
Ser
90

atec
Ile

aag
Lys

tac

Tyr

99

gga
Gly

gta
Val

cta
Leu

gta
val

cag
Gln
75

ggc
Gly

aga
Arg

aat
Asn

ggc
Gly

aag
Lys

tca
Ser

gct
Ala

cgt
Arg
60

cta
Leu

tta
Leu

gga
Gly

gtg
Val

cga
Arg
140

gga
Gly

ggc
Gly

cct
Pro
45

gce
Ala

gga
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu

gca
Ala
125

atc
Ile

acc
Thr

cta
Leu
30

caa
Gln

gte
vVal

aca
Thr

gg99
Gly

agce
Ser
110

acec

Thr

att
Ile

cge
Arg
15

age
Ser

aag
Lys

cta
Leu

ggc
Gly

cag
Gln
S5

cte

Leu

att
Ile

cgc
Arg

atg
Met

atg
Met

caa
Gln

ggt
Gly

cat
His
80

acc
Thr

aag
Lys

ctc
Leu

aat
Asn

48

96

144

152

240

288

336

384

432



gca
Ala
145

gca
Ala

aat
Asn

caa
Gln

caa
Gln

ggg
Gly
225

gag
Glu

cct
Pro

ttg
Leu

aga
Arg

gag
Glu
305

gat
Asp

ctc
Leu

cat
His

gcc
Ala

aat

gca
Ala

gag
Glu

aag
Lys

g99
Gly

gaa
Glu
210

gtt
val

cgg

gca
Ala

att
Ile

agt
Ser
290

ggc
Gly

ggt
Gly

gat
Asp

cta
Leu

gag
Glu
370

tat

gga
Gly

caa
Gln

cge
Arg

gaa
Glu
185

aag
Lys

aat
Asn

ate
Ile

gct
Ala

gaa
Glu
275

gtt
Val

gta
Val

gtg
val

gag
Glu

999
Gly
385

att
Ile

gat

gag
Glu

gag
Glu

cte
Leu
180

tat

gtt
Val

gat
Asp

aac
Asn
ace
260
get

Ala

ata
Ile

gtg
val

aca
Thr

tgt
Cys
340
gcc
Ala

ggc
Gly

ggt

gtg
Val

-gte

val
165

ttt
Phe

tac

gga
Gly

cge
Arg

aag
Lys
245

tat

aat
Asn

acc
Thr

gtg
Val

gta
val
325

gtt
val

aat
Asn

tca
Ser

caa

gtc
val
150

aag
Lys

gag
Glu

cta
Leu

gct
Ala

cta
Leu
230

cag
Gln

ate
Ile

gtg
Val

aat
Asn

agc
Ser
310

999
Gly

cat
His

acc
Thr

gag
Glu

cgg

aac
Asn

gag
Glu

gct
Ala

accg
Thr
tac
215
gct
Ala

cac
His

gaa
Glu

acc
Thr

gg9g
Gly
295

cag
Gln

ccc
Pro

att
Ile

aag
Lys

gttt
val
375

aaa

ate
Ile

ate
Ile

cta
Leu

gat
Asp

200

ctg
Leu

cta
Leu

atg
Met

agc
Ser

cta
Leu
280

age

Ser

tca
Ser

tat

999
Gly

gca
Ala
360

aat
Asn

tac

ES 2362354 T3

gtt
val

aac
Asn

aag
Lys
185

gtg
Val

ctg
Leu

gce
Ala

ctt
Leu

agt
Ser
265

aag
Lys

tat

gtg
Val

gca
Ala

aac
Asn
345

ggg
Gly

att
Ile

cag

gaa
Glu

aca
Thr
170

cat

His

atc
Ile

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn
250

gta
Val

gga

Gly

atce
Ile

att
Ile

cac
His
330

ttt
Phe

cat
His

ggt
Gly

aca

caa aag gac

Gln
155

gg9g9
Gly

ctec
Leu

agt
Ser

gat
Asp

get
Ala
235

g99
Gly

gag
Glu

cag
Gln

ctt
Leu

gag
Glu
315

att
Ile

gta
val

ttg
Leu

geca
Ala

gtg

Lys

ace
Thr

acg
Thr

att
Ile

tct
Phe
220

gag
Glu

gtg
Val

att
Ile

act

gat
Asp
300

ggc
Gly

cge

gag
Glu

act

gga
Gly
380

att

100

Asp

tat
Tyr

act
Thr

tte
Phe
205
gat
Asp

gtg
Val

acec

gcg
Ala

aga
Arg
285
tca
Ser

tca
Ser

ceg
Pro

gtt
val
tat
365
age

Ser

gge

gct
Ala

ate
Ile

gat
Asp
190

aag
Lys

gaa
Glu

atc
Ile

ctg
Leu

ccg
Pro
270

att
Ile

agg
Arg

gtc
Val

gac
Asp

aag
Lys
350

ctg
Leu

att
Ile

gat

aat
Asn

ttt
Phe
178

aat
Asn

gce
Ala

agc
Ser

atg
Met

caa
Gln
255

gac

Asp

ggc
Gly

ctt
Leu

cta
Leu

tct
Ser
335

999
Gly

g9g9
Gly

acg
Thr

cac

gag
Glu
160

gac
Asp

gcc
Ala

agc
Ser

cta
Leu

cag
Glin
240

aac

Asn

gtc
val

agc
Ser

ggt
Gly

gca
Ala
320

cag
Gln

tet
Ser

aat
Asn

gtt
val

gct

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



ES 2362354 T3

Asn Tyr Asp Gly Gln Arg Lys Tyr Gln Thr Val Ile Gly Asp His Ala
385 390 395 400

ttt att ggg agt cat tecg act ttg ata get ccg gta gag gtt ggg gag 1248
Phe Ile Gly Ser His Ser Thr Leu Ile Ala Pro Val Glu Val Gly Glu
405 410 415

aat gct tta aca gca gca ggg tct acg ata gee cag tcg gtg cca gea 1296
Asn Ala Leu Thr Ala Ala Gly Ser Thr Ile Ala Gln Ser Val Pro Ala
420 425 430

gac agt gtg gct ata ggg cgt agc cgt cag gtg gtg aag gaa ggc tat 1344
Asp Ser Val Ala Ile Gly Arg Ser Arg Gln Val Val Lys Glu Gly Tyx
435 440 445

gce aag agg cta cca cat cac ccg gat cag ccc cag 1380
Ala Lys Arg Leu Pro His His Pro Asp Gln Pro Gln
450 455 460

<210> 45
<211> 460
<212> PRT

<213> Streptococcus equisimilis

<400> 45

101



Met

Asn

Leu

Asp

65

Ala

Leu

Ala

Thx

Lys

Ser

Thr

50

Gln

Val

Val

Leu

Ala
130

Asn

Gly

His

35

Val

Leu

Met

Ile

Leu

115

Asn

Leu
20

val

Ile

Met

Ala

100

Asp

Ala

Ser

Leu

Gly

Thr

Ala

85

Gly

Lys

Ile

Lys

Lys

His

Val

70

Glu

Asp

His

Asp

Ile

val

Ser

Gln

S5

val

Glu

Thr

Ile

Pro
135

ES 2362354 T3

Leu

Leu

Val

40

Ala

Gln

Glu

120

Phe

Ala

His

25

Ser

Glu

Glu

Leu

Leu

105

Glu

Gly

Ala

10

Lys

Ala

Gln

Glu

Ser

80

Ile

Lys

Tyr

102

Gly

val

Leu

Val

Gln

75

Gly

Arg

Asn

Gly

Lys

Serxr

Ala

Arg

Leu

Leu

Gly

val

Arg
140

Gly

Gly

Pro

45

Ala

Gly

Glu

Glu

Ala

125

Ile

Thr

Leu

30

Gln

vVal

Thr

Gly

Ser

110

Thr

Ile

Axg

is

Ser

Lys

Leu

Gly

Gln

95

Leu

Ile

Arg

Met

Met

Gln

Gly

His

80

Thr

Lys

Leu

Asn



ES 2362354 T3

Ala Ala Gly Glu Val Vval Asn lle Val Glu Gln Lys Asp Ala Asn Glu
145 150 155 160

Ala Glu Gln Glu vVal Lys Glu Ile Asn Thr Gly Thr Tyr Ile Phe Asp
165 170 175

Asn Lys Arg Leu Phe Glu Ala Leu Lys His Leu Thr Thr Asp Asn Ala
180 185 190

Gln Gly Glu Tyr Tyr Leu Thr Asp Val Ile Ser Ile Phe Lys Ala Ser
185 200 205

Gln Glu Lys Val Gly Ala Tyr Leu Leu Lys Asp Phe Asp Glu Ser Leu
210 215 220

Gly Val Asn Asp Arg Leu Ala Leu Ala Gln Ala Glu Val Ile Met Gln
225 230 235 240

Glu Arg Ile Asn Lys Gln His Met Leu A Gly Val Thr Leu Gln Asn

[0
o

Pro Ala Ala Thr Tyr Ile Glu Ser Ser Val Glu Ile Ala Pro Asp Val
260 265 270

Leu Ile Glu Ala Asn Val Thr Leu Lys Gly Gln Thr Arg Ile Gly Ser
275 280 285

Arg Ser Val Ile Thr Asn Gly Ser Tyr Ile Leu Asp Ser Arg Leu Gly
290 295 300

Glu Gly Vval val Val Ser Gln Ser Val Ile Glu Gly Ser Val Leu Ala

305 310 315 320
Asp Gly Val Thr Val Cly Pro Tyr Ala His Ile Arg Pro Asp Ser Gln
325 330 335

Leu Asp Glu Cys val His Ile Gly aAsn Phe Val Glu val Lys Gly Ser

His Leu Gly Ala Asn Thr Lys Ala Gly His Leu Thr Tyr Leu Gly Asn
355 360 365

Ala Glu Ile Gly Ser Glu Val Asn Ile Gly Ala Gly Ser Ile Thr Val
370 375 380

103



10

15

20

25

Asn Tyr Asp Gly Gln Arg
385 390

Phe Ile Gly Ser His Ser
405

Asn Ala Leu Thr Ala Ala
: 420

Asp Ser Val Ala Ile Gly
435

Ala Lys Arg Leu Pro His
450
<210> 46
<211> 29
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 46
gcggcecegegg tacctgtgtt acacctgtt

<210> 47
<211> 38
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 47
gtcaagctta attctcatgt ttgacagctt atcatcgg

<210> 48
<211>18
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 48
catgggagag acctttgg 18

<210> 49
<211>17
<212> ADN

Lys

ES 2362354 T3

Gly Ser

His
455

Pro

29

Gln Thr Vval

Ile Ala Pro

410

395

Thr Ile Ala

425

Arg Gln Val

Asp Gln Pro

38

104

Ile

val

Gln

val

Gln
460

Gly

Glu

Ser

Lys
445

Asp His Ala
400

val Gly Glu
415

Val Pro Ala
430

Glu Gly Tyr
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40

<213> Bacillus subtilis

<400> 49
gtcggtcttc catttge

<210> 50
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 50
cgaccactgt atcttgg

<210> 51
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 51

gagatgccaa acagtgc

<210> 52
<211> 16
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 52
catgtccatc gtgacg

<210> 53
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 53
caggagcatt tgatacg

<210> 54
<211> 16
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

ES 2362354 T3

17

17

17

16

17
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<400> 54

ccttcagatg tgatcc

<210> 55
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 55
gtgttgacgt caactgc

<210> 56
<211>18
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 56
gttcagcectt tecteteg

<210> 57
<211>18
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 57
gctaccttct ttcttagg

<210> 58
<211>18
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 58
cgtcaatatg atctgtgc

<210> 59
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

ES 2362354 T3

16

17

18

18

18
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<400> 59
ggaaagaagg tctgtgc

<210> 60
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 60

cagctatcag ctgacag

<210> 61
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 61

gctcagctat gacatattcc

<210> 62
<211> 17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 62
gatcgtcttg attaccg

<210> 63
<211> 16
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 63
agctttatcg gtgacg

<210> 64
<211> 16
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 64

ES 2362354 T3

17

17

20

17

16

107



10

15

20

25

30

35

40

tgagcacgat tgcagg

<210> 65
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 65
cattgcggag acattgc

<210> 66
<211> 26
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 66

tagacaattg gaagagaaaa gagata

<210> 67
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 67

ccgtcgctat tgtaaccagt

<210> 68
<211> 29
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 68

ggaattccaa agctgcagcg geecggegeg

<210> 69
<211> 32
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 69

gaagatctcg tatacttggc ttctgcagct gc

ES 2362354 T3

16
17
26
20
29
32
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<210>70
<211> 31
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 70

gaagatctgg tcaacaagct ggaaagcact ¢

<210> 71
<211> 33
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 71

cccaagcttc gtgacgtaca gcaccgttcc gge

<210>72
<211> 50
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 72

ES 2362354 T3

31

33

ccttaagggc cgaatattta tacggagctc cctgaaacaa caaaaacggc

<210>73
<211> 34
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 73
ggtgttctct agagcggecg cggttgeggt cage

<210> 74
<211> 27
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 74
gtccttcttg gtacctggaa gcagagce

34

27

109
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<210>75
<211> 39
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 75

gtataaatat tcggccctta aggccagtac cattttccc

<210> 76
<211>13
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 76
gggccggatc cge 13

<210> 77
<211> 20
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 77
attcccggcec taggcgeegg 20

<210>78
<211>19
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 78
ggaaattatc gtgatcaac 19

<210>79
<211> 21
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 79

gcacgagcac tgataaatat g 21

<210> 80

ES 2362354 T3
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40

<211> 21
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 80
catatttatc agtgctcgtg c 21

<210> 81
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 81
tcgtagacct catatgc 17

<210> 82
<211>17
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 82
gtcgttaaac cgtgtgce 17

<210> 83
<211>39
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 83
ctagaggatc cccgggtacce gtgetetgec ttttagtce

<210> 84
<211> 37
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 84
gtacatcgaa ttcgtgctca ttattaatct gttcagc

<210> 85
<211> 20

ES 2362354 T3

39

37
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10

15

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 85

aactattgcc gatgataagc

<210> 86
<211> 1260
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (1260)
<223>

<400> 86

20

ES 2362354 T3

112



atg
Met

gct
Ala

gat
Asp

tece
Ser

gca
Ala
65

gga
Gly

aat
Asn

tat

gaa
Glu

aaa
Lys

ggce
Gly

ggc
Gly

tce
Ser
50

tta
Leu

acg
Thr

gac

Asp’

gat
Asp

gcg
Ala
130

aaa
Lys

gcg
Ala
tgg
35

tca
Ser

999
Gly

att
Ile

tat

cct
Pro
115

aga

gtg
Val

aac
Asn
20

ggc
Gly

aat
Asn

aag
Lys

gac
Asp

aaa
Lys
100

agc

Ser

gca
Ala

atg
Met

gca
Ala

gcg
Ala

gtg
val

gaa
Glu

atg
Met
8%

gat
Asp

aca
Thxy

cgce

tta
Leu

gct
Ala

tac

tat
Tyr

acg
Thr
70

aac

Asn

ccg
Pro

tgg
Trp

tct
Ser

gct
Ala

gat
Asp

tcyg
Ser

acc
Thr
1]

aac
Asn

gtg
Val

gag
Glu

ggc
Gly

cag
Gln
135

ES 2362354 T3

acg
Thr

tta
Leu

acce
Thr
40

gtc
val

aca
Thr

gat
Asp

tat

aaa
Lys
120

aaa
Lys

gct
Ala

ggc
Gly
25

ggc
Gly

agc
Ser

acg
Thr

gac
Asp

gat
Asp
105

aaa

Lys

aac
Asn

ttg
Leu
i0

cac

His

acg
Thr

aac
Asn

ccCa
Pro

aat
Asn
90

ttyg
Leu

gag
Glu

caa
Gln

113

ttt
Phe

cag
Gln

aca
Thx

aga
Arg

aaa
Lys
75

ctg

Leu

gac
Asp

ccyg
Pro

aaa
Lys

tta
Leu

acg
Thr

ggc
Gly

aac
Asn
60

atc
Ile

aag
Lys

aaa
Lys

tcg
Ser

gca
Ala
140

gga
Gly

ttg
Leu

gga
Gly
45

cag

Gln

att
Ile

ceg
Pro

tat
Tyr

gga
Gly
125

cgg

ttg
Leu

gga
Gly

tca
Ser

ctt
Leu

tat

ctt
Leu

ttg
Leu
110

aca
Thr

gtc
Val

act
15

tcc
Ser

aaa
Lys

gtc
Val

atc
Ile

ggc
Gly
95

aza

Lys

caa
Gln

atg
Met

cca
Pro

aat
Asn

gca
Ala

teg
Ser

aag
Lys
eo

cta

Leu

gcc
Ala

gaa
Glu

gtg
val

48

96

la4

192

240

288

336

384

432



gat
Asp
145

gtc
val

aac
Asn

act

ata
Ile

ggt
Gly
225

cag
Gln

acg
Thr

gga
Gly

ctg
Leu

cgce
Arg
305

age

Ser

tct
Ser

gct
Ala

tee
Ser

atc
Ile

gtg
val

att
Ile

gac
Asp

aac
Asn
210

tcg

Ser

cac
His

atg
Met

tca
Ser

cat
His
290

tte
Phe

tct

Ser !

aaa
Lys

gct
Ala

ggc
Gly
370

cct
Pro

gga
Gly

gaa
Glu

gga
Gly
195

ggc
Gly

cgt
Arg

cat
His

tcc
Ser

agt
Ser
275

cat
His

aaa
Lys
355

acg
Thr

gca
Ala

gga
Gly

ttc
Phe
180
age
Ser

gge
Gly

ccg
Pro

gac
Asp
tac
260
gac

Asp

aac
Asn

caa
Gln

agt
Ser
tat
340
acg

Thr

ttg
Leu

aac
Asn

aac
Asn
165

cag
Gln

tca
Ser

aca

gac
Asp

ggc
Gly
245

aac
Asn

agc
Ser

cge
Arg

gtg
val

tat

Tvr
-

325

gcce
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

acg
Thr
150

tte
Phe

gat
Asp

999
Gly

cac
His

age
Ser
230

caa
Gln

tat

aaa
Lys

tat
Tyr

cac
His
310

cct
Pro

caa
Gln

agc
Ser

aac
Asn

acg

caa
Gln

gcc
Ala

aac
Asn

atc
Ile
215

aca
Thr

acg
Thr

tat

acc
Thr

aaa
Lys
295

gta
val

ggc
Gly
375

ate
Ile

ate
Ile

tat

tgg
Trp
200

tgg

tca
Ser

gat
Asp

cac
His

tce
Sexr
280

aat
Asn

tac

® Q
L e

aat
Asn

ttc
Phe
360

aca
Thr

ES 2362354 T3

gte
val

aag
Lys

gac
Asp
185

aac
Asn

att
Ile

ccg
Pro

gct
Ala

gat
Asp
265

gat
Asp

att
Ile

aac
Asn

tat

1yr

gtc
Val
345

agc

Ser

cag
Gln

ggt
Gly

agt
Ser
170

tat

tca
Ser

gat
Asp

aaa
Lys

tcc
Ser
250
cat
His

gac
Asp

gte
val

aac
Asn
gca
330
att

Ile

999
Gly

atc
Ile

tca
Ser
155
gat
Asp

ttt
Phe

caa
Gln

cac
His
tat
235

aac
Asn

gat
Asp

ggc
Gly

cag
Gln

gga
Gly

aac
Asn

114

ggg
Gly

aac
Asn

ccg
Pro

tac

tgt
Cys
220

tat

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys

cge
Arg
300

tat

gga

Gly I

gta
Val

acg
Thr

gca
Ala
380

act
Thr

gtec
val

caa
Gln

gac
Asp
205

aca
Thr

gga
Gly

gct
Ala

agce
Ser

tta
Leu
285

gcg
Ala

gaa
Glu

atc

ccg
Pro

gct
Ala
365

tcg
Ser

aac
Asn

att
Ile

tgg

190
aac

Asn

tct
Phe

aga
Arg

aac
Asn

tce
Sex
270

aaa
Lys

cecg
Pro

gga
Gly

gga

e Gly

gga
Gly
350

tta

Leu

gct
Ala

gct
Ala

att
Ile
175

gat
Asp

atc
Ile

aat
Asn

aaa
Lys

tat

N
Ul
(1]

att
Ile

att
Ile

aga
Arg

agc
Ser

aag

Lvse ¢

335
ctg
Leu

tat

gca
Ala

aaa
Lys
160

cge

ccg

acg
Thr

gac
Asp
tat
240
ate

Ile

ttc
Phe

acg
Thr

gtc
Vval

gac
Asp

aac
Asn

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152



999
Gly
385

gat
AsSp
ggt
Gly

<210> 87
<211> 42

ctg
Leu

gct
Ala

aaa
Lys

0

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 87

agc
Ser

tect
Ser

tta
Leu

ES 2362354 T3

tct tet gtc gge tgg acg ccg tct ctg cat gga teg att
Ser Ser Val Gly Trp Thr Pro Ser Leu His Gly Ser Ile
390 395 400

gct aht gtg aaa tca aat gtt ata aat caa gcg ggt geg
Ala Asn Val Lys Ser Asn Val Ile Asn Gln Ala Gly Ala
405 410 415

aat
Asn
420

115

1200

1248

1260



Met Lys

Ala Gly

Asp Gly

Ser Ser
50

Ala Leu
65

Gly Thr

Asn Asp

Tyr Asp

Glu Ala
130

Asp Ile
145

vVal val

Lys

Ala

Trp

35

Ser

Gly

Ile

Pro

115

Arg

Pro

Gly

Val Met
5

Asn Ala
20

Gly Ala
Asn Val
Lys Glu
Asp Met

85
Lys Asp
100
Ser Thr
Ala Aré

Ala Asn

Gly Asn

Leu

Ala

Thx
70

Asn

Pro

Trp

Sex

Thr

150

Phe

ES 2362354 T3

Ala Thr Ala

Asp Leu Gly
25

Ser Thr Gly
40

Thr val Ser
55

Asn Thr Thr

Val Asp Asp

Glu Tyr Asp
105

Gly Lys Lys
120

Gln Lys Asn
135

Thr Ile Val

Gln Ile Lys

Leu

10

His

Thr

Asn

Pro

Asn

90

Glu

Gln

Gly

Ser

116

Phe

Gln

Thr

Arg

Lys

75

Leu

Asp

Pro

Lys

Ser

155

Asp

Leu

Thr

Gly

Asn

60

Ile

Lys

Lys

Sex

Ala

140

Gly

Asn

Gly

Leu

Gly

Gln

Ile

Pro

Gly
125

Arg

val

Leu

Gly

30

Ser

Leu

Leu

Leu

110

Thx

Vval

Asn

Ile

Thr
15

Ser
Lys
val
Ile
Gly
SS

Lys
Gln
Met

Ala

Ile

Pro

Asn

Ala

Ser

Lys

80

Leu

Ala

Glua

val

Lys

160

Arg



Ile Aan
210

Gly Ser
225

Gln His

Thr Met

Gly Ser

Leu His
290

Arg Phe
305

Ser Ser

Ser Lys

Ala Ala

Ser Gly
370

Gly Leu
385

Asp Ala

Gly

198

Gly

Arg

His

Ser

ser

275

His

Gly

Ser

Ile

Lys

355

Thr

Ser

Ser

.S T
ruc

180

Ser

Gly

Pro

Asp

260

Asp

Asn

Gln

Ser

340

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

Asp

Gly

245

Asn

ser

Arg

val

325

Ala

Ile

Leu

Ser

Asn
405

o
Ul
ke

Gly

His

Ser

230

Gln

Tyr

Lys

His

310

bPro

Gln

Sex

Asn

val
390

Val

3

Asn

Ile

215

Thr

Lys

285

Val

Phe

Asn

Val

Gly

375

Gly

Lys

-
[V,

200

Ser

Asp

His

Ser

280

Al
Asn

Ser
Asn
Phe
360

Thr

Trp

Ser

ES 2362354 T3

Ile

Ala

Asp

265

Asp

Ile

Asn

Val

345

Ser

Gln

Thr

Asn

Asp

Lys

Ser

250

His

Asp

val

Asn

Ala

330

Ile

Gly

Ile

Pro

vVal
410

ol
-~
a

Gln

His

235

Asn

Asp

Gly

Gln

315

Trp

Asp

Gly

Asn

Ser

385

Ile

117

i
o

Cys

220

Gly

Lys

Lys

Arg

300

Gly

Val

Thr

Ala

380

Leu

Asgn

Gly

Ala

Ser

Leu

285

Ala

Glu

Ile

Pro

Ala

365

Ser

Hig

Gln

Asn

Phe

Asn

Ser

270

Lys

Pro

Gly

Gly

Gly

350

Leu

Ala

Gly

Ala

Ile

Asn

Lys

255

Ile

Ile

Ser

Lys

335

Leu

Ala

Ser

Gly
415

N
o

240

Ile

Phe

Thr

val

Thr

320

Ser

Ser

Asp

Asn

Ile

400

Ala



10

15

20

25

30

35

ES 2362354 T3

Gly Lys Leu Asn
420

<210> 88
<211> 26
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 88
actagtaatg atggctgggg cgcgta 26

<210> 89
<211> 26
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 89
gtcgacatgt tgtcgtattg tgagtt 26

<210> 90
<211> 52
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 90

gagctctaca acgcttatgg atccgecggcec gecggecggceac acacatcetgg at

<210> 91
<211> 26
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 91
gacgtcagcc cgtttgcagc cgatgce 26

<210> 92
<211> 1257
<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes

118

52



<220>
<221>CDS
<222> (1) .. (1257)
<223>

<400> 92

gtg cct att
Val Pro Ile
1

ata tct atc
Ile Ser Ile

ttt aaa
Phe Lys
S

ttg att
Leu Ile
20

ES 2362354 T3

aaa act tta att gtt tta
Lys Thr Leu Ile Val Leu
10

tat cta aat atg tat cta

Tyr Leu Asn Met Tyr Leu
25

119

tce ttt
Ser Phe

ttt gga
Phe Gly

att
Ile

aca

ttt ttg
Phe Leu
15

tca act
Ser Thr

48

26



gta
val

gga
Gly

aaa
Lys
65

tta
Leu

att
Ile

att
Ile

gtt
Val

gca
Ala
145

act

Thr

gat
Asp

caa
Gln

tte
Phe

tgc

Cys
225

tta
Leu

999
Gly

gte

gga
Gly

tta
Leu
50

gtt
val

gaa
Glu

tat
Tyr

gaa
Glu

cac
His
130

ttt
Phe

tat

gag
Glu

act
Thr

g9g9
Gly
210

tca
Ser

gag
Glu

gat
Asp

tac

att
Ile
35

tet
Ser

gct
Ala

act
Thr

att
Ile

gag
Glu
115

cgt
Arg

gaa
Glu

atc
Ile

aca
Thr

aat
Asn
195

gtg
Val

gga
Gly

cge
Arg

gat
Asp

caa

tat
Tyx

ttc
Phe

gct
Ala

ctt
Leu

gtt
val
100

tat

tce
Serxr

aga
Arg

tat

gtt
val
180

cta

Leu

gag
Glu

cca
Pro

tat

cga
Arg
260

tca

gga
Gly

ctt
Leu

‘gta

Val

aaa
Lys
85

gat
Asp

gta
Val

ctt
Leu

tct
Ser

cca
Pro
165

tat

tta
Leu

cgt
Arg

ttg
Leu

aaa
Lys
245

tgt
Cys

aca

gta
val

tat

att
Ile
70

agt
Ser

gat
Asp

aat
Asn

gte
vVal

gac
Asp
150

aat

Asn

gct
Ala

acg
Thr

gct
Ala

agt
Ser
230

aat
Asn

tta
Leu

gct

ata
Ile

gag
Glu
S5

cct
Pro

gtg
val

g999
Gly

aga

aat
Asn
135

gct
Ala

gce
Ala

gca
Ala

cga
Arg

gct
Ala
215
att
Ile

caa
Gln

aca

aga

tta
Leu
40

cca
Pro

tct
Ser

tta
Leu

agt
Ser

gaa
Glu
120

aaa

Lys

gac
Asp

tta
Leu

aca
Thr

ctt
Leu
200

caa
Gln

tat
Tyr

aca
Thr

aat
Asn

tgt

ES 2362354 T3

ata
Ile

ttt
Phe

tat

gca
Ala

tca
Ser
105

gtg
Val

gga
Gly

gtt
val

gaa
Glu

gga
Gly
185
aca
Thr

tca
Ser

cga
Arg

tte
Phe
tat
265

gat

acc
Thr

aaa
Lys

aat
Asn

cag
Gln
90

aac
Asn

gat
Asp

aaa
Lys

ttt
Phe

gaa
Glu
170

cat

His

gat
Asp

tta
Leu

cgt
Arg

cta
Leu
250

gct
Ala

act

tat
Tyr

gga
Gly

gaa
Glu
75

acc
Thr

aca

att
Ile

cgc
Arg

tta
Leu
155

ctc

Leu

ttg
Leu

atc
Ile

aca
Thr

gaa
Glu
235

ggt
Gly

att
Ile

gat

120

cta
Leu

aag
Lys
60

gat
Asp

tat

gat
Asp

tgt
Cys

cat
His
140
acc

Thr

cta
Leu

aat
Asn

cgt
Arg

ggt
Gly
220

gtg
val

tta
Leu

gat
Asp

gta

gtt
Val
45

cca
Pro

gcc
Ala

ccg
Pro

gca
Ala

cga
Arg
125
gct
Ala

gta
Val

aaa
Lys

gct
Ala

tac
205

aat
Asn

att
Ile

cet
Pro

tta
Leu

cct

att
Ile

cat
His

gag
Glu

tta
Leu

ata
Ile
110

aac
Asn

caa
Gln

gat
Asp

age
Ser

aga
Arg
190

gat
Asp

att
Ile

att
Ile

gtt
val

gga
Gly
270

tte

aaa
Lys

gac
Asp

tca
Serxr

tca
Ser

caa
Gln

gtt
val

gcg
Ala

tca
Ser

ttc
Phe
175

aac

Asn

aat
Asn

tta
Leu

cect
Pro

age
Ser
255

cgc
Arg

caa

ctt
Leu

tat

tta
Leu
80

gaa

Glu

tta
Leu

atc
Ile

tag

gat
Asp
160

aat

Asn

aga
Arg

gce
Ala

gtt
val

aac
Asn
240

att
Ile

act
Thr

tta

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



val

aaa
Lys

gaa
Glu
305

tta
Leu

att
Ile

ctt
Leu

gtt
val

tat

385

tta
Leu

att

Ile
<210> 93
<211> 419
<212> PRT

Tyr

agt
Ser
290

tct
Ser

tgg
Trp

g99
Gly

ttt
Phe

cat
His
370

gga
Gly

tgc
Cys

ttt
Phe

Gln
275

tat

att
Ile

act
Thr

aat
Asn

gecce
Ala
355

tat

ata
Ile

ace
Thr

aaa
Lys

Ser

tta
Leu

att
Ile

att
Ile

ctt
Leu
340

ttt
Phe

atg
Met

tta
Leu

att
Ile

Thr

aag
Lys

tct
Ser

ttce
Phe

325
ttg
Leu

tta
Leu

ate
Ile

cac
His

aaa
Lys
405

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 93

Ala

caa
Gln

gtt
Val
310

gaa
Glu

tet
Phe

tce
Ser

aaa
Lys

ttg
Leu
390

aat
Asn

Arg

caa
Gln
295

aaa
Lys

gtc
Val

aat
Asn

atc
Ile

cat
His
375
tet
Phe

acg
Thr

ES 2362354 T3

Cys
280

aat
Asn

aaa
Lys

gtt
vVal

caa
Gln

atc
Ile
360

cct

Pro

gtc
val

gaa
Glu

cga
Arg

att
Ile

atg
Met

gct
Ala
345

ttt
Phe

gct
Ala

tta
Leu

tag
Trp

tag

ctt
Leu

ttt
Phe

292N
23V

att
Ile

atc
Ile

agt
Ser

cag
Gln

gga
Gly
410

121

Asp

aat
Asn

tct
Ser
315

atg
Met

caa
Gln

gtt
Val

ttt
Phe

cce
Pro
395

aca
Thr

val

aaa
Lys
300

aat
Asn

atg
Met

tta
Leu

gct
Ala

ttg
Leu
380

cta
Leu

cgt
Arg

Pro
285

tct
Ser

cce
Pro

ttg
Leu

gac
Asp

tta
Leu
365

tta
Leu

aaa
Lys

aaa
Lys

Phe

tet
Phe

‘atc

Ile

att
Ile

ctt
Leu
350

tgt
Cys

tct
Sexr

ctt
Leu

aag
Lys

Gln

tce
Phe

gtt
val

gtc
val

22c
-3

att
Ile

cgt
Arg

cct
Pro

tat

gtc
Val
415

Leu

aaa
Lys

gcc
Ala
320

gca
Ala

aaa
Lys

aat
Asn

ctg
Leu

tct
Ser
400

act
Thr

9212

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1257



ES 2362354 T3

Val Pro Ile Phe Lys Lys Thr Leu Ile Val Leu Ser Phe Ile Phe lLeu
1 5 10 15

Ile Ser Ile Leu Ile Tyr Leu Asn Met Tyr Leu Phe Gly Thr Ser Thr
20 25 30

Val Gly Ile Tyr Gly Val Ile Leu Ile Thr Tyr Leu Val Ile Lys Leu
35 40 45

Gly Leu Ser Phe Leu Tyr Glu Pro Phe Lys Gly Lys Pro His Asp Tyr
50 55 60
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Lys
65

Leu

Ile

Ile

val

Ala

145

Thr

[
(]
L

Gln

Phe

Cys

225

Leu

Gly

Val

Lys

val

Glu

Glu

His
130

Gly

210

Ser

Glu

Asp

Ser
290

Ala

Ile

Glu
115

Arg

Ile

Gly

Asp

Gln
278

Ala

Leu

val

100

Ser

Leu

Glu

Pro

Arg
260

Ser

Leu

Val

Lys

85

Asp

val

Leu

Leu

Arg

Leu

Lys

245

Cys

Thr

Lys

Ile

70

Ser

Asp

Asn

vVal

Asn

o
[
[+1]

Ala

Ser

230

Asn

Leu

Ala

Gln

Pro

vVal

Gly

Arg

Asn

Ala

9
(54
[

Ala

215

Ile

Gln

Thr

Arg

Gln
295

Ser

Ser

Glu

120

Lys

Leu

Leu
200

Gln

Thr

Asn

Cys
280

Asn
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Tyr

Ala

Ser
105

val

Gly

Glu

Ser

Phe

265

Asp

Asn

Gln

20

Asn

AsSp

Lys

Asp

Leu

Arg

Leu

250

Ala

Thr

Trp

Glu
75

Thr

Ile

Arg

Leun

155

Leu

al
[(]
[+

Ile

Thr

Glu

235

Gly

Ile

Asp

Asn

123

Asp

Asp

Cys

His
140

R

Leu

o
0
]

Arg

Gly

220

val

Leu

Asp

val

Lys
300

Ala

Ala

Arg

125

Ala

Lys

Tyx

208

Asn

Ile

Pro

Leu

Pro

285

Ser

Glu

Leu

Ile

110

Asn

Gln

Ser

A wmoe
aAlYy

180

Asp

Ile

Ile

Val

Gly

270

Phe

Phe

Ser

Ser

95

Gln

val

Ala

Asn

Leu

Pro

Ser

255

Arg

Gln

Phe

Leu

Glu

Leu

Ile

Asn

4
@

Ala

val

Asn

240

Ile

Thr

Leu
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10

Glu

305

Ile

Leu

val

(]
o]
Oy

Leu

Ile

<210> 94

Ser

Gly

Phe

His

370

Gly

Phe

<211> 2916
<212> ADN

Ile Ile

Thr Ile

Asn Leu

340

Ala Phe
355

Tyr Met

Ile Leu

Thr Ile

Lys

Ser

Phe
325

Ile

His

Lys
408

<213> Pasteurella multocida

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(2916)

<223>

<400> 94

val

310

Glu

Phe

Ser

Lys

Leu

390

Asn

Lys

Vval

Asn

Ile

His

375

Phe

Thr

Lys

val

Gln

Ile

360

Pro

val

Glu
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Ile

Met

Ala

345

Phe

Ala

Leu

Leu Ser
315

Phe Met
330

Ile Gln

Ile Val

Ser Phe

Gln Pro

395

Gly Thr
410

124

Asn

Met

Leu

Ala

Leu

380

Leu

Arg

Pro

Leu

Asp

Leu

365

Leu

Lys

Lys

Ile

Ile

Leu

350

Cys

Ser

Leu

Lys

val

val

338

Ile

Arg

val
415

Ala

320

Ala

Lys

Asn

Leu

Ser

400
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atg
Met

caa
Gln

aaa
Lys

cat
His

gte

aat
Asn

tta
Leu

att
Ile

cect
Pro

20

aat

aca
Thr

gca
Ala

gtt
Val
35

tct
Ser

gtt

tta
Leu

cte
Leu
20

gaa
Glu

gtt
val

tgc

tca
Ser

aaa
Lys

o o1 of
Phe

aat
Asn

gat

caa
Gln

tta
Leu

caa
Gln

tca
Ser

agt

gca
Ala

tet
Phe

att
Ile

gca
Ala

22

ccg
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ata
Ile

gaa
Glu

acc

cat
His

tta

aaa
Lys

aag
Lys
25

aaa
Lys

ctt
Leu

gat

gca
Ala
10
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Ser
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Ser

att
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tat
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caa
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aac
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gaa
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Gly
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ctt
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240



val
65

tece
Ser

aaa
Lys

gta
val

tta
Leu

cga
Arg
145
tct
Ser

tta
Leu

gtg
val

tat
Tyr

ttt
Phe
2258

gac
Asp

gtt
val

att
Ile

tte
Phe

aat
Asn

Asn

aac
Asn

aat
Asn

aga
Arg

gcg
Ala
130

aag
Lys

att
Ile

gcc
Ala

aca
Thr

gaa
Glu
210

caa
Gln

ttt
Phe

cat
His

ggt
Gly

tta
Leu
2930

aat
Asn

val

gta
Val

aaa
Lys

gcg
Ala
115

cct
Pro

aaa
Lys

atc
Ile

tgt
Cys

gat
Asp
195

aat
Asn

gcc
Ala

att
Ile

tct
Ser

cca
Pro
275

aat

Asn

agt
Ser

Cys

aaa
Lys
tag
100
gtc

val

tta
Leu

aga
Arg

gtt
Val

tta
Leu
180
gat
Asp

aaa
Lys

agt
Ser

gge
Gly
tat
260
aga

Arg

aac
Asn

gtt
Val

ASp

aaa
Lys
85

aaa
Lys

gce
Ala

cct
Pro

ctt
Leu

aca
Thr
165

gta
val

ggt
Gly

ttg
Leu

gcc
Ala

tta
Leu
245

gtt
Val

aaa
Lys

gcg
Ala

gce
Ala

Ser
70

tta
Leu

ttg
Leu

ctt
Leu

gat
Asp

ggc
Cly
150

aca

Thr

aac
Asn

agt
Ser

gat
Asp

gct
Ala
230

ctc
Leu

gca
Ala

tac

agt
Ser

gca
Ala

Pro

gta
val

ctc
Leu

gta
Val

cat
His
135

ata
Ile

tte
Phe

caa
Glin

cag
Gln

att
Ile
215

cgg

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile

ttg
Leu
295

aaa
Lys

Leu

ctt
Leu

act
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gaa
Glu
200
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280

ctt
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Asp

tct
serxr

gag
Glu
105

aaa
Lys

aat
Asn

cct
Pro

cga
Arg

aca
Thr
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tac

atg
Met

gat
Asp

tta
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aca
Thr
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Glu
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gtc
Val

gga
Gly

atg
Met
250

gaa
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gga
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gaa
Glu

aat
Asn
345

gag
Glu

tta
Leu

tac

gga
Gly
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tta

Leu

cgt
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Ile

ctt
Leu
490

gga
Gly

tac
Tyr

gaa
Glu

tat

315

cte
Leu

act
Ala

ttt
Phe

cgt
Arg

caa
Gln
395

aat
Asn

aaa
Lys

tca
Ser

gta
vVal

tgt
Cys
475

tat
Tyr

ata
Ile

att
Ile

ctg
Leu

acc
Thr
555

127

cge

Arg

tte
Phe

aat
Asn
tac

380

gag
Glu

att
Ile

ctt

Leu

att
Ile

gat
Asp
460

aac
Asn

ggt
Gly

gce
Ala

gg99
Gly

tgt

Cys
540

act
Thr

cac
365
ggt
Gly

cca
Pro

acg

tta
Leu
tat
445
agt

Ser

gat
Asp

aat
Asn

tca
Sex

cag
Gln
525

tta

Leu

aat
Asn

tece

Ser

aaa
Lys
350

tgg

agt
Ser

cca
Pro

cte
Leu

cca
Pro
430

atc
Ile

gca
Ala

ggt
Gly

aat
Asn

gca
Ala
510

tta

Leu

aaa
Lys

aga
Arg

gat
Asp
335

aaa
Lys

ggt
Gly

tte
Phe

ggt
Gly

gat
Asp
415

ata
Ile

ceca
Pro

ctg
Leu

tca
Ser

cct
Pro
495

tca

Ser

gat
Asp

gaa
Glu

aac
Asn

320

tcg
Ser

tgg

gga
Gly

ttt
Phe

aaa
Lys
400

att
Ile

gaa
Glu

gct
Ala

aat
Asn

aca
Thr
480

agg
Arg

aat
Asn

tca
Ser

ttt
pPhe

gtc
val
560

1008 -

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680



aat
Asn

tca
Ser

tte
Phe

gaa
Glu

aaa
Lys
625

gat
Asp

gtt
Val

tat

aaa
Lys

atc
Ile
705

aat
Asn

aat
Asn

aca
Thr

gtg
Val

tta
Leu
785

ccg
Pro

cga
Arg

acg
Thr

aat
Asn
610

tee
Phe

aac
Asn

gta
Val

gac
Asp

acc
Thr
690

atc
Ile

aca

aaa
Lys

cca
Pro

aat
Asn
770

ata
Ile

gat
Asp

gaa
Glu

att
Ile
595

gce
Ala

aaa
Lys

acCa
Thr

gtc
val

gaa
Glu
675

gct
Ala

cag
Gln

tta
Leu

aat
Asn

gat
Asp
755

att
Ile

aaa
Lys

ggt
Gly

aaa
Lys
580

aga

gta
Val

cat
His

tca
Ser

aat
Asn
660

tete
Phe

gaa
Glu

aat
Asn

aac
Asn

ata
Ile
740

atc
Ile

tta
Leu

act

age
Sexr
565

cte
Leu

gct
Ala

gac
Asp

ctt
Leu

att
Ile
645

cag

Gln

gat
Asp

tat

aaa
Lys

ggc
Gly
725

ttc
Phe

aaa
Lys

cta
Leu

gag
Glu

tta
Leu

-aca

Thr

tag
Trp

tat

aat
Asn
630

aag
Lys

tca
Ser

gat
Asp

caa
Gln

gat
Asp
710

tta
Leu

gtt
Val

aaa
Lys

aat
Asn

gcg
Ala
790

atc
Ile

acg
Thr

cat
His

gac
Asp
615

aaa
Lys

aaa
Lys

tta
Leu

tta
Leu

gaa
Glu
695

gcc
Ala

gtg
Val

att
Ile

gaa
Glu

aat
Asn
775

cat
His

gct
Ala

gct
Ala

tta
Leu
600

atg
Met

atce
Ile

ctte
Leu

aat
Asn

gat
Asp
680

gag
Glu

aaa
Lys

aaa
Lys

gtt
Vval

ata
Ile
760

gat
Asp

tta
Leu

ES 2362354 T3

aat
Asn

atg
Met
585

act
Thx

tte
Phe

tge
Cys

ggc
Gly

aga
Arg
665

gaa
Glu

att
Ile

atc
Ile

aaa
Lys

cta
Leu
745

cta
Leu

ate
Ile

agt
Ser

ggt
Gly
570

att
Ile

gat
Asp

cte
Leu

tat

att
Ile
650

caa
Gln

agt
Ser

gat
Asp

gca
Ala

cta
Leu
730

cat

His

gce
Ala

tca
Ser

aat
Asn

tac

get
Ala

gga
Gly

aaa
Lys

aac
Asn
635

caa

Gln

ggce
Gly

aga

atc
Ile

gtc
Val
715

aac
Asn

gtt
Val

tte
Phe

tat

att
Ile
795

128

aat
Asn

cac
His

tte
Phe

cte
Leu
620

cgt
Arg

aag
Lys

ata
Ile

aag
Lys

tta
Leu
700

agt
Ser

aat
Asn

gat
Asp

tat
Tyr

tac

Tyr
780

aat
Asn

tgg

cac
His

aat
Asn
605

agt

Ser

gta
val

aaa
Lys

act
Thr
tat
685
aaa

Lys

att
Ile

att
Ile

aag
Lys

cat
His
765
acg
Thr

aaa
Lys

cca

tte
Phe
590
gaa
Glu

gaa
Glu

tta
Leu

aac

Asn

tat

670

att

. Ile

gat
Asp

ttt
Phe

att
Ile

aat
Asn
750

aaa

Lys

agt
Ser

tta
Leu

gaa
Glu
575

aga
Arg

aaa
Lys

gtt
Val

cat
His

cat
His
655

tat

ttc
Phe

att
Ile

tat

gaa
Glu
735

cat

His

cat
His

aat
Asn

agt
Ser

tce
Phe

atg
Met

att
Ile

gga
Gly

ggt
Gly
640

tte
Phe

aat
Asn

aat
Asn

aaa
Lys

cce
Pro
720

tat

ctt
Leu

caa
Gln

aga
Arg

cag
Gln
800

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400



ES 2362354 T3

tta aat cta aat tgt gaa tac atc att ttt gat aat cat gac agc cta 2448
Leu Asn Leu Asn Cys Glu Tyr Ile Ile Phe Asp Asn His Asp Ser Leu
805 810 815

tte gtt aaa aat gac agc tat gct tat atg aaa aaa tat gat gtc ggc 2496
Phe Val Lys Asn Asp Ser Tyr Ala Tyr Met Lys Lys Tyr Asp Val Gly
820 ‘ 825 830

atg aat ttc tca gca tta aca cat gat tgg atc gag aaa atc aat gcg 2544
Met Asn Phe Ser Ala Leu Thr His Asp Trp Ile Glu Lys Ile Asn Ala
835 840 845

cat cca cca ttt aaa aag ctc att aaa act tat ttt aat gac aat gac 2592
His Pro Pro Phe Lys Lys Leu Ile Lys Thr Tyr Phe Asn Asp Asn Asp
850 855 B60

tta aaa agt atg aat gtg aaa ggg gca tca caa ggt atg ttt atg acg 2640
Leu Lys Ser Met Asn Val Lys Gly Ala Ser Gln Gly Met Phe Met Thr
865 870 875 880

tat gcg cta gecg cat gag ctt ctg acg att att aaa gaa dgte ate aca 2688
Tyr Ala Leu Ala His Glu Leu Leu Thr Ile Ile Lys Glu Val Ile Thr
885 8390 895

tect tgc cag teca att gat agt gtg cca gaa tat aac act gag gat att 2736
Ser Cys Gln Ser Ile Asp Ser Val Pro Glu Tyr Asn Thr Glu Asp Ile
900 80S 910

tgg ttc caa ttt gca ctt tta atc tta gaa aag aaa acc ggc cat gta 2784
Trp Phe Gln Phe Ala Leu Leu Ile Leu Glu Lys Lys Thr Gly His Val
915 920 925

ttt aat aaa aca tcg acc ctg act tat atg cct tgg gaa cga aaa tta 2832
Phe Asn Lys Thr Ser Thr Leu Thr Tyr Met Pro Trp Glu Arg Lys Leu
930 935 940

caa tgg aca aat gaa caa att gaa agt gca aaa aga gga gaa aat ata 2880
Gln Trp Thr Asn Glu Gln Ile Glu Ser Ala Lys Arg Gly Glu Asn Ile
. 945 950 955 960

cct gtt aac aag ttc att att aat agt ata act cta 2916
Pro Val Asn Lys Phe Ile Ile Asn Ser Ile Thr Leu
965 970

<210> 95
<211> 972
<212> PRT

<213> Pasteurella multocida
<400> 95

129



ES 2362354 T3

Met Asn Thr Leu Ser Gln Ala Ile Lys Ala Tyr Asn Ser Asn Asp Tyr
1 5 10 15

Gln Leu Ala Leu Lys Leu Phe Glu Lys Ser Ala Glu Ile Tyr Gly Arg
20 25 30

Lys Ile Val Glu Phe Gln Ile Thr Lys Cys Gln Glu Lys Leu Ser Ala

130
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val
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Asp

(7]
a
Lo}

Glu

105

Lys

Asn

Pro

Arg

Thr

185

Asp

Met

Asp

Leu

265

Thr

Ser

Ile

0 ¥
o]

Lys

Asp

Asp

Glu

Pro

170

His

Leu

val

Gly

Met

250

Glu

Gln

Val

Ala
75

1]
]
H

Lys

Phe

Phe

His

155

Ala

Ser

Arg

Leu

235

Ala

Asp

His

131

Asn
60

Thx

G
[
£

Ser
Pro
Thr
140
Gln
i le
Pro
Pro
Gln
220
Arg
Pro

Asp

Ile

45

Lys

Gln

4
>
o

Glu

Lys

125

Trp

His

Leu

Phe

Ile

205

Lys

Leu

Asn

Asp

Asp
285

Glu

Leu

Asn
110

Asp

val

Ser

Glu

190

Ile

Asp

Ala

Pro

Leu

270

Pro

Glu

Leu

Mie on
[ X

95

Ala

Leu

Lys

Gly

Ile

175

Val

Arg

Asn

Lys

Leu

2585

Thr

Lys

Lys

Glu

val

Lys

Leu

160

Thr

Ile

Gln

Gly

Tyr

240

Ile

Asp



Phe

Asn

305

Pro

" Leu

Glu

Lys

385

Glu

Met

Gln

465

Asp

val

Ala

Leu

290

Asn

Leu

Phe

Asn

Asp

370

Thr

Asn

Arg

Asn

450

Thr

Asn

Arg

Ala

Asn

Ser

Glu

Arg

Lys

355

val

Ile

Glu

Glu

val

Ile

val
515

Asn

Val

Gln

Phe

340

Ser

Glu

Asp

Thr

Lys
420

-
-
D

Ala

val

Leu

Met

500

Ser

Ala

Ala

Phe

325

Phe

Gly

Phe

Gly

Asp

405

Vval

Asn

Asp

Glu

485

Ser

Phe

Ser

Ala

310

Glu

Ala

Phe

Gly

Ile

3380

Arg

Pro

ib'
Q

Leu

470

Val

Lys

Ala

Leu

298

Lys

Lys

Ala

Phe

375

Met

Glu

Ile

455

Glu

Ile

Pro

Lys

Leu

Gly

Gly

Asp

360

Arg

Ala

Ala

Ile

val

Asn

Asn

Gly
520
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Glu

Glu

Glu

Asn

345

Glu

Leu

Gly

Cys

Lys

Gly
50S

Ser

Gly

w
o

Val

Glu

Phe

His

Lys

410

Arg

Ile

Leu

490

Gly

Tyr

Leu

315

Leu

Ala

Phe

Arg

Gln

395

Asn

Lys

n
®
a}

Val

Cys
475

Ile

Ile

132

Pro

300

Val

Arg

Phe

Asn

380

Glu

Ile

Leun

Asp

460

Asn

Gly

Ala

Gly

Glu

Ser

Leu

Ala

His

365

Gly

Pro

Thr

Leu

s Tvr

445

Sex

Asp

Asn

Ser

Gln
525

val

Leu

Ser

Lys

350

Ser

Pro

Leu

Pro
430

-
[
[}

Ala

Gly

Ala
510

Leu

Lys

Asp

Gly

Phe

Gly

Asp

415

Ile

Leu

Ser

Pro

495

Ser

Asp

320

Ser

Gly

Phe

Lys

400

Ile

Glu

Asn

Thr

480

Arg

Asn

Ser



Asp

Leu

545

Asn

Ser

Phe

Glu

Lys

625

Asp

val

Lys

Ile

705

Asn

Asn

Thr

Asp

530

Lys

Pro

Arg

Thr

Asn

610

Phe

Asn

Val

Asp

Thr

690

1le

Thr

Lys

Tyr

Asp

Asp

Glu

Ile

595

Ala

Lys

Thr

val

Glu

€75

Ala

Gln

Leu

Asn

Asp
755

Leu
Lys
Gly
Lys
580
Arg
val
His
Ser
Asn
660
Phe
Glu
Asn
Asn
Ile

740

Ile

Glu

Thr

Ser

565

Leu

Ala

Asp

Leu

Ile

645

Gln

Asp

Tyr

Lys

Gly

725

Phe

Lys

Pro

Leu

550

Leu

Trp

Asn

630

Lys

Ser

Asp

Gln

Asp

710

Leu

val

Lys

Asp

§35

Ala

Ile

Thr

His

Asp

615

Lys

Lys

Leu

Leu

Glu

695

Ala

val

Ile

Glu

Ala

Cys

Ala

Ala

Leu

600

Met

Ile

Leu

Asn

Asp

680

Glu

Lys

Lys

val

Ile
760
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val

val

Asn

Met

585

Thr

Phe

Cys

Gly

Arg

665

Glu

Ile

Ile

Lys

Leu

745

Leu

Glu

Gly

570

Ile

Asp

Leu

Ile

650

Gln

Ser

Asp

Ala

Leu

730

His

Ala

Leu

555

Ala

Gly

Lys

Asn

635

Gln

Gly

Arg

Ile

val

715

Asn

val

Phe

133

Cys

540

Thxr

Asn

His

Phe

Leu

620

Lyé

Ile

Lys

Leu

700

Ser

Asn

Asp

Leu

Asn

Trp

His

Asn

605

Ser

vVal

Lys

o0
[+ 2}
n

Lys

Ile

Ile

Lys

His
765

Lys

Arg

Pro

Phe

590

Glu

Glu

Leu

Asn

670

Ile

Asp

Phe

Ile

Asn

750

Lys

Glu

Asn

Glu

575

Lys

val

His

655

Phe

Ile

Glu
735

His

His

Phe

Val

560

Phe

Met

Ile

CGly

Gly

640

Phe

Asn

Asn

Lys

Pro
720

Tyr

Leu

Gln
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Val Asn Ile Leu Leu Asn Asn Asp Ile Ser Tyr Tyr Thr Ser Asn Arg
770 775 780

Leu Ile Lys Thr Glu Ala His Leu Sexr Asn Ile Asn Lys Leu Ser Gln
785 790 795 800

Leu Asn Leu Asn Cys Glu Tyr Ile Ile Phe Asp Asn His Asp Sexr Leu

805 810 815
NDha Ual Taues Asn Amea Oaw Taee Ala Mhuree Mak Tus Toua Thev Aawy Ual Y
IS vaa WYS Adlk ASP oS8T AYT AdLda iYL SCL LUYyS LYS 1Yd SASP vaa wa
820 825 830

Met Asn Phe Ser Ala Leu Thr His Asp Trp Ile Glu Lys 1le Asn Ala
835 840 845

His Pro Pro Phe Lys Lys Leu Ile Lys Thr Tyr Phe Asn Asp Asn AsSp
850 855 860

Leu Lys Ser Met Asn Val Lys Gly Ala Ser Gln Gly Met Phe Met Thr
865 870 875 880

Tyr Ala Leu Ala His Glu Leu Leu Thxr Ile Ile Lys Glu Val Ile Thr
885 890 895

Ser Cys Gln Ser Ile Asp Ser Val Pro Glu Tyr Asn Thr Glu Asp Ile
900 905 810

Trp Phe Gln Phe Ala Leu Leu Ile Leu Glu Lys Lys Thr Gly His Val
915 920 925

Phe Asn Lys Thr Ser Thr Leu Thr Tyr Met Pro Trp Glu Arg Lys Leu
930 935S S40

Gin Trp Thr Asn Glu Gln Ile Glu Ser Ala Lys Arg Gly Glu Asn Ile
945 950 955 960

Pro Val Asn Lys Phe Ile Ile Asn Ser Ile Thr Leu
965 970

<210> 96
<211> 1206

<212> ADN
134



<213> Streptococcus pyogenes

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1206)
<223>

<400> 96
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atg
Met

gtt
val

tct
Ser

tat

tta
Leu
65

aca

gtt
val

ctt
Leu

cag
Gln

gaa
Glu
145

tct
Ser

ttt
Phe

ctt
Leu

act
Thx

gca
Ala
225

aaa
Lys

ctt
Leu

aaa
Lys

att
Ile
50

gat
Asp

cct
Pro

gaa
Glu

ate
Ile

aaa
Lys
130
tct
Ser

tgt
Cys

gca
Ala

att
Ile
tat
210

gaa
Glu

ata
Ile

tta
Leu

gtt
val
35

gaa
Glu

age
Ser

aca
Thr

aca
Thr

atc
Ile
115

ttc
Phe

aaa
Lys

gaa
Glu

ctt
Leu

atg
Met
195

tta

Leu

tcg
Ser

gca
Ala

tca
Ser
20

gat
Asp

tat

aaa
Lys

aat
Asn

gtt
Val
100

aaa
Lys

caa
Gln

gct
Ala

gaa
Glu

tta
Leu
180

gga
Gly

gcg
Ala

aga
Arg

gte
Val

ctt
Leu

aag
Lys

tac

gca
Ala
tac
85

atc

Ile

tca
Ser

act
Thr

tta
Leu

aac
Asn
165

tta

Leu

gct
Ala

tta
Leu

aaa
Lys

gct
Ala

caa
Gln

att
Ile

tta
Leu

gct
Ala
70

aac
Asn

aaa
Lys

aca
Thr

gat
Asp

tat

Tyr
150

gat
Asp

aag
Lys

tca
Ser

agg
Arg

tta
Leu
230

gga
Gly

aac
Asn

aat
Asn

aaa
Lys
55

tat

agt
Ser

gag
Glu

att
Ile

cgt
Axg
135

gac
Asp

tct
Ser

tct
Ser

gaa
Glu

gta
val
215

aat
Asn

tca
Ser

gaa
Glu

aat
Asn
40

agt
Ser

aaa
Lys

aga
Arg

gta
val

cca
Pro
120

atc
Ile

aac
Asn

cca
Pro

gca
Ala

gct
Ala
200

gct
Ala

agt
Ser
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gga
Gly

gtc
val
25

ggc
Gly

aag
Lys

gaa
Glu

att
Ile

cta
Leu
108

ata

Ile

atc
Ile

tta
Leu

aaa
Lys

gct
Ala
185

gaa
Glu

tat

cac
His

tat
10

act

tta
Leu

caa
Gln

gcg
Ala

aat
Asn
90

agce
Ser

ggt
Gly

tte
Phe

tat
Tyr

gta
Val
170

aaa

Lys

gca
Ala

ttt
Phe

atg
Met

gtt
val

att
Ile

tca
Ser

tta
Leu

gaa
Glu

tat

gtt
Vval

ttc
Phe

age
Ser

cca
Pro
1558

aag

Lys

aaa
Lys

gta
Val

aat
Asn

att
Ile
235

136

gga
Gly

gtt
Val

cca
Pro

tct
Ser
60

ctg
Leu

ttt
Phe

aat
Asn

att
Ile

cct
Pro
140

age
Ser

gca
Ala

aat
Asn

aaa
Lys

gag
Glu
220

att
Ile

tta
Leu

gat
Asp

att
Ile
45

att
Ile

gtc
vVal

gat
Asp

agc
Ser

act
Thr
125

gaa
Glu

cga
Arg

gac
Asp

aat
Asn

cta
Leu
205

tta

Leu

caa
Gln

tca
Ser

att
Ile
30

caa
Gln

aaa
Lys

att
Ile

aca
Thr

cat
His
110

gaa
Glu

ttt
Phe

att
Ile

gca
Ala

gta
val
190

ttt
Phe

gac
Asp

gga
Gly

cta
Leu
15

ctt
Leu

gat
Asp

gca
Ala

att
Ile

cag
Gln
95

gca
Ala

atg
Met

tta
Leu

att
Ile

gaa
Glu
175

cca
Pro

gcc
Ala

act
Thr

att
Ile

gga
Gly

cce
Pro

gaa
Glu

act
Thr

gce
Ala

cat
His

act
Thr

aga
Arg

aga
Arg

gtt
Val
160

aaa

Lys

gta
val

aat
Asn

tac

tct
Ser
240

48

S6

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



tat

gga
Gly

aat
Asn

gtg
val

aac
Asn

aat

Asn

gaa
Glu
385

aga
Arg

<210> 97

gat

ggt
Gly

aat
Asn

cge
Arg
290

gag
Glu

aaa
Lys

tte
Phe
370

tta

Leu

gac
Asp

<211> 402
<212> PRT

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 97

gat
Asp

tat

att
Ile
275

aag
Lys

tce
Ser

tca
[
oD

aaa
Lys

ctt
Leu
355

aag

Lys

caa
Gln

cga
Arg

tgt
Cys
260

cct
Pro

tce
Ser

cca
Pro

gat
Asp

agt
Ser
340

gaa
Glu

aaa
Lvye

) =

gat
Asp

ata
Ile
24S

cta
Leu

caa
Gln

tat

gta

tct
Ser

caa
Gln

=4ae

gtt
Val

gga
Gly

cct
Pro

acg

att
Ile

aaa
Lys
310

tte
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

gca
12

aaa
Lys
390

atg
Met

aaa
Lys

cta
Leu

gct
Ala

gta
val

gat
Asp

aat
Asn

375

aat
Asn
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cat
His

gat
Asp

att
Ile
280

aag
Lys

295 .

gtc
val

gaa

_ -
JCERY

aag
Lys

caa
Gln
360

att
Ile

aaa
Lys

tat

acg
Thx
265

gaa

Glu

caa
Gln

999
Gly

agt

ata
Ile
345

tct

Ser

atc
Ile

gtt
Val

aat
Asn
250

aag

Lys

gct
Ala

att
Ile

gtt
val

gct

Ala
330

att
Ile

gta
val

gta
Val

tac

137

aac
Asn

caa
Gln

atc
Ile

ate
Ile
tac
315
atc

11

att
Ile

ctt
Leu

act
Thr

agt
Ser
395

cca

tta
Leu

gtt
val

aac
Asn
300

cgt
Arg

aaa
Lys

tat
Tyr

gta
Val

aat
Asn
380

aga
Arg

tca
Ser

ttg
Leu

tca
Ser
285

gte
val

tta
Leu

aat
Asn
365

cgce

Arg

gat
Asp

ttt
Phe

gca
Ala
270

tca
Ser

tta
Leu

att
Ile

ggt
Gly
255

aat
Asn

aat
Asn

gaa
Glu

atg
Met

att
Ile
335

atg
Met

tta
Leu

gat
Asp

o o8 of
Phe

tat
Tyx

tac

aat
Asn

gag
Glu

aaa
Lys
320

gac
Asp

tta
Leu

gag
Glu

aat
Asn

aat
Asn
400

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1206
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Met Lys Ile Ala Val Ala Gly Ser Gly Tyr Val Gly Leu Ser Leu Gly
1 5 10 15

Val Leu Leu Ser Leu Gln Asn Glu Val Thr Ile Val Asp Ile Leu Pro
20 25 30

138



Ser

Leu

65

val

Leu

Gln

Glu

145

Ser

Phe

Leu

Thr

Ala

225

Gly

Asn

Lys

Ile

50

Asp

Pro

Glu

Ile

Lys

130

Ser

cys

Ala

Ile

210

Glu

Asp

Gly

Asn

val

35

Glu

Ser

Thr

Thr

Ile

115

Phe

Lys

Glu

Leu

Met

195

Leu

Ser

Asp

Ile

Asp

Lys

Asn

Val

100

Lys

Gln

Ala

Glu

Leu

180

Gly

Ala

Arg

Cys
260

Lys

Ala

Ile

Ser

Thr

Leu

Asn

165

Leu

Ala

Leu

Lys

Ile

245

Leu

Gln

Ile

Leu

Ala

70

Asn

Lys

Thr

Asp

150

Asp

Lys

Serx

Arg

230

Gly

Thr

Asn

Lys

55

Ser

Glu

Ile

Arg

135

Asp

Ser

Ser

Glu

Val
215

Asn

Met

Lys

Leu

Asn
40

Ser

Lys

val
Pro
120

Ile

Asn

Ala
Ala
200
Ala
Ser
His
Asp

Ile
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Gly

Lys

Glu

Ile

Leu

105

Ile

Ile

Leu

Lys

Ala

185

Glu

His

Thr
265

Glu

Leu

Gln

Ala

Asn

90

Ser

Gly

Phe

val

170

Lys

Ala

Phe

Met

Asn

250

Lys

Ala

Ser Pro

Leu Ser
60

Glu Leu
75

Tyxr Phe

Val Asn

Phe Ile

Ser Pro
140

Pro Ser
155

Lys Ala

Lys Asn

Val Lys

Asn Glu

220

Ile Ile
235

Asn Pro

Gln Leu

Ile val

139

Ile

45

Ile

Val

Asp

Ser

125

Glu

Arg

Asp

Asn

Leu

205

Leu

Gln

Ser

Ser

Gln

Lys

Ile

Thx

His

110

Glu

Phe

Ile

val

1s0

Phe

Asp

Gly

Phe

Ala

270

Ser

Asp

Ala

Ile

Gln

95

Ala

Met

Leu

Ile

Glu

175

Pro

Ala

Thr

Ile

Gly

255

Asn

Asn

Glu

Ala
80

His

Arg

val

160

Lys

val

Asn

Ser
240

Asn



10

275

Val Arg Lys Ser Tyr
290

Arg Glu Ser Pro Val
305

Ser Asn Ser Asp Asn
325

Ile Leu Lys Ser Lys
340

Asn Lys Leu Glu Ser
355

Asn Phe Lys Lys Gln
370

Glu Leu Gln Asp Val
385

Arg Asp

<210> 98
<211> 912
<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(912)
<223>

<400> 98

Ile

Lys

310

Phe

Asp

Glu

Ala

Lys
390

Ala

295

Val

Arg

Ile

Asp

Asn

375

Asn
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280

Lys

val

Glu

Lys

Gln

360

Ile

Lys

Gln

Gly

Ser

Ile

345

Ser

Ile

Val

Ile

Val

Ala

330

Ile

Val

Val

140

Ile Asn
300

315

Ile Lys

Ile Tyr

Leu Val

Thr Asn

380

Ser Arg
395

285

val

Leu

Asp

Glu

Asn

365

Arg

Asp

Leu

Ile

val

Pro

350

Asp

Ile

Glu Glu

Met Lys
320

Ile Asp

335

Met Leu

Leu Glu

Asp Asn

Phe Asn
400



atg
Met

cgt
Arg

gtt
Val

ggec
Gly

ace
Thx

ttt
Phe

gat
Asp

atc
Ile
50

aaa
Lys

tta
Leu

aaa
Lys
35

gag
Glu

gte
Val

cct
Pro
20

cca
Pro

gaa
Glu

aga
Arg

gct
Ala

acce
Thr

atc
Ile

aaa
Lys

ace
Thr

atc
Ile

ctt
Leu

gcc
Ala

aaa
Lys

cag
Gln

gtg
Val
55
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att
Ile

gct
Ala

ttt
Phe
40

gtg
val

att
Ile

ctt
Leu
25

atc
Ile

acc
Thr

cct
Pro
10

gcc
Ala

gtc
Val

gga
Gly

141

gct gca
Ala Ala

aaa gag
Lys Glu

gaa gaa
Glu Glu

aaa gct
Lys Ala
60

ggt
Gly

atg
Met

gcg
Ala
45

aaa
Lys

cta
Leu

ttg
Leu
30

cta
Leu

cgc
Arg

gga
Gly
1s

ccc

Pro

aaa
Lys

tct
Ser

aca
Thr

atc
Ile

tct
Sex

atc
Ile

48

26

lasg

192



gag
Glu
65

aag

Lys

aac
Asn

gte
val

ctt
Leu

acc
Thr
145

gct
Ala

gct
Ala

gtt
val

ggt
Gly

acc

gac
Asp

g99
Gly

ctt
Leu

tta
Leu

gga
Gly
130

aaa
Lys

gtg
Val

cct
Pro

gaa
Glu

cgt
Arg
210

cct
Pro

cat
His

aaa
Lys

cat
His

caa
Gln
115

gat
Asp

caa
Gln

atg
Met

caa
Gln

aaa
Lys
195

tet
Phe

aat
aAsn

tet
Phe
100

gcc
Ala

gac
Asp

ctc
Leu

aaa
Lys

ggc
Gly
180

cca
Pro

cte
Leu

gat
Asp

gaa
Glu
85

atc
Ile

aaa
Lys

tta
Leu

atg
Met

gtt
val
165

aag

Lys

caa
Gln

cta
Leu

tca
ser
70

ctg
Leu

cgt
Arg

gce
Ala

atg
Met

gag
Glu
150

cct
Pro

gct
Ala

cca
Pro

acc
Thr

aac
Asn

ttg
Leu

caa
Gln

ttt
Phe

gac
Asp
135

gac
Asp

cat
His

gtc
val

gaa
Glu

cct
Pro
215

tte
Phe

aaa
Lys

agce
Ser

gtg
val
120

att
Ile

tat

gaa
Glu

aag
Lys

gat
Asp
200

gaa
Glu

gtg
Val

tet

Dlaa
=g #1

gga
9 oo
Gly

aaa
Lys

280

aaa
Lys
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gaa
Glu

tta
Leu

cac
His
105

ggce
Gly

aca

gac
Asp

gat
Asp

ggc
Gly
185

gcg
Ala

att
Ile

caa
Gln

tta
Leu

gtg
val
90

cca
Pro

aat
Asn

aat
Asn

aag
Lys

gtg
Val
170

ctt
Leu

cct
Pro

ttt
Phe

gaa
Glu
75

gat
Asp

aga

gaa
Glu

gca
Ala

acg
Thr
155
tect
Ser

tac

agt
Ser

ggt
Gly

142

tac

gaa
Glu

g99
Gly

cce
Pro

tce
Ser
140

cat
His

agce
Ser

agt
Ser

gat
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att
Ile
220

aac
Asn

acc
Thr

ctg
Leu

tte
Phe
125

gct
Ala

gca
Ala

tat

gta
val

ttg
Leu
205

ttg
Leu

gct
Ala

aaa

T e
Ry 424

tct

(70
=419

aat

cte

act

gga
Gly
110

gtg
Val

aaa
Lys

tee
Ser

g9g9
Gly

gac
Asp
130

gct
Ala

gaa
Glu

caa
Gln

gcc
Ala
9s

gat
Asp

gte
Val

cct
Pro

act
Thr

gtt
val
175

acc

att
Ile

aga
Arg

gct
Ala
80

att
Ile

gct
Ala

atg
Met

cte
Leu

atc
Ile
160
atc
Ile

443
Phe

att
Ile

cag
Gln

accec

240

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912



<210> 99
<211> 304
<212> PRT

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 99
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Met

Arg

Val

Gly

Glu

€5

Lys

Asn

Val

Leu

Thr

145

Ala

Ala

Val

Gly

Thr

Phe

Asp

Ile

50

Asp

Gly

Leu

Leu

Gly

130

Lys

Val

Pro

Glu

Arg

Lys

Leu

Lys

35

Glu

His

Lys

His

Gln

115

ASp

Gln

Met

Gln

Lys
185

Val

Pro

20 -

Pro

Glu

bhe

Asn

Phe

100

Ala

Asp

Leu

Lys

Gly

180

Pro

Leu

Arg

Ala

Thx

Ile

Asp

Glu

85

Ile

Lys

Leu

Met

Val

165

Lys

Gln

Leu

Lys

Ile

Ser

70

Leu

Arg

Ala

Met

Glu

150

Ala

Pro

Thr

ES 2362354 T3

Ala Ile

Lys Ala

Gln Phe
40

Val val
5%

Asn Phe

Leu Lys

Gln Ser

Phe val
120

Asp Ile
135

Asp Tyr

His Glu

Val Lys

Glu Asp

200

Pro Glu

Ile

Leu

25

Ile

Thr

Glu

Lieu

His

105

Gly

Thr

Asp

Gly

185

Ala

Ile

Pro

10

Ala

val

Gly

Leu

Val

50

Pro

Asn

Asn

Lys

vVal

170

Leu

Pro

Phe

144

Lys

Glu

Lys

Glu

75

Asp

Arg

Glu

Ala

Thr

155

Ser

Ser

Gly

Ala

Glu

Glu

Ala

60

Glu

Gly

Pro

Ser

140

His

Ser

Ser

Asp

Ile

Gly

Met

ala

45

Lys

Asn

Thr

Leu

Phe

125

Ala

Ala

Val

Leu
205

Leu

Leu

Leu

30

Leu

Leu

Thr

Gly

110

Val

Lys

Ser

Gly

Asp

190

Ala

Glu

Gly

15

Lys

Ser

Gln

Ala

95

Asp

val

Pro

Thr

Val

175

Thr

Ile

Thr

Ile

Ser

Ile

Ala

80

Ile

Ala

Met

Leu

Ile

160

Ile

Phe

Ile

Gln
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210 215

Thr Pro Gly Ala Gly Asn Glu
225 230

Leu Asn Lys Thr Gln Arg Val
245

Tyr Asp Val Gly Asp Lys Phe
260

Ala Leu Glu His Pro Gln Val
275

Lys Leu Gly Lys' Ala Leu Glu
290 285
<210> 100
<211> 1347
<212> ADN

<213> Streptococcus equi zooepidemicus

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(1347)
<223>

<400> 100

val

Phe

Gly

Lys

280

Lys
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Gln Leu Thr

Ala

Phe

265

Glu

Ser

Arg

250

Met

Asp

Lys

235

Glu

Lys

Leu

val

145

220

Asp Ala Ile Asp

Phe Lys Gly Asn
255

Thr Ser Ile Asp
270

Lys Asn Tyr 1Ile
285

Pro Thr His Ser
300

Thr
240

Arg

Ile

Lys



atg
Met

gga
Gly

cag
Gln

ctt
Leu

aaa
Lys
65

agt
Gly

aac
Asn

tca
Serxr

cag
Gln

gca
Ala

gag
Glu
50

gca

Ala

att
Ile

age
Ser

cat
His

cat
His

cta
Leu
35

tta

Leu

gct
Ala

ggt
Gly

cat
His

att
Ile

gaa
Glu
20

cgt
Arg

cct
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

ttt
Phe
100

aca
Thr

att
Ile

cag
Gln

gaa
Glu

aag
Lys

tct
Ser
85

gce
Ala

ttt
Phe

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

att
Ile
70

tac

aac
Asn

gat
Asp

ttt
Phe

act
Thr

tat

aag
Lys

ctt
Leu

cta
Leu
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tat

tta
Leu

gga
Gly
40

gac

Asp

gct
Ala

ggt
Gly

caa
Gln

tca
Ser

caa
Gln
25

cct
Pro

aaa
Lys

gac
Asp

gct
Ala

aca
Thr
105

aag
Lys
10

ggt
Gly

gga
Gly

gaa
Glu

agt
Ser

aag
Lys
90

gca
Ala

146

gttt
Val

cag
Gln

tca
Ser

gaa
Glu

gac
Asp
75

gct
Ala

aaa
Lys

ctt
Leu

gta
Val

gat
Asp

tet
Phe
€0

gtt
val

gca
Ala

gag
Glu

gag
Glu

aca
Thr

tte
Phe
45

gct
Ala

ctt
Leu

att
Ile

cge
Arg

caa
Gln

gag
Glu
30

ttg
Leu

cgt
Arg

gtt
val

gac
Asp

aaa
Lys
110

tte
Phe
15

gct
Ala

ggc
Gly

atc
Ile

gtg
Val

ttt
Phe
S5

gca
Ala

gce
Ala

gat
Asp

tgg
Trp

ctt
Leu

att
Ile
80

ttg

Leu

cca
Pro

48

96

144

192

240

288

336



caa
Gln

ctt
Leu

aag
Lys
145

gaa
Glu

tat
Tyr

gca
Ala

ttc
Phe

gct
Ala
225

ctg
Leu

gte
val

aac
Asn

gct
Ala

get
Ala
308

ggc
Gly

caa
Gln

att
Ile

gtg
val
130

tet
Ser

tta
Leu

gca
Ala

aat
Asn

tca
Ser
210

gat
Asp

tca
Ser

cgc
Arg

ctt
Leu
118

gac
Asp

ggt
Gly

ctt
Leu

acg
Thr

cat
His
195

gtg
val

att
Ile

tca
Ser

aat
Asn

gag
Glu
275

tat
Tyr

tat
Tyr

aca
Thr

gtt
Val

act
Thr
180

tgg

ctg
Leu

acc
Thr

gat
ASP

ate
Ile
260

cca

Pro

tet
Ser

gct
Ala

gtt
val

aca
Thr

aaa
Lys
165

gat
Asp

gaa
Glu

aca
Thr

gcg
Ala

aaa
Lys
245
ctc

Leu

tca
Ser

ggt
Gly

caa
Gln

aca
Thr
150

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

gct
Ala

ctg
Leu
230
atc
Ile

tat

ttg

aac
Asn

gat
Asp
135
gag
Glu

tac

gtc
Val

tte
Phe

gtg
Val
215
atg
Met

tca
Ser

cgc

cag
Gln

aag

Lvs I

295

tce
Ser
120

aaa

Lys

cet
Pro

ggt
Gly

aag
Lys

gtt
Val
200

ggc
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu

aaa
Lys

tat

280
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ate
Ile

gat
Asp

gca
Ala

caa
Gln

ggt
Gly
185

gtg
val

ttg
Leu

gga
Gly

aac
Asn

ggc
Gly
265

ttt
Phe

caa

D Gln

tca
Sex

tte
Phe

atc
Ile

gaa
Glu
170

gct
Ala

cca
Pro

cta
Leu

gca
Ala

atc
Ile
250

tca
Ser

tct
Ser

gce
Ala
155

gag
Glu

gtt
Val

gat
Asp

ceca
Pro

aat
Asn
235

147

age
Ser

gtt
Val
140

ttt
Phe

gcc
Ala

aag
Lys

aat
Asn

att
Ile
220

gca
Ala

tac

act
Thxr

tat

Tyr
125

aac
Asn

cgt
Arg

aac
Asn

gtt
val

gtt
Val
205

gca

Ala

gct
Ala

caa
Gln

gaa
Glu

ctt
Leu

gtg
val

gtc
val

aag
Lys

gag
Glu
190

ggt
Gly

gca
Ala

cgt
Arg

tat

att
Ile
270

aag
Lys

cca
Pro

gct
Ala

att
Ile

tte

"Phe

cgt
Arg
175

gct
Ala

ggc
Gly

tca
Ser

aag
Lys

gect
Ala
255

ttg
Leu

caa

gat
Asp

tect
Sex

aaa
Lys
160

atc
Ile

gat
Asp

cgt
Arg

g99
Gly

gac
Asp
240

gtg
val

gca
Ala

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056
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tac cta caa gga aaa gac gtt gac ttt gtc aac aaa aaa gca aca gat 1104
Tyr Leu Gln Gly Lys Asp Val Asp Phe Val Asn Lys Lys Ala Thr Asp
355 360 365

ggt gtc ctt ctt gcc cat aca gat ggt ggt gtg cca aat atg ttt ate 1152
Gly Val Leu Leu Ala His Thr Asp Gly Gly Val Pro Asn Met Phe Ile
370 375 380

acg ctt cca gag caa gac gaa ttt aca cta ggc tat acg atc tac ttc 1200
Thr Leu Pro Glu Gln Asp Glu Phe Thr Leu Gly Tyr Thr Ile Tyr Phe
385 390 395 400

ttt gag ctt gct att gece ctt tea ggec tac ctec aac ggg gtc aat cca 1248
Phe Glu Leu Ala Ile Ala Leu Ser Gly Tyr Leu Asn Gly Val Asn Pro
405 410 415

ttt gat cag cca ggc gtt gag get tac aag aaa aac atg ttt gce ctt 12596
Phe Asp Gln Pro Gly Val Glu Ala Tyr Lys Lys Asn Met Phe Ala Leu
420 425 430

ctt ggt aag cca ggec ttt gaa gag cta gga gca gcg ctc aac gca cgc 1344
Leu Gly Lys Pro Gly Phe Glu Glu Leu Gly Ala Ala Leu Asn Ala Arg
435 440 445

ttg 1347
Leu

<210> 101
<211> 449
<212> PRT

<213> Streptococcus equi zooepidemicus

<400> 101

148



Met

Gly

Gln

Leu

Lys

65

Gly

Asn

Ser

Gln

Ala

Glu

50

Ala

Ile

Ser

His

His

Leu

35

Leu

Ala

Gly

His

Ile

Glu

20

Arg

Pro

Glu

Gly

Phe

Thr

Ile

Gln

Glu

Lys

Ser

85

Ala

Phe

Asp

Gly

Asn

Ile
70

Tyr

Asn

Asp

Phe

Lys

Leu

Leu
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Leu

Gly

40

Asp

Ala

Gly

Gln

Ser

Gln

25

Lys

Asp

Ala

Thr

Lys Val Leu
10

Gly Gln Vval

Gly Ser Asp

Glu Glu Phe
60

Ser Asp Val
75

Lys Ala Ala
30

Ala Lys Glu

149

Glu

Thr

Phe

45

Ala

Leu

Ile

Arg

Gln

Glu

30

Leu

Arg

val

Asp

Lys

Phe

15

Ala

Gly

Ile

Val

Phe

95

Ala

Ala

Asp

Leu

Ile

80

Leu

Pro



Gln

Leu

Lys

145

Glu

Phe

Ala

225

Leu

val

Asn

Ala
305

Gly

Gln

Ile Leu
115

Val Asp
130

Ser Gly

Leu Leu

Ala Thr

Asn His
195

Ser Val
210

Asp Ile

Ser Ser

Arg Asn

Tyr Glu
275

Gly Glu
290

Asn Phe

Tyr Arg

Asn Val

100

val

Thr
180

Trp

Leu

Thr

Asp

Ile

260

Pro

ser

Ser

Asn

Ile
340

Val

Thr

Lys

165

Asp

Glu

Thr

Ala

Lys

245

Leu

Ser

Glu

Thr

Leu

325

Ile

Gly

Gln

Thr

150

Lys

Lys

Thr

Ala

Leu

230

Ile

Leu

Gly

Asp

310

Phe

Pro

Asn

Asp

135

Glu

val

Phe

val

215

Met

Ser

Gln

Lys

295

Leu

Glu

Glu

Ser

120

Lys

Pro

Gly

Lys

Val

200

Gly

Glu

Glu

Lys

280

Asp

His

Thr

Met
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105

Ile

Asp

Ala

Gln

Gly

185

val

Leu

Gly

Asn

Gly

265

Phe

Gln

Ser

val

Ala
345

Ser

Phe

Ile

Glu

170

Ala

Pro

Leu

Ala

Ile

250

Ser

Lys

Leu

Ile

330

Glu

Ser

Ser

Ala

155

Glu

val

Asp

Pro

Asn

235

Ala

Val

Glu

Gly

Gly

315

Arg

Asp

150

Ser
Val
140
Phe
Ala
Lys
Asn
Ile
220

Ala

Trp
Ile
300
Gln

val

Leu

125

Asn

Arg

Asn

val

val

205

Ala

Ala

Gln

Glu

Trp

285

Phe

Asp

Asp

110

Leu

Val

Val

Lys

Glu

190

Gly

Ala

Arg

Ile

270

Lys

Pro

Ile

Lys

Gly
350

Ala

Ile

Phe

Arg

175

Ala

Gly

Ser

Lys

Ala

255

Leu

Gln

Thr

Gln

Pro

335

Leu

Asp

Ser

Lys

160

Ile

Asp

Gly

Asp

240

val

Ala

Leu

Ser

Glu

320

Arg

Gly
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Gly

Thr

385

Phe

Phe

Leu

Leu

val

370

Leu

Glu

Asp

Gly

<210> 102

<211> 1251
<212> ADN

<213> Streptococcus uberis

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(1251)
<223>

<400> 102

Gln

355

Leu

Pro

Leu

Gln

Lys
435

Gly

Leu

Glu

Ala

Pro

420

Pro

Lys

Ala

Gln

Ile

405

Gly

Gly

Asp

His

Asp

390

Ala

Val

Phe

val

Thr

375

Glu

Leu

Glu

Glu

Asp

360

Phe

Ser

Ala

Glu
440

Phe

Gly

Thr

Gly

425

Leu
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val

Gly

Leu

Tyr
410

Lys

Gly

Asn Lys

val Pro
380

Gly Tyr

395

Leu Asn

Lys Asn

Ala Ala

151

Lys

365

Asn

Thr

Gly

Met

Leu
445

Ala

Met

Ile

val

Phe

430

Asn

Thr

Phe

Tyr

Asn

415

Ala

Ala

Asp

Ile

Phe

400

Pro

Leu

Arg



atg
Met

tgg
Irp

agt
Ser

atg
Met

tat

Tyx
65

gaa
Glu

ctc
Leu

cta
Leu

gga
Gly
50

aag
Lys

aaa
Lys

ata
Ile

aca
Thr
35

tta

Leu

gta
Val

cta
Leu

attc
Ile
20

gtg
Val

tct
Ser

gca
Ala

aaa
Lys

atc
Ile

tat
Tyr

ttt
Phe

gct
Ala

aat
Asn

999
Gly

999
Gly

ttt
Phe

attc
Ile
70
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ctc att
Leu Ile

ctt aat
Leu Asn

att att
Ile Ile
40

tat cgt
Tyr Arg
55

atc cca
Ile Pro

aca
Thr

gtt
val
25

cta
Leu

cce

tct
Ser

ttt
Phe
10

ttt
Phe

tta

Leu

tat

tat

152

atg act
Met Thr

gta ttt
Val Phe

acc tat

aaa gga
Lys Gly
60

aat gag
Asn Glu
75

Lttt
Phe

gga
Gly

ttg
Leu
45

agt

Ser

gat
Asp

att
ile

act
Thr
30

tcg

Ser

gta
Vval

ggt
Gly

ttc
Phe
15

aaa

ata
Ile

ggt
Gly

gtc
Val

ctg
Leu

gga
Gly

aaa
Lys

caa
Gln

ggt
Gly
80

48

96

144

192

240
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tta cta gaa act cta aag agt gtt caa aaa caa aca tat cca att gca 288
Leu Leu Glu Thr Leu Lys Ser Val Gln Lys Gln Thr Tyr Pro Ile Ala
85 - 90 95
gaa att ttc gta att gac gat ggg tca gta gat aaa aca ggt ata aaa 336
Glu Ile Phe Val Ile Asp Asp Gly Ser Val Asp Lys Thr Gly Ile Lys
100 105 110
ttg gtc gaa gac tat gtg aag tta aat ggc ttt gga gac caa gtt atc 384
Leu Val Glu Asp Tyr Val Lys Leu Asn Gly Phe Gly Asp Gln Val Ile
115 120 125
gtt cat cag atg cct gaa aat gtt ggt aaa aga cat gct cag gct tgg 432
Val His Gln Met Pro Glu Asn Val Gly Lys Arg His Ala Gln Ala Trp
130 135 140 .
gca ttt gaa agg tct gat gct gat gtt ttce tta aca gtg gat tca gat 480
Ala Phe Glu Arg Ser Asp Ala Asp Val Phe Leu Thr Val Asp Ser Asp
145 150 1S5 160
acc tac atc tat cct gat gct ctt gaa gaa tta tta aag aca ttt aat 528
Thr Tyr Ile Tyr Pro Asp Ala Leu Glu Glu Leu Leu Lys Thr Phe Asn
165 170 175
gat cca gag gtc tac gct gca act ggt cat tta aat gca aga aat aga 576
Asp Pro Glu Val Tyr Ala Ala Thr Gly His Leu Asn Ala Arg Asn Arg
180 185 190
caa act aat ctc tta act aga ctg act gat att cgt tac gat aat gca 624
Gln Thr Asn Leu Leu Thr Arg Leu Thr Asp Ile Arg Tyr Asp Asn Ala
195 200 205
ttt ggt gta gaa cgt gct gct cag tct gtt acg gga aat att ttg gtt 672
Phe Gly Val Glu Arg Ala Ala Gln Ser Val Thr Gly Asn Ile Leu Val
210 215 220
tgt tcc gga cct tta agt att tat aga cgt tce gte ggt att cca aat 720
Cys Ser Gly Pro Leu Ser Ile Tyr Arg Arg Ser Val Gly Ile Pro Asn
225 230 235 240
ctt gaa cgc tat acc tca caa aca ttt ctt ggt gtc cet gta age ata 768
Leu Glu Arg Tyr Thr Ser Gln Thr Phe Leu Gly Val Pro Val Ser Ile
245 250 255
ggg gat gac cgt tgt ttg aca aat tat gca act gat ttg gga aaa acg 816
Gly Asp Asp Arg Cys Leu Thr Asn Tyr Ala Thr Asp Leu Gly Lys Thr
en ¥4 Lo R FaY
LaIv -\ & v
gtt tat cag tca act gca aga tgt gat act gac gtt cca gat aag ttt 864
Val Tyr Gln Ser Thr Ala Arg Cys Asp Thr Asp Val Pro Asp Lys Phe
275 280 285
aag gtt ttc atc aaa caa caa aat cgt tgg aat aag tca ttt ttt agg 912
Lys val Phe Ile Lys Gln Gln Asn Arg Trp Asn Lys Ser Phe Phe Arg
250 255 300
gag tct att atc tct gtt aag aag tta tta gcc aca cca agt gtt get 960
Glu Ser Ile Ile Ser Val Lys Lys Leu Leu Ala Thr Pro Ser Val Ala
305 330 315 320
gtt tgg act att aca gaa gtt tcc atg ttc atc atg cta gtt tat tct 1008

153



val

atc
Ile

ctg
Leu

gtt
Val

tat

Tyr
385

tta

aaa
Lys

Trp Thr Ile

tte
Phe

gtt
Val

cat
His
370

gga
Gly

ttt
Phe

<210> 103
<211> 417
<212> PRT

<213> Streptococcus uberis

<400> 103

age
Ser

gct
Ala
355

tac

ttg
Leu

act
Thr

tta
Leu
340

ttt
Phe

atg
Met

ata
Ile

ata
Ile

Thr
325

ttg
Leu

tta
Leu

gtt
val

cat
His

aga

405

Glu

ata
Ile

gtt
Val

aag
Lys

cta
Leu
390

aat
Asn

val

gga
Gly

att
Ile

cat
His
375
ttec
Phe

gct
Ala
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Ser

gag
Glu

att
Ile
360

cca

Pro

gtt
val

aca
Thr

Met

gct
Ala
345

tte
Phe

ttt
Phe

ttg
Leu

tgg

Phe
330

caa
Gln

ata
Ile

gct
Ala

caa
Gln

gga
Gly
410

154

Ile

gaa
Glu

gta
Val

ttt
Phe

cct
Pro
395

act
Thr

Met

ttt
Phe

gct
Ala

tta
Leu
380

ctt

Leu

cgt
Arg

aat
Asn

ctt
Leu
365

ttg

Leu

aag
Lys

aaa
Lys

val

cte
Leu
350

tgt
Cys

tca
Sexr

ata
Ile

aag
Lys

335
ata

Ile

aga
Arg

ccg
Pro

tat

aca
Thr
415

Ser

aaa
Lys

aat
Asn

ttt
Phe

tcg
Ser
400

agt
Ser

1056

1104

1152

1200

1248

1251



Met Glu
1

Trp Leu

Ser Leu

Met Gly

Tyr Lys
65

Leu Leu

Glu Ile

Lys

Ile

Leu

val

Glu

Phe

Leu
Ile
20

Val
Ser
Ala

Thr

Val
100

Lys

Ile

Phe

Ala

Leu

85

Ile

Asn

Gly

Gly

Phe

Ile

70

Lys

asp

Leu

Leu

Ile

Tyr

55

Ile

Ser

Asp

Ile

Asn

Ile

40

Arg

Pro

Val

Gly
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Thr

val

25

Leu

Pro

Ser

Gln

Ser
105

Phe
10

Phe

Leu

Lys
90

val

Met

Val

Thr

Lys

Asn

75

Gln

Asp

155

Thr Phe

Phe Gly

Tyr Leu
45

Gly Ser
60

Glu Asp

Thr Tyr

Lys Thr

Ile

Ser

val

Gly

Gly
110

Phe
15

Lys

Ile

Gly

val

Ile

85

Ile

Leu

Gly

Lys

Gln

Gly

80

Ala

Lys



Val

Ala

145

Asp

Gln

Phe

Gly

Val

Val

His

130

Phe

Pro

Thr

Gly
210

Ser

Asp

Ser

Glu

115

Gln

Glu

Ile

Glu

Asn

195

Val

Gly

Asp

Gln
275

Asp

Met

val
180

Leu

Glu

Pro

Arg
260

Ser

Leu I

340

Tyr

Pro

Ser

165

Tyr

Leu

Arg

Leu

Thr
245

Cys

Thr

Thr
325

val

Glu

Asp

150

Asp

Ala

Thr

Ala

Ser.

230

Ser

Leu

Lys

Asn

135

Ala

Ala

Ala

Arg

aAla

215

Ile

Gln

Thr

Arg

295

Lys

Leu
120
Vval
Asp
Leu
Thr
Leu
200
Gln
Tyr

Thr

Asn

Lys 1L
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Asn

Gly

val

Glu

Gly

185

Thr

Ser

Arg

Phe

265

Asp

Met

Ala
345

Gly

Lys

Phe

Glu

170

His

Asp

Val

Arg

Leu

250

Ala

Thr

Leu

Phe
330

Gln

Phe

Arg

Leu

155

Leu

Leu

Ile

Thr

Ser

235

Gly

Thr

Asp

Glu

156

Gly

His

140

Thr

Leu

Asn

Arg

Gly

220

val

val

Asp

Val

Lys S

300

Met

Phe

Asp

125

Ala

val

Lys

Ala

205

Asn

Gly

Pro

Leu

Pro
285

Asn

Gln

Gln

Asp

Thr

Arg

190

Asp

Ile

Ile

val

Gly

270

Asp

Pes
rae

Sex

Leu
350

val

Ala

Ser

Phe

175

Asn

Asn

Leu

Pro

Ser

255

Lys

Lys

Ile

Asp

160

Asn

Arg

Ala

val

Asn

240

Ile

Thr

Phe

Arg

Ala
320

Lys
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Leu Val Ala Phe Leu Val Ile
3ss

Val His Tyr Met Val Lys His
370 375

Tyr Gly Leu Ile His Leu Phe
385 390

Leu Phe Thr Ile Arg Asn Ala
405

Lys

<210> 104
<211> 1203
<212> ADN

<213> Streptococcus uberis

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(1203)
<223>

<400> 104

Ile
360

vVal

Thr

ES 2362354 T3

Phe Ile Val Ala

Phe Ala Phe Leu
380

Leu Gln Pro Leu
395

Trp Gly Thr Arg
410

157

Leu Cys Arg Asn -
365

Leu Ser Pro Phe

Lys Ile Tyr Ser
400

Lys Lys Thr Ser
415



gtg
val

gta
val

aag
Lys

gat
Asp

cta
Leu
65

aca

gtt
Val

tta

aaa
Lys

tta
Leu

aaa
Lys

att
Ile
50

gac
Asp

cca
Pro

gag
Glu

gtt

att
Ile

tta
Leu

gta
Val
35

gaa
Glu

gcc
Ala

acc
Thr

act
Thr

att

gca
Ala

gca
Ala
20

aat
Asn
aac
Asn

gat
Asp

aat
Asn

gta
val
100

aaa

gtt
Val

cag
Gln

ctc
Leu

tat

caa
Gln
tat
85

att

Ile

tca

gca
Ala

aaa
Lys

ata
Ile

tta
Leu

gca
Ala
70

gat
Asp

gag
Glu

acg

ggt
Gly

aat
Asn

aat
Asn

aaa
Lys
55

tet
Phe

gtg
Val

aaa
Lys

ata
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tct
Ser

cct
Pro

caa
Gln
40

gaa
Glu

agg

gag
Glu

gct
Ala

cca

ggc
Gly

gtt
Val
25

aaa

Lys

aaa
Lys

gat
Asp

aag
Lys

tta
Leu
108

ctt

tat

Tyr
10

aca

Thr

caa
Gln

aag
Lys

gca
Ala

aat
Asn
1]

gct
Ala

ggt

158

att
Val

gtt
Val

tca
Ser

tta
Leu

gat
Asp
75

ttt
Phe

tta
Leu

cte

ggc
Gly

gta
val

cca
Pro

caa
Gln
60

ata
Ile

tte
Phe

aat
Asn

att

cta
Leu

gat
Asp

atc
Ile
45

tta
Leu

cta
Leu

gat
Asp

agt
Ser

aaa

tca
Serx

att
Ile
30

cag

Gln

aga
Arg

att
Ile

act
Thr

cag
Gln
110

aag

tta
Leu
15

att
Ile

gat
Asp

gct
Ala

att
Ile

agt
Ser
95

gct
Ala

atg

agt |

Ser

gag
Glu

gtt
Val

act

gct
aAla
80

cat
His

ttg
Leu

cgt

48

96

144

192

240

288

336

384



Leu

caa
Gln

gag
Glu
145

tce
Ser

ttt
Phe

ctt
Leu

acc
Thr

gct
Ala
225

ot

att
Ile

att
Ile
305

atg
Met

att
Ile

atg
Met

val

aaa
Lys
130
tet
Ser

tte
Phe

gct
Ala

ttt
Phe
tat
210

gaa
Glu

Pt

cgt
Arg
290

aat
Asn

aaa
Lys

gat
Asp

atg
Met

Ile
115

tat

aaa
Lys

gaa
Glu

caa
Gln

atg
Met
195

tta

Leu

aag
Lys

cga
Arg

tac

att
Ile
275

aaa

Lys

gta
Val

agt
Ser

cat
His

aat
Asn

Lys

cag
Gln

gct
Ala

gat
Asp

ttg
Leu
180

ggt
Gly

gct
Ala

aat
Asn

cgc
Arg

tgc
Cys
260

cct
Pro

gag
Glu

gat
Asp

aac
Asn

att
Ile
340

gaa
Glu

Ser

aca
Thr

tta
Leu

gat
Asp
165

tta
Leu

tca
Serx

atg
Met

ggt
Gly

ata
Ile
245

tta

Leu

caa
Gln

tat

cct
Pro

tct
Ser
325

aag
Lys

gat
Asp

Thr

gac
Asp

aaa

Lys
150

gat
Asp

aaa
Lys

gca
Ala

cgt
Arg

tta
Leu
230

atc
Ile

aaa
Lys
310

gat
Asp

agc
Ser

ttt
Phe

Ile

cgt
Arg
135

gat
Asp

tct
Ser

gat
Asp

gag
Glu

gte
val
215

ctt
Leu

gca
Ala
295

gat
Asp

aat
Asn

tat
Tyr

gat
Asp

120

att
Ile

aat
Asn

atg
Met

ggt
Gly

gct
Ala
200

tece
Ser

gtg
val

cat
His

gat
Asp

ata
Ile
280

tca

Ser

gca
Ala

ttc
Phe

caa
Gln

tta
Leu
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Leu

att
Ile

cte
Leu

gaa
Glu

tct
Ser
185

gaa

Glu

tat

gat
Asp

tat
Tyr

acc
Thr
265

aaa

Lys

caa
Gln

acg
Thr

aga
Arg

att
Ile
345

CcCa

Gly

ttt
Phe

tat

gta
Val
170

ttg
Leu

gca
Ala

tee
Phe

aat
Asn

aat
Asn
250

aaa
Lys

gca
Ala

att
Ile

att
Ile

gag
Glu
330

aat

Asn

atc
Ile

Phe

agt
Ser

cct
Pro
155

ata
Ile

gat
Asp

gta
Val

aat
Asn

att
Ile
235

aac
Asn

cag
Gln

att
Ile

tta
Leu

ggt
Gly
315

agt

Ser

ata
Ile

att
Ile

159

Ile

cce
Pro
140

agt
Ser

gaa
Glu

aaa
Lys

aaa
Lys

gag
Glu
220

att
Ile

cct

ttyg
Leu

gtt
val

caa
Gln
300

att
Ile

gca
Ala

gtc
val

gat
Asp

Lys
125

gaa
Glu

cga
Arg

gca
Ala

gat
Asp

tta
Leu
205

tta
Leu

gag
Glu

tct
Ser

cta
Leu

gat
Asp
285

caa
Gln

tac

ata
Ile

ttg
Leu

gat
Asp

Lys

ttt
Phe

ata
Ile

gca
Ala

gtt
val
190

ttt
Phe

gat
Asp

ggc
Gly

ttt
Phe

gca
Ala
270

tct
Ser

ttg
Leu

cge
Arg

aaa
Lys

tat

Tyx
350

tta
Leu

Met

ctt
Leu

att
Ile

aag
Lys
175

cct
Pro

gce
Ala

aca
Thr

gtt
Vval

ggc
Gly
255

ggc
Gly

aat
Asn

agt
Sexr

ctt
Leu

gat
Asp
335

gag
Glu

tct
Ser

Arg

aga
Arg

gtt
val
160

act

Thr

gta
Val

aat
Asn

tat

tgc
Cys
240

tat

tat

aaa
Lys

gat
Asp

atc
Ile
320

att
Ile

cca
Pro

gac
Asp

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104



355

ttc aaa gcc atg tca cat
Phe Lys Ala Met Ser His
370

tta gaa gat gtt aaa gaa
Leu Glu Asp Val Lys Glu
38s 390

gat
Asp

<210> 105
<211> 401
<212> PRT

<213> Streptococcus uberis

<400> 105

ES 2362354 T3

360 365

att atc gtt tca aat aga tat gat tta gcc
Ile Ile Val Ser Asn Arg Tyr Asp Leu Ala
375 380

aaa gtt tac acc aga gat att tac ggt gtg

Lys Val Tyr Thr Arg Asp Ile Tyr Gly Val
395 400

160

1152

1200

1203
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Val Lys Ile Ala Val Ala Gly Ser Gly Tyr Val Gly Leu Ser Leu Ser

Val Leu Leu Ala Gln Lys Asn Pro Val Thr Val Val Asp Ile Ile Glu
20 25 30

Lys Lys Val Asn Leu Ile Asn Gln Lys Gln Ser Pro Ile Gln Asp Val
15 40 45

Asp Ile Glu Asn Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Leu Gln Leu Arg Ala Thr
S0 55 60

Leu Asp Ala Asp Gln Ala Phe Arg Asp Ala Asp Ile Leu Ile Ile Ala
65 70 75 80

Thr Pro Thr Asn Tyr Asp Val Glu Lys Asn Phe Phe Asp Thr Ser His

Val Glu Thr val Ile Glu Lys Ala Leu Ala Leu Asn Ser Gln Ala Leu
100 105 110

Leu Val Ile Lys Ser Thr Ile Pro Leu Gly Phe Ile Lys Lys Met Arg
115 120 125

Gln Lys Tyr Gln Thr Asp Arg Ile Ile Phe Ser Pro Glu Phe Leu Arg
130 135 140

Glu Ser Lys Ala Leu Lys Asp Asn Leu Tyr Pro Ser Arg Ile Ile Val
145 150 155 160

161



Ser

Phe

Leu

Thr

Ala

225

His

Gly

Asp

Ile

Ile

305

Met

Ile

Met

Phe

Phe

Ala

Phe

210

Glu

Asp

Gly

Gly

Arg

290

Asn

Lys

Asp

Met

Lys

370

Glu

Glu
Gln
Met
195

Leu

Lys

Ile
275
Lys
Val
Ser
His
Asn
35S

Ala

Asp

Asp

Leu

180

Gly

Ala

Asn

Cys

260

Pro

Glu

Asp

Asn

Ile

340

Glu

Met

val

Asp

165

Leu

Ser

Met

Gly

Ile

245

Leu

Gln

Pro

Ser

325

Lys

Asp

Ser

Lys

Asp

Lys

Ala

Arg

Leu

230

Gly

Pro

Ser

Ile

Lys

310

Asp

Ser

Phe

His

Ser

Asp

Glu

val

215

Ile

Lys

Leu

Ala

295

Asp

Asn

Asp

Ile
375

Lys

Met

Gly

Ala

200

Ser

val

His

Asp

Ile

280

Ser

Ala

Phe

Gln

Leu

360

Ile

val
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Glu

Ser

185

Glu

Asp

Tyr

Thr

265

Lys

Gln

Thr

Arg

Ile

345

Pro

Val

Tyr

val

170

Leu

Ala

Phe

Asn

Asn

250

Lys

Ala

Ile

Ile

Glu

330

Asn

Ile

Ser

Thr Ax

Ile

Asp

Val

Asn

Ile

235

Asn

Gln

Ile

Leu

Gly

315

Ser

Ile

Ile

Asn

(ST}

w
o

162

Glu

Lys

Lys

Glu

220

Ile

Pro

Leu

val

Gln

300

Ile

Ala

val

Asp

Ala

Asp

Leu

205

Leu

Glu

Ser

Leu

Asp

285

Gln

Ile

Leu

Ile

Ala

Val

150

Phe

Asp

Gly

Phe

Ala
270

‘Ser

Leu

Axg

Lys

350

p Leu

Asp

Tyr

Lys

175

PrXo

Ala

Thr

val

Gly

255

Gly

Asn

Ser

Leu

Asp

335

Glu

Ser

Leu

Gly

val

Asn

cys
240

Lys

Asp

Ile

320

Ile

Pro

Asp
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Asp

<210> 106
<211> 912
<212> ADN

<213> Streptococcus uberis

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(912)
<223>

<400> 106

ES 2362354 T3

163



atg
Met

cgt
Arg

gtt
Val

ggc
Gly

gaa
Glu
65

aaa
Lys

aac
Asn

gtt
Val

ctt
Leu

acc
Thr
145

gcce

Ala

gct
Ala

act
Thr

ttt
Phe

gac
Asp

att
Ile
50

gac

ggg
Gly

tty
Leu

tta
Leu

ggt
Gly
130

aaa

Lys

gta
Val

cca
Pro

aaa
Lys

tta
Leu

aaa
Lys
35

gaa
Glu

cat
His

aaa
Lys

cat
His

caa
Gln
115

gac

Asp

caa
Gln

atg
Met

aac
Asn

gta
val

cca
Pro
20

cca

gaa
Glu

ttt
Phe

act
Thr

tte
Phe
100

gca

Ala

gat
Asp

tta
Leu

aaa
Lys

ggc
Gly

aga
Arg

gca
Ala

acc
Thr

atc
Ile

gat
Asp

gaa
Glu
85

atet
Ile

aaa
Lys

ttg
Leu

atg
Met

gtt
Val
165

aaa
Lys

aaa
Lys

aca
Thr

att
Ile

ttg
Leu

tece
Ser
70

ctc
Leu

cgt
Arg

get
Ala

atg
Met

gac
Asp
150

cct

Pro

gcec
Ala

gce
Ala

aaa
Lys

caa
Gln

gtc
val
55

aac
Asn

tta
Leu

caa
Gln

tce
Phe

gac
Asp
135

gat
Asp

cac
His

ttg
Leu
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att
Ile

gct
Ala

tte
Phe
40

gta
Val

ttt
Phe

aaa
Lys

agt
Ser

gta
Val
120

att
Ile

tat

gat
Asp

aat
Asn

att
Ile

cte
Leu
25

ate
Ile

aca
Thrx

gaa
Glu

tta
Leu

cat
His
105

gga
Gly

aca
Thr

gaa
Glu

gac
Asp

ggc
Gly

cca
Pro
10

gct
Ala

gtg
val

gga
Gly

cte
Leu

gtt
Val
90

cce

Pro

aat
Asn

aat
Asn

aca
Thx

gta
val
170

tta
Leu

164

gct
Ala

aag
Lys

gaa
Glu

aaa
Lys

gaa
Glu
75

gat
Asp

aaa
Lys

gaa
Glu

gce
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu

tca
Ser
60

tat

gaa
Glu

ggc
Gly

cce
Pro

aaa
Lys
140

gga
Gly

atg
Met

gct
Ala
45

aaa
Lys

aat
Asn

ace
Thr

tta
Leu

tte
Phe
125

gct
Ala

get
Ala

tat

L¥<L

gtg
Val

ctt
Leu

ttg
Leu
30

ttg
Leu

cgc
Arg

ttg
Leu

act
Thr

ggg
Gly
110

ate
Ile

gte
Val

tect
Ser

ggt
Glv

L Y

gat
Asp

gge
Gly
15

ccce

Pro

cgt

tce
Ser

caa
Gln

tet
Ser
95

gat
Asp

gtt
Vval

cca
Pro

aca
Thr

ate
Ile

tet
Ser

att
Ile

gaa
Glu
80

ata
Ile

gct
Ala

atg
Met

tta
Leu

48

26

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576
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180 185 190

gtt gaa aaa cca aaa cct gag gac gca cca agt gac ctt gct atc att 624
Val Glu Lys Pro Lys Pro Glu Asp Ala Pro Ser Asp Leu Ala Ile Ile
195 200 20S

gga cgt tat ctc tta aca cct gaa att ttt gac att ctt gaa aat caa 672
Gly Arg Tyr Leu Leu Thr Pro Glu Ile Phe Asp Ile Leu Glu Asn Gln
210 215 220

gca cca ggt gcc gga aac gaa gtc caa tta act gat get ate gat acc 720
Ala Pro Gly Ala Gly Asn Glu Val Gln Leu Thr Asp Ala Ile Asp Thr
225 230 235 240

ct¢ aac aaa aca caa cgt gtt ttt gect cgt gag ttt act ggc aaa cgce 768
Leu Asn Lys Thr Gln Arg Val Phe Ala Arg Glu Phe Thx Gly Lys Axrg

2 2y

T

~eYa Y = oo
gga gal aag - 98¢ ©

t tt t
al Gly Asp Lys Phe Gly Ph
260 26

bt are o
L ave S

+~
e Met Lys Thr Ser Ile Asp Tyr
S 270

(0]
r
t
[
T
1)
[}

> Q
N
o
< W0

gcc cta aaa cac cat caa gtc aaa gat gac cta aaa gct tat att atc 864
Ala Leu Lys His His Gln Val Lys Asp Asp Leu Lys Ala Tyr Ile Ile
275 280 288

aag tta ggt aaa gaa tta gaa aaa gca caa gat tcc aaa gaa agc aaa S12
Lys Leu Gly Lys Glu Leu Glu Lys Ala Gln Asp Ser Lys Glu Ser Lys
290 295 300

<210> 107
<211> 304

<212> PRT

<213> Streptococcus uberis

<400> 107

165



Met

val

Gly

Clu

65

Lys

Thr

Phe

Asp

Ile

50

Asp

Gly

Lys

Leu

Lys

35

Glu

His

Lys

val

Pro

20

Pro

Glu

Phe

Thr

Axrg

Ala

Thr

Ile

Asp

Glu
85

Lys

Thr

Ile

Leu

Ser

70

Leu
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Ala

Lys

Gln

Val

55

Asn

Leu

Ile

Ala

Phe

40

Val

Phe

Lys

Ile
Leu
25

Ile
Thr

Glu

Leu

166

Pro

10

Ala

val

Gly

Leu

val
S0

Ala

Lys

Glu

Lys

Glu

75

Asp

Ala

Glu

Glu

Ser

60

Glu

Gly
Met
Ala
45

Lys

Asn

Thr

Leu

Leu

30

Leu

Arg

Leu

Thr

Gly

15

Pro

Arg

Ser

Gln

Ser
95

Thr

Ile

Ser

Ile

Glu

80

Ile



val

Leu

Thr

14S

Ala

Ala

Val

Gly

Ala

225

Leu

Lys

Leu

Gly

130

Lys

val

Pro

Glu

Arg

210

Asn

Asp

Leu

Leu
290

<210> 108
<211> 5158
<212> ADN

<213> Streptococcus equisimilis

His

Gln

1is

Asp

Gln

Met

Asn

Lys

195

Gly

Lys

val

Lys

275

Gly

Phe

100

aAla

Asp

Leu

Lys

Gly

180

Pro

Leu

Ala

Thr

Gly

260

His

Lys

Ile

Lys

Leu

Met

Val

165

Lys

Lys

Leu

Gly

Gln

245

Asp

Glu

Arg

Ala

Met

Asp

150

Ala

Thr

Asn

230

Arg

Lys

Gln

Leu

Gln
Phe
Asp
135

Asp

Leu
Glu
Pro
215
L]
Glu
val
Phe

Val

Glu
295

ES 2362354 T3

Ser

Val

120

Ile

Asp

Asn

Asp

200

Glu

Val

Phe

Gly

Lys

280

Lys

His

105

Gly

Thr

Glu

Asp

Gly

185

Ala

Ile

Gln

Ala

Phe

265

Asp

Ala

Pro

Asn

Thr

val

170

Leu

Pro

Phe

Leu

Arg

250

Met

Asp

Gln

167

Lys

Glu

Thr
155

Ser

Ser

Asp

Thr

235

Glu

Lys

Leu

Asp

Gly

Pro

Lys

140

His

Ser

Ser

Asp

Ile

220

Asp

Phe

Lys

Ser
300

Leu

Phe

125

Ala

Ala

Val

Leu

205

Leu

Ala

Thr

Serx

Ala

285

Lys

Gly

110

Ile

Val

Ser

Gly

Asp

150

Ala

Glu

Ile

Gly

Ile

270

Glu

Asp

Val

Pro

Thr

val

175

Thr

Ile

Asn

Asp

Lys

255

Asp

Ile

Ser

Ala

Met

Ile

160

Ile

Phe

Ile

Gln

Thr

240

Arg

Ile

Lys
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<400> 108
toaattiety gebtrttglt gatagettae ctattagtea asatgtoctt atcctthttt 60
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tacaagccat
aacgaagatg
ctagcagaaa
gaagactatg
aaaaatcaag
tttttgaceg
acctttaatg
accaatctcet
gctgcccaat
cgcgaggtgg
gtaagtattg
tatcaatcca
cagcaaaacc
atgaacaatc
gtttattctg
ttagccttte
aagcacccgce
cagcccttga
aaattattat
aagagttttg
ctaagagctt
tgtgagggct
ctgtactaag
gtcggcctat
attgatgaaa
gaggagtatt
tatagcaatg
tactttgaca
gcaaccatta
taccagacag

gataaccttt

ttaagggaag
ctgagtcatt
tttatgttgt
tgcgtgacac
gaaagcgtca
ttgactcaga
acccaactgt
taacacgctt
ccgttacagg
ttgttectaa
gtgatgacag
ctgctaaatg
gctggaacaa
cttttgtage
tggtggattt
tggtgattat
tgtccttctt
aattatattc
aaaccaacta
atccgactcg
ttagcttgca
aggtcattat
gtatcaaagg
ccttgagtat
aggtgagatt
taaaaaatge
cagaccttat
caaggcatgt
ttatcaaatc
atcgtattat

acccaagtcg

ggctgggcaa
gctagagacc
tgacgatgga
tggtgaccta
tgcacaggec
tacttatatce
ttttgctgeg
gacagatatt
taatatcctt
catagataga
gtgcttgacc
tattacagat
gtcecttcttt
cctatggacc
ctttgtaggc
cttcattgtt
gttatctcecg
tctttttact
gacctaggtt
agcagctcat
gctctataaa
gatccttcag
aaaaaatgaa
tttactggca
gatcaatcaa
gccgctaaat
tatcattgcect
tgaagaggtc
aaccatacca
ttttagecca

gatcattgtt
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tataaggttg
ttaaaaagtg
agtgctgatg
tcaagcaatg
tgggectttg
tacecctgatg
acgggtcacc
cgctatgata
gtttgctcag
tacatcaacc
aactatgcaa
gttcctgaca
agagagtcca
atacttgagg
aatgtcagag
gccctgtgtce
ttttatgggg
attagaaatg
ctgacaaggg
aaacgaaagc
gacgaaccag
gtgtggcacce
gtgaaaattt
caaéataatg
ggcatatcge
ctcacagcga
actccgacaa
atcgagcagg
ctaggcttta
gaatttttaa

tcttatgaaa

169

cagccattat
ttcagcagca
agacaggtat
tcattgttca
aaagatcaga
ctttagagga
ttaatgtcag
atgcttttgg
gtccgettag
agaccttccect
ctgatttagg
agatgtctac
ttatttctgt
tgtctatgtt
aatttgattg
ggaacattca
tgctgcattt
ctgactgggg
agctaagcta
tatcccactg
aggctgagtg
tgagctcecgg
ctgtagcagg
acgtcactgt
caatcaagga
cgettgatgg
attatgacag
tecctagacct
tcaagcatgt
gagaatcaaa

aggacgactc

tccctettat
aacctatccc
taagcgcatt
tcggtcagag
cgctgatgte
gttgttaaaa
aaatagacaa
cgttgaacga
cgtttacaga
gggtattcct
aaagactgtt
ttacttgaag
taagaaaatc
tatgatgctt
gctcagggtt
ttacatgctt
gtttgtccta
aacacgtaaa
gggataaaca
gtaattgaag
tcagectttgg
cagtagctaa
ctcaggatat
tgttgacatt
tgctgatatt
cgcaagcgcet
cgaacgcaac
aaatgcgtca
tagggaaaaa
agccttatac

accaagggtt

120

180

240

300

360

420

480

5S40

600

660

720

780

840

so0o0

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



attcaggctg
ccggtcttat
ttggctatgc
gatgctcagc
aacccttcct
aattatagag
aaatcttatt
ccattaacga
agcgccatta
gaacccatgc
aacgagtcta
aaggtttata
ggaaccacaa
cggcctaggce
cgtcgataag
gattecttgte
cgagctcgaa
gaccactgce
tgtcctccaa
cctcatggat
tgattgcaca
ttatggtgtg
tgttgagaag
gttgacgcct
acagctgacce
taagggagag
tgctctcaag
gcaactgaac
aaaagcattt

acttgtatta

ctaaagcctt
ttatgggcte
gggtgtctta
gcgtgattga
ttggatatgg
gcattcccca
tggctgaaca
ttggetttta

aagatattat

caatcattgt
cgagagatgt
atcaaggagg
actcgcecttce
ccaaccattc
gtcaccggcea
tacaatctcc
atcaacctgc
gccaaggcct
attaccaatc
cacgcctcaa
attgcaccgc
ccaagtceag
gagatttttg
gatgcgattg
cggtatgatg
caccctcagg
aaggacgtca
agagctttaa

ataccaaaag

tgctggtctt
acaggaggct
ctttaatgaa
aggagtctgt
cggctattgce
gtccttgatg
aatattagac
ccgettgatt
tgatatcatc
tattggctac
gtcaaatcgc
ctttggaaga
aactcatgac
tgceccgcecac
aattcatcgt

aggccaaacg

.aagccaaggg

acttcattceg
ttgttggcaa
ctagtgecaa
cgattgcagt
aagggaaggc
atgaggcacc
ccatattgga
acaagctcaa
ttggggacaa
tcaaggacga
agaaataggc
ggtgggatac

ccaaaactag
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ttaaaggaag
gaggcggtca
ttagacacct
catgatcagc
ctgccaaagg
tcagcgattg
agagcctcta
atgaaaagca

aacgactatg

tttgaggacg
gactagtcag
aaaggtcaga
caaggcactg
cgaggaagcc
ctctategag
caaaaccgag
tcagagccac
tgagccettt
geccecttgace
gatgagggtg
tgttaagggc
gagtgactta
gaagcaggcg
taagacacag
gtttggettt
cctcactgac
gtttattgat
tagaggattg

gcagataagc

170

gagccaaaag
agetatttge
attccgaaag
gcattggtaa
acagcaagca
ttgaatccaa
gtcaaaagca
actctgataa

gggttaatat

acctaggaga
aaaacgaatg
aaagccatta
gccaaggaaa
ctaaaggcag
gaccactttg
ctactcaagc
cctagaggac
gtggtcatgc
aagcagctta
ccgcatgagg
ttgtatagtg
gcgattattg
cctggagctg
cgggtttttyg
atgaagacct
tacattataa
cagctattgc
gtatctcact

ataaggaatt

caaggatact
gaataccttt
caagggtcta
ccattacaat
gctgttggca
caagatacga
ggctggtgta
tttccgagaa

tgtcatttac

tgtcattgat
gcactcataa
tcccagecge
tgctcccaat
gtatcgagga
actccaactt
tcgttgatga
taggggacgc
tgggggatga
ttgaggatta
aggtttccaa
tggagacctt
gtcgatattt
gcaatgaggt
cgagggagtt
cacttgacta
agctcagtaa
agagctattt

ttttaggctg

agattaaaaa

1980
2040
2100
2160
2220

2280

2640
2700
2760
2820
2880
25940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720



taaggaacca
tgaagtcagc
tcctcaagag
cagagcaggt
tagggacagg
cecctagtgat
actatcatat
ttggctatgg
aggatgctaa
acaataagcg
actacctaac
tgctgaagga
aggtgattat
accecggcagce
ccaatgtgac
gctatatcct
cttcagtett
agctcgatga
ccaataccaa
acattggtgc
ttggcgatca
agaatgcttt
ctatagggcg

caaatcaagc

aaacatgaaa
gcttcccaag
tgtctcagcc
gcgtgctgte
ccatgcagtce
tgcaggtgac
cagagaaaag
acgaatcatt
tgaggcagag
cctttttgag
cgatgtgatc
ctttgatgaé
gcaagagcgg
tacctatatt
cttaaaggga
tgattcgagg
agcagatgga
gtgtgttcat
ggcagggcat
aggaagcatt
cgcttttatt
aacagcagca
cagccgtcag

ctaatcgcte
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aactacgcca
gtgctgcaca
ctagcccctce
ctaggagagce
atgatggcag
acccecttga
aatgtggcaa
cgcaatgcag
caagaggtca
gctctaaagc
agtattttca
agcctagggg
atcaacaggc
gaaagcagtg
cagactagaa
cttggtgag-
gtgacagtag
attgggaact
ttgacttace
acggttaatt
gggagtcatt
gggtctacga
gtggtgaagg

aaccaaaaga

ttatcctagce
aggtatcagyg
aaaagcagct
aatcgctaac
aagaggagct
tcagaggaga
ccattctcac
caggagaggt
aggagatcaa
atctcacgac
aggctggcca
ttaatgateg
agcacatgct
tagagattgc

ttggcagcag

ggccatatge
ttgtagaggt
tggggaatgc
atgatggtca
cgactttgat
tageccecagtce

aaggctatgc

ggcaggtgag
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agctggaaag
cctaagcatg
cacagtgatc
agtggtgcaa
atctggctta
aagcctcaag
agccaatgcece
ggtcaacatc
cacagggact
tgataatgce
agaaagggtt
cttagctcta
taatggggtg
accagacgtc
aagtgtcata
tageccagteg
acacattege
taaggggtct
cgagattggc
acggaaatac
agctccggta
agtgccggcea
caagaggctg

aaaacctagg

ggaacgcgca
ctggagcatg
ggtcatcagg
gaggagcagc
gaggggcaaa
getcectgectag
aaggatccct
gttgagcaaa
tatatetttg
caaggégagt
agcgcttace
gcccaggeeg
accctgcaaa
ttgattgaag
agcaatggga
gtgattgagg
ccggactccce
catctagggg
tcagaggtta
cagacagtga
gaggttgggg
gacagtgtgg
ccgcaccace

ccattaaa

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4860

4920

4980

5040

5100

5158
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REIVINDICACIONES

Método para la produccién de un acido hialurénico, que comprende: (I) cultivo de una célula huésped de Bacillus
bajo condiciones adecuadas para la produccién del acido hialurénico, donde la célula huésped de Bacillus
comprende un constructo de acidos nucleicos que comprende un operén artificial que comprende una secuencia
codificante de hialuronano sintasa, una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa
y una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa operativamente enlazada a una
secuencia del promotor foranea a la secuencia codificante de hialuronano sintasa; donde

(a) la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% identidad a SEC
ID n°: 2, SEC ID n° 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo
condiciones de astringencia alta con SEC ID n° 1, SEC ID n° 94, SEC ID n° 92, o SEC ID n° 102 vy (iii) una
cadena complementaria de (i) o (ii);

(b) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que
consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos
con al menos 70% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia
de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 40, SEC ID
n°: 96, o SEC ID n°: 104 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (Il);

(c) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que
consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos
con al menos 70% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n®: 107 (ii) una secuencia
de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 21, SEC ID n°: 42 0 SEC
ID n°: 98, 0 SEC ID n°: 106 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (Il);

y (i) recuperacién del acido hialurénico del medio de cultivo.

Método segun la reivindicacion 1, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo
que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de
aminodcidos con al menos 75% identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n° 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii) una
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID n°:
94, SEC ID n®: 92, 0 SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacién 2, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo
que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de
aminoacidos con al menos 80% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii)
una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID
n°: 94, SEC ID n°: 92, o SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacion 3, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo

que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de

aminoacidos con al menos 85% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii)

una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID
172
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n°: 94, SEC ID n°: 92, 0 SEC ID n°: 102 y (jii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacion 4, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo
que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de
aminoacidos con al menos 90% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii)
una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID
n°: 94, SEC ID n°: 92, o SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacion 5, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo
que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de
aminoacidos con al menos 95% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii)
una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID
n°: 94, SEC ID n°: 92, o SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacion 1, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 75% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41,
SEC ID n° 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 y (iii) una cadena
complementaria de (i) o (Il).

Método segun la reivindicacion 7, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 80% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41,
SEC ID n° 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacion 8, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 85% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41,
SEC ID n° 97, o SEC ID n° 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n°: 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (Il).

Método segun la reivindicaciéon 9, donde la secuencia de &acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 90% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41,
SEC ID n° 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n°% 96, o SEC ID n° 104 y (iii) una cadena
complementaria de (i) o (ii).
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Método segun la reivindicacion 10, donde la secuencia de &acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa
deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 95% de identidad a SEC ID n°®: 12, SEC ID n°: 41,
SEC ID n° 97, o SEC ID n° 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 vy (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacién 1, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa
es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con
una secuencia de aminoacidos con al menos 75% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43, SEC ID n°: 99, o
SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC
ID n°: 21, SEC ID n°: 42 0 SEC ID n°: 98, 0 SEC ID n°: 106 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacién 12, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-lucosa pirofosforilasa
es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con
una secuencia de aminoacidos con al menos 80% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43, SEC ID n°: 99, o
SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC
ID n°: 21, SEC ID n°: 42 0 SEC ID n°: 98, 0 SEC ID n°: 106 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacion 13, donde la secuencia de &acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa
pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 85% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43,
SEC ID n° 99, o SEC ID n° 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 21, SEC ID n° 42 o SEC ID n° 98, o SEC ID n° 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacién 14, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa
pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 90% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n° 43,
SEC ID n° 99, o SEC ID n° 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n°: 21, SEC ID n° 42 o SEC ID n° 98, o SEC ID n° 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Método segun la reivindicacion 15, donde la secuencia de &acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa
pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 95% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43,
SEC ID n° 99, o SEC ID n° 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n°: 21, SEC ID n° 42 o SEC ID n° 98, o SEC ID n° 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).
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Método segun la reivindicaciéon 1, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa codifica un polipéptido con
la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 2, SEC ID NO:95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103.

Método segun la reivindicacion 1, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41, SEC ID
n°: 97, 0 SEC ID n°: 105.

Método segun la reivindicacién 1, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-lucosa pirofosforilasa
codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID
n°: 107.

Método segun la reivindicacion 1, donde el operon artificial ademas comprende una secuencia de
tratamiento/estabilizante de ARNm localizada debajo de la secuencia del promotor y arriba de la secuencia

codificante de hialuronano sintasa.

Método segun la reivindicacion 1, donde el operdn artificial comprende un gen de hialuronano sintasa, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa y una secuencia de acidos nucleicos
que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa operativamente enlazada a un promotor corto de "consenso" de amyQ con

la secuencia TTGACA para la region "- 35" y TATAAT para la regién "-10".

Célula huésped de Bacillus que comprende un constructo de acidos nucleicos que comprende un operén artificial
que comprende una secuencia codificante de hialuronano sintasa, una secuencia de acidos nucleicos que codifica
UDP-glucosa 6-deshidrogenasa y una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa
operativamente enlazada a una secuencia del promotor foranea a la secuencia codificante de hialuronano sintasa,
donde

(a) la secuencia codificante de hialuronano sintasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 70% de identidad a
SEC ID n°% 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC ID n°: 103 (ii) una secuencia de &cidos nucleicos que se hibrida
bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 1, SEC ID n°: 94, SEC ID n°: 92, o SEC ID n°: 102 y (iii) una
cadena complementaria de (i) o (ii);

(b) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que
consiste en (i) una secuencia de &cidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos
con al menos 70% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia
de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 11, SEC ID n°: 40, SEC ID
n°: 96, o SEC ID n°: 104 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii);

(c) la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que
consiste en (i) una secuencia de &cidos nucleicos que codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos
con al menos 70% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia
de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°: 21, SEC ID n° 42 o SEC

ID n° 98, 0 SEC ID n°: 106 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).
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Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 22, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es
seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una
secuencia de aminoacidos con al menos 75% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, 0 SEC ID
n°: 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°:
1, SEC ID n°: 94, SEC ID n°: 92, 0 SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (II).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 23, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es
seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una
secuencia de aminoacidos con al menos 80% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, 0 SEC ID
n®: 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°:
1, SEC ID n°: 94, SEC ID n°: 92, 0 SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacion 24, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es
seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una
secuencia de aminoacidos con al menos 85% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, 0 SEC ID
n°: 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°®:
1, SEC ID n°: 94, SEC ID n°: 92, 0 SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 25, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es
seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una
secuencia de aminoacidos con al menos 90% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, o SEC. ID
N°: 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°:
1, SEC ID n°: 94, SEC ID n°: 92, 0 SEC ID n°: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 26, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa es
seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una
secuencia de aminoacidos con al menos 95% de identidad a SEC ID n°: 2, SEC ID n°: 95, SEC ID n°: 93, 0 SEC ID
n°: 103 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia alta con SEC ID n°:
1, SEC ID n°: 94, SEC ID n°: 92, 0 SEC ID n®: 102 y (iii) una cadena complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 22, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que
codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 75% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID
n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 28, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-

glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que

cadifica un polipéptido con una secuencia de aminoéacidos con al menos 80% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID

n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
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astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 vy (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 29, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que
codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 85% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID
n° 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 y (i) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 30, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa 6-deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que
codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 90% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID
n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 vy (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacion 31, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa deshidrogenasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que
codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 95% de identidad a SEC ID n°: 12, SEC ID
n°: 41, SEC ID n°: 97, o SEC ID n°: 105 (ii); una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 11, SEC ID n° 40, SEC ID n° 96, o SEC ID n° 104 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacion 22, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que
codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 75% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID
n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n°: 21, SEC ID n° 42 o SEC ID n° 98, o SEC ID n° 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 33, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de &cidos nucleicos que
codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 80% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID
n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 21, SEC ID n° 42 o SEC ID n° 98, o SEC ID n° 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacion 34, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-

glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que

codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 85% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID
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n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia altas con SEC ID n° 21, SEC ID n° 42 o SEC ID n° 98, o SEC ID n° 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 35, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que
cadifica un polipéptido con una secuencia de aminoéacidos con al menos 90% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID
n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 21, SEC ID n° 42 o SEC ID N° 98, o SEC ID n°: 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 36, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa pirofosforilasa es seleccionada del grupo que consiste en (i) una secuencia de acidos nucleicos que
codifica un polipéptido con una secuencia de aminoacidos con al menos 95% de identidad a SEC ID n°: 22, SEC ID
n°: 43, SEC ID n°: 99, o SEC ID n°: 107 (ii) una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de
astringencia alta con SEC ID n° 21, SEC ID n° 42 o SEC ID n° 98, o SEC ID n° 106 y (iii) una cadena

complementaria de (i) o (ii).

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacion 22, donde la secuencia codificante de hialuronano sintasa
codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 2, SEC ID NO:95, SEC ID n°: 93, o SEC ID
n°: 103.

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 22, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa 6-deshidrogenasa codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 12, SEC ID n°:
41, SEC ID n°: 97, 0 SEC ID n°: 105.

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacion 22, donde la secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-
glucosa pirofosforilasa codifica un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 22, SEC ID n°: 43,
SEC ID n°: 99, 0 SEC ID n°: 107.

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 22, donde el operon artificial ademas comprende una secuencia
de tratamiento/estabilizante de ARNm localizada debajo de la secuencia del promotor y arriba de la secuencia

codificante de hialuronano sintasa.

Célula huésped de Bacillus segun la reivindicacién 22, donde el operén artificial comprende un gen de hialuronano
sintasa, una secuencia de acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, y una secuencia de
acidos nucleicos que codifica UDP-glucosa pirofosforilasa operativamente enlazada a un promotor corto de

"consenso" de amyQ que tiene la secuencia TTGACA para la region "- 35" y TATAAT para la region "-10".
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BamH| (6651)
Accl (6646)
Sall (6645)

Ncol (5845) T7 Promotor

Bctl (1478)
EcoRlI (5100) pMRT086

6657 bp Pst! (1690)

BamHji (4615)
Accl (4485)
EcoRl (4433)
EcoRl (4404)

BamH)} (4373)
Sacl {4371)
Kpnl (4365)
Hindill (4355)

cypX-yvmC 3'

Neoi (2069)

Ampicilina

pUC ori Apall (2436)

Apall (3682)

Fig. 20
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ES 2362354 T3

Clal (5075)

fragmento wprA descendente
Bcll (590)
Hirdlll (706)

Pst (722)

Bch (1300)

Sacl (1685)

Psfl (2744)
Acd (2622)

Fig. 21
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ES 2362354 T3

EcoRI (8)
EcoRV (20)
Notl (35)

Aval (41)
T7 Promotor

Notl (4980)

5‘ Termamil sin RBS

Sacl (4510)

f1 ori
Sfil (4487)

Termamil UPS

EcoRI (3921)
BamHI (3890)

Sacl (3888)
Hindlll (3872)

Bcell (995)

pMRT032
4998 bp

anamicina

Ncol (1586)

pUC ori Apal.l (1953)

Ampicilina

Fig. 22
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ES 2362354 T3

Notl (6494)  Sacl (16)

neo
Apall (724)

ColE1 ori
pUB110 ori

Clal (5134)

pPNNB194-neo

6499 bp bla

repF

Apall (1970)

cop
ori
1 ori
/ N
P \ Kpni (2872)
stl (3426) [\‘ Safi (2889)
Xbal (2946) Clal (2899)
BamHlI (2934) Hindlll (2904)

Smal (2930) EcoRV (2912)

Xmal (2928) [ EcoRl (2916)
Pst] (2926)

Fig. 23
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ES 2362354 T3

oriT
neo

pUB110 ori
Apall (1271)

Clal (5681) ColE1 ori

pNNB194neo-oriT
7044 bp

repF

bia
cop

ori
ApalLl (2517)

4 ori

xeal 3493\ e
a
BamHlI {3481) Clal (3446)
Smal (3477)[] I\ Hindlli (3451)
Aval (3475) | || EcoRV (3459)
Xmal {3475) | EcoRI (3463)
Pstl (3473)

Fig. 24
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ES 2362354 T3

oriT

neo

pUB110 ori
Apall (1271)

ColE1 ori

repF

cop

bla
ori

Apall (2517)

1 ori

Pstl (3977)
Xbal (3497)////|\ Koni (3419)
Smal (3477) . Sall (3436)

Xma (3475) Hindlll (3451)

Pstl (3473) | EcoRV (3459)
EcoRI (3463)

Fig. 25
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ES 2362354 T3

Sall (675)

fragmento ascendente amyE
Sfil (1183)

BamHi (1189)
Nofl (1196)

EcoRI (1290)
fragmento descendente amyE

Hirdi!l (1706)
EcoRI (1718)

BamHi (1736)

Apal.| (8461)
Bel 1(8367
Ned (7949

ApaLl (6777) pShV2.1-amyEdeltaB

8709 bp

Sad (6069)

cop
Sad (5507)

2 2 N

Sad {4856) - |
péptido lider
Bcl 1 (4511)

Fig. 26
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ES 2362354 T3

pUB110 ori ApalLl (1271)

cop
Apall (2517)

Accl (4866)
Sall (3436)

Accl (3437)
fragmento ascendente amyE
R Sfil (3944)

EcoRlI (4046) Notl (3852)

EcoRl (4474)
HindIll (4462)

fregamento descendente amyE

Fig. 27
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ES 2362354 T3

HindIll (9091)
fragmento descendente amyE

EcoRI (8675)

Notl (8581)

Sfil (8573)

fragmento descendente amyE

Sall (8065)

Sacl (463)

Sfil (485)
Termamil UPS

EcoRI (1044)

pMRT036

9104 bp cop

ColE1 ori

Apal.| (5900) B 110 o
p ori

Fig. 28



ES 2362354 T3

Hindll (1)

Sacl (477)
Sfil (499)

Apall (7160) Termamil UPS

EcoRl (1058)

pMRT037
ColE1 ori 8082 bp

Apall (5914)
cop

. puB110 ori

Fig. 29
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ES 2362354 T3

Sacl (1)
stabilizador de ARNm
Hindill (8311) -13, i (544)
in
Aval (8301) 35 .
| 35 .10 35
A orl Sfil (727)
promotor cry3A ’ i
promotor scBANd ATermamll UPS
Apall (7388) EcoRl (1286)
. Aval (1298)
bla
pMRT041
8786 bp
ColE1 ori o
Apall (6142) : cop
oriT repF
neo
nUB110 ori

Fig. 30
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ES 2362354 T3

35 Hindlll (1)

promotor scBAN

-10
Pstl (17)

Kpni (4372) ery 5l (595)
EcoRl| (4341) Termamil UPS

Sacl (4339) Sacl (980)

Sacl (3777)
Kpnl (3771)

pMRT064.1
5088 bp

BamHi (3758)

Acc! (1917)
Pst1 (2039)

" Fig. 31
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ES 2362354 T3

EcoRl (8)
Pstl (17)

EcoRV (20)
Not! (35)

Aval (41)
Xbal (53)

Accl (5266)

Xbal (4908) T7Promotor

1 ori

Bcll (995)

Boll (3044)
EcoRl (3921) OMRTO68 Psti (1207)
BamHI (3890) 5271 bp Canamicina

Sacl (3868) // \
Kpn! {3882) / Ncot (1586)

Hindill (3872)

puC ori Ampicilina

Apall (1953)
ApalLl (3199)

Fig. 32
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ES 2362354 T3

EcoRI (8)
Pstl (17)
EcoRV (20)
Notl (35)
Aval (41)

T7 Promotor

EcoRlI (4521)

Smal (3945)

Hindill (3872)
: Belt (995)

pMRT069
4532 bp

Pstl (1207)

Apall (3199) Canamicina

Nco! (1586)

Ampicilina

Apall (1953)

Fig. 33
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ES 2362354 T3

Sacl (5087 Kpnl (32) Sfi 1 (573)

Sad (4525)

Kpn | (45
BamHiI (45 Termamil UPS promotor scBAN

Pst | (765)

Bcl 1 (1343)

pre

Pst | (2787) /
Acc | (2665)

Fig. 34
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ES 2362354 T3

EcoRI (1)

Sfil (573)
-35

Kpnl (4519) p!i%motor scBAN

BamH| (4506)

Hindlli (749)
Pst| (765)

B/l (1343)

Psti (2787)
Accl (2665)

Fig. 35
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ES 2362354 T3

cypX-yvmC 3 Bcli (20)

BamH| (7205)
EcoRI (7023)
EcoR! (6994)

BamHI (6963)

Sacl (6961)
Hindlli (6945)

ApaLl (6272)

Sacl (253)
yvmC
BamHl (491)

eypXyvmC 5 Pstl (758)

Bcll (1501)
EcoR! (1512)

pMRT120
7394 bp

Apall (5026)

Pstl (2648)

Pst1 (4280) | —— EcoR! (3081)
Bcll (4068) Psti (3090)
T7 Promotor

Fig. 36
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ES 2362354 T3

cypX-yvmC §'

Clal (4760)

Bclt (4732)

cypX-yvmC 3'
BamHl (4523)
EcoRI (4341)

Bcll (595)

Smal (3765)
Aval (3763)
BamHi (3758)

Psti (2038)

Fig. 37



ES 2362354 T3

Spel (259)
Sall (296)
pel &

ColE1 ori

Spel (829)

pCR2.1-pel 5'
4447 bp

1 ori
bla



ES 2362354 T3

Sacl (251)
BamHl (253)
Aatli (300)
pel 3'

ColE1 ori

Notl (830)
Bamtil (837)
Sact (859)

pCR2.1-pel 3' Notl (894)

4473 bp

bla f1 ori

kan

Fig. 39
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ES 2362354 T3

Aatll (1)

Notl (531)
promotor scBAN
BamHi (538)

Scal (6311)
amp

ColE1 ori

UB110 ori Sall (2001)
p ori

amyE 3’

Spel (3407)

Fig. 40



ES 2362354 T3

Scal (5438)

Not! (531)
amp ’

. r‘omroftpr scBAN

Sfil (663)
cat

ColE1 ori

_ Sall (2001)
pUB110 ori EcoRl (2087)
. pel §'

Spei (2534)

neo

Fig. 41
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ES 2362354 T3

Terminador de savinasa

se hasA

Aatll (7925
Scal (7483 Hindlll (1160)
amp _Ecl136ll (1286)

Saci (1288)
estabilizador cry3A

ColE1 orni cat

pUB110 ori  \

Safl (3173)

neo
amyE 3’
Spel (4579)

Fig. 42
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ES 2362354 T3

Not (1)

Terminador de savinasa

Hpal (87)

Nofi (198)

Savinasa (pSX222)

Eci13611 (1233)

promotor BAN
Sfil (1410)

cat
ColE1 ori

pUB110 ori

neo

Fig. 43
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