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ES 2365388713

DESCRIPCION
Condroitina-polimerasa y ADN que la codifica.
Antecedentes de la presente invencion

1. Campo de la presente invencién

La presente invencion se refiere a una nueva condroitina-polimerasa (condroitina-sintasa), a un ADN que la codifica,
a un procedimiento para producir la condroitina-polimerasa, a un procedimiento para producir una cadena de azucar
que contiene la unidad de condroitina disacaridica repetitiva, a una sonda de hibridacion para la condroitina-
polimerasa y similares.

2. Breve descripcién de la técnica anterior

En primer lugar, se describen las abreviaturas utilizadas frecuentemente en la presente memoria.

En las formulas y similares, "GIcUA", "GalNAc", "GIcNAc", "UDP" y "-" representan acido D-glucurénico, N-acetil-D-
galactosamina; N-acetil-D-glucosamina; uridina 5'-difosfato y un enlace glucosidico, respectivamente.

Condroitina es una cadena de azlcar que comprende una estructura disacaridica repetitiva del resto GIcUA y del
resto GalNAc (-GIcUAB(1-3)- GalNAcB(1-4)); denominada también en lo sucesivo "estructura de condroitina") y una
cadena de azUcar en la que la condroitina que esta mas sulfatada es el sulfato de condroitina.

En cuanto a una enzima que sintetiza condroitina procedente de un donante de GlcUA y de un donante de GalNAc
transfiriendo alternativamente GlcUA y GalNAc a un aceptor (condroitina-polimerasa o condroitina-sintasa) y ADN
que codifica la misma, solamente se conoce una condroitina-sintasa de Pasteurella multocida (J. Biol. Chem.,
215(31), 24124-24129 (2000)).

Ademas, determinadas cepas de Escherichia coli (serotipo 05:K4(L):H4 de Escherichia coli, denominado en lo
sucesivo "cepa K4 de Escherichia coli*) producen un polisacarido con estructura de condroitina, como antigeno
capsular, pero su estructura es una estructura trisacaridica repetitiva en la que la fructosa esta unida a una cadena
lateral del resto GIcUA en la posicién 2-3. Por consiguiente, no estaba claro si la cepa K4 de Escherichia coli
realmente tiene una condroitina-polimerasa como su propio sistema de sintesis del antigeno capsular.

Sumario de la invencion

Un objetivo de la presente invenciéon consiste en proporcionar una nueva condroitina-polimerasa, un ADN que
codifica la misma, un procedimiento para producir la condroitina-polimerasa, un procedimiento para producir la
cadena de azucar que contiene la unidad de condroitina polisacaridica repetitiva, una sonda de hibridacién para la
condroitina-polimerasa y similares.

Este y otros objetivos de la presente invencién se alcanzan mediante una nueva condroitina-polimerasa con las
propiedades especificas descritas a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 presenta una cartografia de restriccion de los clones del fago A que contienen una parte de la zona R-l o
de la zona R-Ill del grupo génico del antigeno K de la cepa K4 de Escherichia coli.

La figura 2 presenta el marco abierto de lectura (ORF) de la region R-Il del grupo génico del antigeno K de la cepa
K4 de Escherichia coli.

La figura 3 es un grafico que presenta la transferencia de GalNAc al hexasacarido del sulfato de condroitina C por la
enzima de la presente invencién.

La figura 4 es un grafico que presenta la transferencia de GalNAc al hexasacarido del sulfato de condroitina C por la
enzima de la presente invencion y las dimensiones de la cadena de azucar producida.

La figura 5 es un grafico que presenta la transferencia de cada monosacarido cuando se utilizé como donante UDP-
GIcUA, UDP-GIcNAc o UDP-GalNAc, y se utilizo6 como aceptor hexasacarido o heptasacarido de sulfato de
condroitina C.

La figura 6 es un grafico que presenta la influencia de la temperatura sobre la actividad de la enzima de la presente
invencion.
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La figura 7 es un grafico que presenta los modelos de filtracion en gel de los productos de la reaccion enzimatica
después de varios periodos de reaccion enzimatica.

La figura 8 es un grafico que presenta la relacién entre el periodo de reaccion enzimatica y la cantidad de
incorporacion de radioactividad.

La figura 9 es un grafico que presenta la relacion entre la radioactividad incorporada (V) y la concentraciéon en el
sustrato de UDP-azucar (S).

La figura 10 es un grafico que presenta representaciones reciprocas dobles.

Descripcion detallada de la invencion

Los presentes inventores han llevado a cabo intensos estudios y han descubierto una nueva condroitina-polimerasa
producida por microorganismos especificos (cepa 4 de Escherichia coli (serotipo 05:K4(L):H4 de Escherichia coli,
ATCC 23502)), ADNc aislado que codifica la condroitina-polimerasa, y ha logrado preparar la condroitina-polimerasa
utilizando el ADNc. De este modo, se ha realizado la presente invencion.

Ademas, este y otros objetivos de la presente invencion se han alcanzado mediante un procedimiento para producir
la condroitina-polimerasa aislando el ADNc que codifica la condroitina-polimerasa y utilizando el ADNc. La expresién
"sintesis de condroitina” tal como se utiliza en la presente memoria es un concepto que incluye el alargamiento de la
cadena de azlcar de condroitina transfiriendo y agregando monosacaridos a una cadena de azlcar tal como
condroitina. Por consiguiente, la reaccion para alargar la cadena de azlcar de condroitina transfiriendo
alternativamente y anadiendo los monosacaridos (GIcUA y GalNAc) a la cadena de azlcar para sintetizar la
condroitina esta incluida en un concepto de "sintesis de condroitina”.

En la presente memoria se describe una condroitina-polimerasa (en lo sucesivo denominada también "enzima de la
presente invencién) que tiene las propiedades siguientes:

(1) Accién:

la polimerasa transfiere GlcUA y GalNAc alternativamente a un terminal no reducido de una cadena de azucar de
un donante de GlcUA y de un donante de GalNAc, respectivamente;

(2) Especificidad de sustrato:
la polimerasa transfiere GIcUA a un oligosacarido que tiene GalNAc en su terminal no reducido y una estructura
de condroitina de un donante de GIcUA, pero no transfiere sustancialmente GalNAc al oligosacarido de un
donante de GalNAc;
la polimerasa transfiere GalNAc a un oligosacarido que tiene GIcUA en su terminal no reducido y una estructura
de condroitina de un donante de GalNAc, pero no transfiere sustancialmente GlcUA al oligosacarido de un
donante de GIcUA;

(3) Influencia de los iones metdlicos y similares:

La polimerasa acttia en presencia de i6n Mn?* pero no actua sustancialmente en presencia de i6n Ca®*, ion Cu®*
o acido etilendiamintetraacético.

La enzima descrita en la presente memoria procede preferentemente de Escherichia coli.

La presente invencidon se refiere a una proteina seleccionada de entre el grupo constituido por los siguientes
apartados (A) y (B) (denominada en lo sucesivo "proteina de la presente invencion"):

(A) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n° 2;

(B) una proteina que comprende la secuencia de aminodcidos en la que 1 a 30 resto(s) de aminoacidos en la
secuencia de aminodcidos representada por SEC. ID. n® 2 se eliminan, sustituyen, insertan o transponen, y que
tiene actividad de condroitina-polimerasa.

La presente invencion se refiere a un ADN que comprende uno de los siguientes apartados (a) a (c) (denominado en
lo sucesivo "ADN de la presente invencion"):

(a) ADN que codifica una proteina constituida por la secuencia de aminodacidos representada por SEC. ID. n® 2;

(b) ADN que codifica una proteina constituida por la secuencia de aminoacidos en la que 1 a 30 resto(s) de
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aminodcidos en la secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n® 2 se eliminan, sustituyen, insertan o
transponen, y que tiene actividad de condroitina-polimerasa;

(c) ADN que se hibrida con
(i) elADNen (a), o

(i) el ADN complementario al ADN en (a) en condiciones severas en las que la hibridacion se realiza a 42°C en
una solucién que contiene 50% de formamida, 4 x SSC, HEPES 50 mM (pH 7,0), 10 x solucién de Denhardt y
100 pg/ml de ADN de esperma de salmén, y que codifica una proteina que tiene actividad de condroitina-
polimerasa.

El ADN en el apartado (a) esta representado preferentemente por SEC. ID. n°® 1.

La presente invencion se refiere a un vector que comprende el ADN de la presente invencién (denominado en lo
sucesivo "el vector de la presente invencion").

El vector de la presente invencion es preferentemente un vector de expresion.

La presente invencion se refiere a un transformante en el que se transforma un hospedador con el vector de la
presente invencion (en lo sucesivo denominado también "transformante de la presente invencion").

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una condroitina-polimerasa, que comprende:
cultivar el transformante de la presente invencion; y recoger la condroitina-polimerasa del material cultivado
(denominado en lo sucesivo "procedimiento de produccién enzimatica de la presente invencion").

La presente invencion se refiere a un agente para la sintesis de la cadena de azucar, que comprende la proteina de
la presente invencion y que tiene actividad de condroitina-polimerasa.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por la formula
(3) siguiente, que comprende por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencion
ponerse en contacto con un donante de GalNAc y una cadena de azucar representada por la formula (1) siguiente
(denominado en lo sucesivo "procedimiento 1 de produccion de la cadena de azlcar de la presente invencion"):

GlcUA-X-R! (1)
GalNAc-GlcUA-X-R (3)

en las que X representa GalNAc o GicNAgc; R’ representa un grupo cualquiera; y los demas simbolos tienen los
mismos significados descritos anteriormente.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por la formula
(4) siguiente, que comprende por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencion
ponerse en contacto con un donante de GIcNAc y una cadena de azucar representada por la formula (1) siguiente
(denominado en lo sucesivo "procedimiento 2 de produccion de la cadena de azlcar de la presente invencion"):

GIcUA-X-R! (1)
GlcNAC-GIcUA-X-R' (4)

en las que todos los simbolos tienen los mismos significados descritos anteriormente.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una cadena de azucar representada por la formula
(5) siguiente, que comprende por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencion
ponerse en contacto con un donante de GIcUA y una cadena de azlcar representada por la formula (2) siguiente
(denominado en lo sucesivo "procedimiento 3 de produccion de la cadena de azlcar de la presente invencion"):

GalNAc-GIcUA-R? 2)
GIcUA-GalNAc-GIcUA-R? (5)

en las que R® representa un grupo cualquiera; y los demas simbolos tienen los mismos significados descritos
anteriormente.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por la formula
(6) y (8) siguientes, que comprende por Io menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente
invencion ponerse en contacto con un donante de GalNAc un donante de GIcUA y una cadena de azlcar
representada por la formula (1) siguiente (denominado en lo sucesivo "procedimiento 4 de produccion de la cadena
de azucar de la presente invencion"):
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GIcUA-X-R! (1)
(GIcUA-GalNAc)n-GIcUA-X-R' (6)
GalNAc-(GlcUA-GalNAc)n-GlcUA-X-R' (8)

en las que n es un nimero entero de 1 6 mas, y los demas simbolos tienen los mismos significados descritos
anteriormente.

La presente invencidon se refiere a un procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por las
formulas (7) y (9) siguientes, que comprende por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la
presente invencion ponerse en contacto con un donante de GalNAc, un donante de GlcUA y una cadena de azlcar
representada por la formula (2) siguiente (denominado en lo sucesivo "procedimiento 5 de produccion de la cadena
de azlcar de la presente invencion"):

GalNAc-GIcUA-R? 2)
(GaINAc-GlcUA)n-GalNAc-GlcUA-R? 7)
GIcUA-(GalNAc-GlcUA)n-GalNAc-GlcUA-R? 9)

en las que todos los simbolos tienen los mismos significados descritos anteriormente.

La presente invencion se refiere a una sonda de hibridacién que comprende una secuencia nucleotidica
complementaria a la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. n® 1 (denominada también en los sucesivo
"sonda de la presente invencion").

La presente invencién se refiere a un catalizador de transferencia de glucosilo (denominado en los sucesivo
"catalizador de la presente invencién") que comprende la proteina de la presente invencién y que tiene actividad de
condroitina-polimerasa.

La presente invencién se explica a continuacion con mas detalle.
<1> Enzima de la presente invencién y proteina de la presente invencion.

La enzima descrita en la presente memoria es una condroitina-polimerasa que tiene las propiedades (1) a (3)
siguientes.

(1) Accion:

La enzima descrita en la presente memoria transfiere GIcCUA y GalNAc alternativamente a un terminal no reducido de
una cadena de azucar de un donante de GIcUA y de un donante de GalNAc, respectivamente.

Como donante de GicUA, se prefiere un difosfato de nucledsido-GIcUA, y en particular se prefiere UDP-GIcUA.
Ademés, como donante de GalNAc, se prefiere un difosfato de nucledsido-GalNAc, y en particular se prefiere UDP-
GalNAc.

La enzima descrita en la presente memoria transfiere GIcUA y GalNAc alternativamente a un terminal no reducido de
una cadena de azlcar (aceptor) de estos respectivos donantes de sacaridos. Por ejemplo, cuando GIcUA se
transfiere en primer lugar a un terminal no reducido de una cadena de azlcar (aceptora), los monosacaridos se
transfieren de tal manera que a continuacién se transfiere GalNAc, a continuacién se transfiere GIcUA, a
continuacion se transfiere GalNAc y asi sucesivamente. De la misma manera, cuando GalNAc se transfiere en
primer lugar a un terminal no reducido de una cadena de azlcar (aceptora), los monosacaridos se transfieren de tal
manera que a continuacion se transfiere GlcUA, a continuacion se transfiere GalNAc, a continuacién se transfiere
GlIcUA y asi sucesivamente. Como resultado, una estructura de disacarido repetitiva de resto de GIcUA y de resto de
GalNAc, es decir un esqueleto de condroitina, es sintetizada por la enzima de la presente invencién.

Como cadena de azlcar que se convierte en aceptora de monosacaridos, es preferible una cadena de azlcar que
tenga un esqueleto de condroitina. Como cadena de azlcar que tiene un esqueleto de condroitina, se pueden poner
como ejemplos sulfato de condroitina y condroitina. Entre los sulfatos de condroitina, es preferible un sulfato de
condroitina que estd compuesto principalmente por un esqueleto de 6-sulfato de condroitina y también contiene una
pequenia cantidad de una estructura de 4-sulfato-condroitina (denominada en lo sucesivo "sulfato C de condroitina").

Ademas, la cadena de azlcar que se convierte en un aceptor es mas preferentemente un oligosacarido. El tamafio
del oligosacarido no esta especificamente restringido, pero cuando el aceptor es un oligosacéarido de sulfato C de
condroitina, es preferible el hexasacarido o heptasacarido, y el tetrasacarido o el hexasacarido es preferible cuando
es un oligosacarido de condroitina.

Ademaés, es preferible que la enzima descrita en la presente memoria sea capaz de transferir mas GalNAc a una
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cadena de azucar que tiene una estructura de &cido hialurénico (una estructura de disacéarido repetitiva del resto
GlIcUA y del resto GlcNAc) procedente de un donante de GalNAc. Es preferible que la cadena de azucar que tiene
una estructura de acido hialurénico sea también un oligosacarido. El tamafio del oligosacarido no esta
particularmente restringido, pero los que estan compuestos de aproximadamente hexasacaridos son particularmente
preferibles.

(2) Especificidad de sustrato:

La enzima descrita en la presente memoria transfiere GIcUA a un oligosacarido que tiene GalNAc en su terminal no
reducido y una estructura de condroitina procedente de un donante de GIcUA, pero no transfiere sustancialmente
GalNAc al oligosacarido procedente de un donante de GalNAc.

La enzima descrita en la presente memoria transfiere GalNAc a un oligosacarido que tiene GlcUA en su terminal no
reducida y un esqueleto de condroitina procedente de un donante de GalNAc, pero no transfiere sustancialmente
GIcUA al oligosacarido procedente de un donante de GlcUA.

Es preferible que la enzima descrita en la presente memoria ademas no transfiera sustancialmente GIcNAc desde un
donante de GIcNAc a un oligosacarido que tiene GalNAc en su terminal no reducido y ademas tiene un esqueleto de
condroitina. Ademas, es preferible que la enzima descrita en la presente memoria transfiera mas GlcNAc desde un
donante de GIcNAc a un oligosacarido que tiene GIcUA en su terminal no reducido y también tiene un esqueleto de
condroitina. Sin embargo, es preferible que GlcUA no sea transferido sustancialmente desde un donante de GIcUA a
un oligosacarido producido por la transferencia de GlcNAc.

Ademés, es preferible que la enzima descrita en la presente memoria transfiera GIcNAc desde un donante de
GlIcNAc a un oligosacarido que tiene GIcUA en su terminal no reducido y que tiene también un esqueleto de acido
hialurénico, pero no transfiere sustancialmente GlcUA desde un donante de GIcUA.

(3) Influencia de los iones metdlicos y similares:

La enzima descrita en la presente memoria actla en presencia de i6n Mn?* pero no actla sustancialmente en
presencia de ion Ca?*, i6n Cu®* o acido etilendiamintetraacético.

Ademas es preferible que la enzima descrita en la presente memoria actlie ademas en presencia del i6n Fe®*
Mg®*. Por otra parte, es preferible que el grado de actuacién (actividad enzimatica) de la enzima descrita en Ia
presente memoria en presenma de i6n Mn®* sea superior a su grado de actuacion (actividad enzimatica) en
presencia del i6n Fe?* o Mg®*.

Ademaés, se observé que cuando una reaccion se realiza utilizando la enzima descrita en la presente memoria a una
temperatura de 25°C o mas, el tamafo del producto de reaccién (cadena de condroitina) se vuelve pequefio a
medida que aumenta la temperatura de reaccion (véanse, los ejemplos mostrados a continuacién). Por consiguiente,
se considera que la actividad enzimatica de la enzima descrita en la presente memoria disminuye a medida que la
temperatura de reaccion aumenta a 25°C o més en las condiciones de reaccion descritas en los siguientes ejemplos.

Es preferible que la enzima descrita en la presente memoria proceda de Escherichia coli. En particular, es preferible
la cepa de Escherichia coli que tiene un gen relacionado con la produccion del polisacarido capsular, y es mas
preferible la cepa de Escherichia coli, cuyo antigeno capsular (K) es "K4".

Como cepa de Escherichia coli cuyo serotipo del antigeno capsular es "K4", se puede citar preferentemente la cepa
K4 de Escherichia coli (serotipo 05:K4(L):B4 de Escherichia col), y méas especificamente, se pueden citar
preferentemente ATCC 23502, NCDC U1-41, nimero 2616 de la coleccion Freiburg y similares.

La enzima de la presente invencién es una proteina seleccionada de entre los apartados (A) y (B) siguientes:
(A) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n? 2;

(B) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos en la que 1 a 30 resto(s) de aminoacidos en la
secuencia de aminodcidos representada por SEC. ID. n® 2 se eliminan, sustituyen, insertan o transponen, y que
tiene actividad de condroitina-polimerasa.

Aunque la mutacién tal como la sustitucién, eliminacién, insercion, transposiciéon y similares puede suceder en las
secuencias de aminoacidos de las proteinas existentes en la naturaleza producida por las reacciones de
modificacién dentro de las células o durante la purificacion de proteinas después de su formacién, ademas del
polimorfismo y mutaciéon de las moléculas de ADN que las codifican, es sabido que determinadas proteinas con
dichas mutaciones presentan actividades fisiolégicas y biolégicas que son sustancialmente idénticas a las
correspondientes proteinas que no tienen mutaciones. Dichas proteinas que presentan ligeras diferencias
estructurales pero no diferencias significativas en sus funciones se describen también en la presente memoria. Es el
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mismo caso en el que la mutacion anterior se introduce artificialmente en la secuencia de aminoacidos de la
proteina. En dicho caso, es posible preparar variedades mayores de mutantes. Por ejemplo, es sabido que un
polipéptido preparado sustituyendo un resto de cisteina en la secuencia de aminoacidos de la interleucina 2 humana
(IL-2) por un resto de serina mantiene la actividad de la interleucina 2 (Science, 224, 1431 (1984)). Ademas, es
sabido que determinada proteina tiene una zona peptidica que no es esencial para su actividad. Por ejemplo, un
péptido sefial que existe en una proteina que se segrega en el resto extracelular y una pro-secuencia que puede
encontrarse en un precursor de proteasa o similar corresponde a este caso, y la mayoria de estas zonas se eliminan
después de la traduccion de las proteinas o durante su conversion en proteinas activas. Dichas proteinas son
proteinas que estdn presentes de diferentes formas desde el punto de vista de su estructura primaria pero
finalmente tienen funciones similares.

La expresién "unos pocos restos de aminoacidos" tal como se utiliza en la presente memoria significa el nimero de
aminoacidos que pueden producir mutacién en tal grado que la actividad de la condroitina-polimerasa no se pierde, y
en el caso de la proteina compuesta por 600 restos de aminoacidos por ejemplo, significa el numero de
aproximadamente 2 a 30, preferentemente de 2 a 15, y mas preferentemente de 2 a 8.

Ademads, la proteina de la presente invencion puede contener una secuencia de aminoacidos de otra proteina o
péptido, con tal de que contenga la secuencia de aminoacidos del apartado (A) o (B) anterior. Es decir, la proteina
de la presente invencion puede ser una proteina de fusion con otra proteina o péptido.

Por ejemplo, las proteinas de fusiéon de una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos descrita en el
apartado (A) o (B) anterior con un péptido marcador y similar estan también incluidas en la proteina de la presente
invencion. Dichas proteinas de la presente invencion tienen la ventaja de que su purificacion puede realizarse
faciimente. Ejemplos del péptido marcador anterior incluyen la proteina A, la secuencia sefal de la insulina, His,
FLAG, CBP (proteina de unién a la calmodulina), GST (glutation S-transferasa) y similares. Por ejemplo, su proteina
de fusion con la proteina A puede purificarse convenientemente por cromatografia de afinidad utilizando una fase
solida unida a IgG. De la misma manera, una fase sélida a la que el niquel magnético se une puede utilizarse para
una proteina de fusion con la etiqueta His, y una fase sélida a la que un anticuerpo anti-FLAG esta unido puede
utilizarse para una proteina de fusién con FLAG. Ademas, ya que una proteina de fusion con sefal de insulina se
segrega en el resto extracelular (un medio o similar), las operaciones de extraccién tales como la disgregacion
celular y similares se vuelven innecesarias. Es preferible que la proteina de la presente invencién (la enzima de la
presente invencion) sea soluble.

Los ejemplos preferidos incluyen una proteina de fusién con un péptido (etiqueta His) representado por la secuencia
de aminodcidos representada por la SEC. ID. n® 11. Es preferible realizar la fusion de esta etiqueta de His
continuamente en una posicion justo antes de la secuencia de aminoédcidos representada por SEC. ID. n® 2. La
proteina de fusion puede producirse expresando un ADN en el que la secuencia nucleotidica representada por la
SEC. ID. n? 4 est4 conectada continuamente a una posicion justo antes de la secuencia nucleotidica representada
por la SEC. ID. n® 1. La proteina de fusién es soluble.

La "actividad de la condroitina-polimerasa" puede detectarse segin un método analitico de glucosiltransferasa
utilizado generalmente. Especificamente, puede detectarse como actividad para sintetizar transfiriendo GICUA vy
GalNAc alternativamente a un terminal no reducido de una cadena de azucar (aceptor), utilizando un donante de
GlIcUA, un donante de GalNAc y una cadena de azucar que se convierte en el aceptor.

Por ejemplo, cuando GIcUA se transfiere desde un donante de GIcUA a una cadena de azlcar que tiene GalNAc en
su terminal reducido, se transfiere desde un donante de GalNAc a una cadena de azlcar que tiene un GlcUA en su
terminal no reducido, puede interpretarse que tiene actividad para transferir GlcUa y GalNAc alternativamente a una
terminal no reducido de la cadena de azlcar, a saber actividad de condroitina-polimerasa. Es preferible emplear el
método de medicion de actividad enzimatica descrito en los Ejemplos siguientes. Mediante dicho método puede
seleccionarse facilmente, la eliminacién, sustitucién, inserciéon o transposicion de aminoacidos que conservan la
actividad de condroitina-polimerasa.

Los procedimientos para la produccion de la enzima de la presente invencién y de la proteina de la presente
invencion no estan particularmente restringidos, y pueden producirse expresando el ADN de la presente invencion
descrito a continuacién en células apropiadas. Ademas, las que se aislan de los recursos naturales y se producen
por sintesis quimica y similares estan incluidas en la enzima de la presente invencién y en la proteina de la
presenten invencién como algo corriente. Los procedimientos de produccién de la enzima de la presente invencion
(la proteina de la presente invencion) que utilizan en ADN de la presente invencion se describiran a continuacién.

<2> ADN de la presente invencién
(a) ADN que codifica una proteina constituida por la secuencia de aminodacidos representada por SEC. ID. n® 2;

(b) ADN que codifica una proteina constituida por la secuencia de aminoacidos en la que 1 a 30 resto(s) de
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n? 2 se eliminan, sustituyen, insertan o
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transponen, y que tiene actividad de condroitina-polimerasa;
(c) ADN que se hibrida con
(i) elADNen (a), o

(ii) el ADN complementario al ADN en (a) en condiciones severas en las que la hibridacion se realiza a 42°C en
una solucién que contiene 50% de formamida, 4 x SSC, HEPES 50 mM (pH 7,0), 10 x solucién de Denhardt y
100 pg/ml de ADN de esperma de salmén, y que codifica una proteina que tiene actividad de condroitina-
polimerasa.

El ADN esta representado preferentemente por la SEC. ID. n® 1.

Las "condiciones severas" tal como se utiliza en la presente memoria significa las condiciones bajo las cuales se
forma un denominado hibrido especifico pero no se forma un hibrido no especifico (véase Sambrook, J. et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) y similares).
Ejemplo de "condiciones severas" incluyen las condiciones en las que se lleva a cabo la hibridaciéon a 42°C en una
solucién que contiene formamida al 50%, 4 x SSC, HEPES 50 mM (pH 7,0), 10 x solucién de Denhardt y 100 pg/ml
de ADN de esperma de salmon, y se lava el producto con 2 x SSC, solucién SDS al 0,1% a temperatura ambiente y
a continuacién con 0,1 x SSC, solucién SDS al 0,1% a 50°C.

El ADN de la presente invencion se obtiene generalmente a partir de la cepa de Escherichia coli que tiene el
antigeno K4, pero las muestras de ADN obtenidas de otras especies de organismo transformadas y producidas por
sintesis quimica y similares estan también incluidas en la presente memoria como algo corriente. Los
procedimientos para la produccién del ADN de la presente invencién no estan tampoco especificamente limitados,
pero es preferible utilizar, por ejemplo, el procedimiento descrito en los ejemplos siguientes.

Los expertos en la materia entienden facilmente que los ADN que tienen varias secuencias nucleotidicas diferentes
debido a la degeneracion del cddigo genético estan presentes como ADN de la presente invencién.

<3> Vector de la presente invencién

El vector de la presente invencion es un vector que comprende el ADN de la presente invencién. Preferentemente el
ADN en el vector de la presente invencion es el mismo descrito en el apartado <2> anterior. Ademas, ya que el
vector de la presente invencion se utiliza preferentemente en el proceso de produccion de enzimas de la presente
invencion que se describira después, es preferentemente un vector de expresion.

El vector de la presente invencion puede prepararse insertando el ADN de la presente invenciéon en un vector
conocido.

Como vector en el que se inserta el ADN de la presente invencion puede utilizarse, por ejemplo, un vector apropiado
que puede expresar el ADN introducido (un vector de fago, un vector de plasmido o similar) y puede seleccionarse
opcionalmente en respuesta a cada célula hospedadora en la que el vector de la presente invencion esté insertado.
Ejemplos del sistema de vector hospedador incluyen una combinaciéon de una célula de mamifero tal como célula
COS, 3LL-HK46 o similar con un vector de expresion para célula de mamifero tal como pGIR201 (Kitagawa, H. y
Paulson, J. C., J. Biol. Chem., 269, 1394-1401 (1994)), pEF-BOS (Mizushima, S. y Nagata, S., Nucleic Acid Res., 18,
5322 (1990)), pCXN2 (Niwa, H., Yamamura, K. y Miyazaki, J., Gene, 108, 193-200 (1991)), pCMV-2 (preparado por
Eastman Kodak), pCEV18, pME18S (Maruyama et al., Med. Immunol., 20, 27 (1990)), pSVL (preparado por
Pharmacia Biotech) o similares y una combinacién de Escherichia coli con un vector de expresion para células
procariéticas tal como pTrcHis (fabricado por Invitrogen), pGEX (preparado por Pharmacia Biotech), pTrc99
(preparado por Pharmacia Biotech), pKK233-3 (preparado por Pharmacia Biotech), pEZZZ18 (preparado por
Pharmacia Biotech), pCH110 (preparado por Pharmacia Biotech), pET (elaborado por Stratagene), pBAD (elaborado
por Invitrogen), pRSET (elaborado por Invitrogen), pSE420 (elaborado por Invitrogen) o similares. Ademas, una
célula de insecto, levadura, Bacillus subtilis y similares pueden servir como ejemplo también como la célula
hospedadora y varios vectores correspondientes a la misma. Entre los sistemas de vector para hospedador
anteriores, es preferible una combinacién de Escherichia coli con pTrcHis.

Ademéds, a medida que el vector en el que se inserta el ADN de la presente invencion, un vector construido de tal
manera que expresa una proteina de fusién de la proteina de la presente invencion (enzima de la presente
invencion) con un péptido marcador, puede utilizarse también, el cual, como se describié en el apartado <1>
anterior, es particularmente preferible cuando se purifica la condroitina-polimerasa expresada utilizando el vector de
la presente invencion. Especificamente, es preferible un vector que comprende una secuencia nucleotidica que
expresa His (por ejemplo, la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. n? 4).

Cuando se utiliza alguno de los vectores anteriores, el ADN de la presente invencion puede estar conectado con el
vector después de tratar a ambos con enzimas de restriccion y similares y opcionalmente llevando a cabo la
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terminacion suave y la conexion de un terminal cohesivo de modo que la conexién del ADN de la presente invencion
con el vector se hace posible.

Como procedimiento de produccion del vector de la presente invencion puede utilizarse y es preferible, por ejemplo,
el procedimiento descrito en los siguientes ejemplos.

<4> Transformante de la presente invencion

El transformante de la presente invencion es un transformante en el que un hospedador se transforma con el vector
de la presente invencién.

El "hospedador" tal como se utiliza en la presente memoria puede ser cualquier hospedador en el que puede
realizarse la recombinacion por el vector de la presente invencion pero es preferible uno que pueda ejercer la
funciéon del ADN de la presente invenciéon o un vector recombinante en el que se inserta el ADN de la presente
invencion. Ejemplos de hospedador incluyen las células animales, células vegetales y células microbianas, y estan
incluidas las células de mamiferos tales como las células COS (célula COS-1, células CO-7 y similares), célula 3LL-
HK46, etc., Escherichia coli, células de insecto, levaduras, Bacillus subtilis y similares. El hospedador puede
seleccionarse opcionalmente en respuesta a cada vector de la presente invencion, pero, por ejemplo, cuando se
utiliza un vector de la presente invencion preparado basandose en pTrcHis, es preferible seleccionar la cepa de
Escherichia coli.

El hospedador puede ser transformado por el vector de la presente invencién de la manera habitual. Por ejemplo, el
hospedador puede transformarse introduciendo el vector de la presente invencién en el hospedador por un
procedimiento que utiliza un reactivo de transfeccion disponible en el mercado, un procedimiento con DEAE-
dextrano, electroporacién o similares.

El transformante de la presente invencién obtenido de esta manera puede utilizarse en el proceso de produccién
enzimatica de la presente invencién descrito a continuacion.

<5> Proceso de produccién enzimatica de la presente invencion

El proceso de produccién enzimatica de la presente invencién es un proceso para producir una condroitina-
polimerasa, que comprende cultivar el transformante de la presente invencion; y recolectar una condroitina-
polimerasa del material de cultivo.

El término "cultivo" tal como se utiliza en la presente memoria significa una idea general que incluye el cultivo de
células o de microorganismos como el propio transformante de la presente invencién y el cultivo de un animal,
insecto o similar en el que se incorporan las células como el transformante de la presente invenciéon. Ademas, la
expresion "material de cultivo" tal como se utiliza en la presente memoria significa un concepto que incluye un medio
(sobrenadante del medio de cultivo) y células hospedadoras cultivadas después del cultivo del transformante de la
presente invencion, la materia segregada, la materia excretada y similares.

Las condiciones de cultivo (medio, condicion de cultivo y similares) se seleccionan apropiadamente basandose en el
hospedador que va a utilizarse.

Segun el proceso de produccién enzimatica de la presente invencion, pueden producirse varias formas de
condroitina-polimerasa, basandose en el transformante que va a utilizarse.

Por ejemplo, cuando se cultiva un transformante transformado con un vector de expresion construido para expresar
una proteina de fusién con un péptido marcador, se produce una condroitina-polimerasa fusionada con el péptido
marcador. Especificamente, por ejemplo, una condroitina-polimerasa fusionada con la etiqueta His se produce para
cultivar un transformante transformado con un vector de expresién construido para efectuar la expresion de una
proteina en la que la secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n® 11 se fusiona continuamente a una
posicion justo antes de la secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n® 2. Particularmente, es preferible
utilizar un transformante transformado con un vector de expresion construido conectando la secuencia nucleotidica
representada por SEC. ID. n? 4 continuamente a una posicion justo antes de la secuencia nucleotidica representada
por SEC. ID. n® 1.

La condroitina-polimerasa puede recogerse del material cultivado por procedimientos de extraccion y purificacién de
proteinas basados en la forma de la condroitina-polimerasa producida.

Por ejemplo, cuando se produce la condroitina-polimerasa en forma soluble segregada en un medio (sobrenadante
del medio de cultivo), el medio puede recogerse y utilizarse directamente como condroitina-polimerasa. Ademas,
cuando la condroitina-polimerasa se produce en forma soluble segregada en el citoplasma o en forma insoluble
(fijacion a la membrana), la condroitina-polimerasa puede extraerse por disgregacién celular tal como un
procedimiento que utiliza un aparato de cavitacion de nitrégeno, homogeneizacion, molino de bolas de vidrio,
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tratamiento con ultrasonidos, un método de choque osmotico, congelacion-descongelacion, etc., extraccién con
tensioactivo, una combinacion de los mismos o similares, y el extracto puede utilizarse directamente como
condroitina-polimerasa.

La condroitina-polimerasa puede purificarse méas en el medio o extractos, lo cual es preferible. La purificacion puede
ser purificacion imperfecta (purificacion parcial) o purificacién perfecta, que puede seleccionarse de manera
apropiada basandose, por ejemplo, en el objeto que utiliza la condroitina-polimerasa, y similares.

Ejemplos del procedimiento de purificacion incluyen el salado con sulfato amoénico, sulfato sédico, etc.,
centrifugacion, didlisis, ultrafiltracion, cromatografia de adsorcién, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia
hidréfoba, cromatografia en fase inversa, filtraciéon en gel, cromatografia de penetraciéon en gel, cromatografia por
afinidad, electroforesis, una combinacién de los mismos y similares.

La produccién de la condroitina-polimerasa puede confirmarse analizando su secuencia de aminoacidos, acciones,
especificidad del sustrato y similares.

<6> Agente sintetizador de la presente invencién

El agente sintetizador de la presente invencion es un agente sintetizador de la cadena de azucar, que comprende la
proteina de la presente invencion y que tiene actividad de condroitina-polimerasa.

El agente sintetizador de la presente invencién es el resultado de aplicar la "accién de transferencia de GalNAc",
"accién de transferencia de GIcNAc" y de "accion de transferencia de GIcUA" de la enzima de la presente invencién
y la proteina de la presente invencién como agente sintetizador de la cadena de azucar.

El agente sintetizador de la presente invencion se utiliza para la sintesis de las cadenas de azucar. La expresion
"sintesis de las cadenas de azucar", tal como se utiliza en la presente memoria significa un concepto que incluye el
alargamiento de una determinada cadena de azlcar transfiriendo y afadiendo un monosacarido a dicha cadena. Por
ejemplo, un concepto de transferencia y adiciéon de un monosacarido tal como GlcUA, GalNAc, GIcNAc o similares a
una cadena de azlcar tal como condroitina, sulfato de condroitina, acido hialurénico y similares para alargar la
cadena de azucar estd incluido en la expresion "sintesis de la cadena de azlcar" tal como se utiliza en la presente
memoria.

La forma del agente sintetizador de la presente invencién no esta limitada, y puede ser cualquiera de entre una
forma de solucion, una forma congelada, una forma liofilizada y una forma de enzima inmovilizada en la que esta
unida a un vehiculo. Ademas, puede contener otros compuestos (por ejemplo, vehiculo farmacéuticamente
aceptable, vehiculo que es aceptable para el reactivo, etc.), con tal de que no tenga influencia sobre la actividad de
la condroitina-polimerasa.

<7> Procedimiento de produccion de la cadena de azucar de la presente invencion

El procedimiento de produccién de la cadena de azlcar de la presente invencion utiliza el agente sintetizador de la
presente invencion y se divide en los cinco métodos siguientes en respuesta a los sustratos donantes y aceptores
del azlcar.

(1) Procedimiento de produccién de la cadena de azlicar de la presente invenciéon 1

Procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por la férmula (3) siguiente, que comprende por lo
menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencion ponerse en contacto con un donante
de GalNAc y una cadena de azlcar representada por la férmula (1) siguiente :

GIcUA-X-R! (1)
GalNAc-GlcUA-X-R (3)

(2) Procedimiento de produccioén de la cadena de azlcar de la presente invencién 2
Procedimiento para producir una cadena de azucar representada por la formula (4) siguiente, que comprende por lo
menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencién ponerse en contacto con un donante

de GlcNAc y una cadena de azucar representada por la férmula (1) siguiente:

GIcUA-X-R! (1)
GlcNAC-GlIcUA-X-R' (4)

(3) Procedimiento de produccién de la cadena de azicar de la presente invencién 3

Procedimiento para producir una cadena de azucar representada por la formula (5) siguiente, que comprende por lo
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menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencién ponerse en contacto con un donante
de GlcUA y una cadena de azucar representada por la férmula (2) siguiente:

GalNAc-GIcUA-R? 2)
GIcUA-GalNAc-GIcUA-R? (5)

(4) Procedimiento de produccion de la cadena de azucar de la presente invencion 4

Procedimiento para producir una cadena de azucar representada por la formula (6) y (8) siguientes, que comprende
por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencién ponerse en contacto con un
donante de GalNAc y un donante de GIcUA y una cadena de azUcar representada por la férmula (1) siguiente:

GIcUA-X-R' (1)
(GIcUA-GalNAc)n-GIcUA-X-R' (6)
GalNAc-(GIcUA-GalNAc)n-GIcUA-X-R' (8)

(5) Procedimiento de produccién de la cadena de azucar de la presente invencién 5

Procedimiento para producir una cadena de azucar representada por las féormulas (7) y (9) siguientes, que
comprende por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la presente invencién ponerse en contacto
con un donante de GalNAc, un donante de GIcUA y una cadena de azucar representada por la formula (2) siguiente:

GalNAc-GIcUA-R? 2)
(GaINAc-GlcUA)n-GalNAc-GIcUA-R? 7)
GIcUA-(GalNAc-GlcUA)n-GalNAc-GlcUA-R? 9)

En cada una de las formulas, X representa GalNAc o GIcNAc, y R' y R® representa cada uno cualquier grupo. R' y
R? son iguales o diferentes entre si.

Los ejemplos de R' y R? incluyen una cadena de azlcar que tiene un esqueleto de condroitina, una cadena de
azUcar que tiene un esqueleto de acido hialurénico y similares.

La cadena de azlcar representada por la férmula (1) es preferentemente sulfato de condroitina (especificamente
sulfato de condroitina C), condroitina o acido hialurénico que tiene GIcUA en su terminal no reducido, o un
oligosacarido de los mismos.

La cadena de azlcar representada por la férmula (2) es preferentemente sulfato de condroitina (especificamente
sulfato de condroitina C) o condroitina que tiene GalNAc en su terminal no reducido, o un oligosacarido de los
mismos.

Como donante de GalNAc, es preferible un nucledsido difosfato de GalNAc, y en particular es preferible UDP-
GalNAc. Ademas, como donante de GalNAc, es preferible un nucledsido difosfato de GIcNAc, y en particular es
preferible UDP-GIcNAc. Por otra parte, como donante de GIcUA, es preferible el nucleédsido difosfato de GlcUA, y en
particular es preferible UDP-GIcUA.

El procedimiento para realizar el "contacto" no esta particularmente limitado, siempre que la reacciéon enzimatica se
genere por contacto mutuo de las moléculas de la enzima de la presente invencion (o la proteina de la presente
invencion) contenida en el agente sintetizador de la presente invencidén, un donante y un aceptor (cadena de
azucar). Por ejemplo, el contacto puede realizarse en una solucién en la que se disuelven los tres componentes.
Ademas, la reaccion enzimatica puede realizarse continuamente utilizando una enzima inmovilizada en la que la
condroitina-polimerasa contenida en el agente sintetizador de la presente invenciéon esta unido a una fase sélida
apropiada (perlas o similares) o a un reactor de tipo membrana que utiliza membrana de ultrafiltracion, membrana de
didlisis o similares. Ademas, la reaccién enzimatica puede realizarse conectando el aceptor a una fase sélida similar
al método descrito en el documento WO 00/27437. Ademas, un birreactor que regenera (sintetiza) el donante puede
utilizarse en combinacion.

Ademas, en los procedimientos (4) y (5) anteriores, no es siempre necesario poner en contacto el donante GalNac y
el donante GIcUA simultdneamente con el agente sintetizador de la presente invencién y la cadena de azlcar
representadas por las férmulas (1) 6 (2), y los donantes pueden entrar en contacto alternativamente.

Las condiciones para llevar a cabo la reacciéon enzimatica no estan especificamente limitadas, siempre y cuando
sean condiciones bajo las cuales la enzima de la presente invencioén (o la proteina de la presente invencion) pueden
funcionar, pero es preferible llevar a cabo la reaccion a pH aproximadamente neutro (por ejemplo, aproximadamente
pH 7,0 a 7,5) y es mas preferible llevar a cabo la reaccién en un tampédn con una accion tamponante bajo el pH.
Ademas, la temperatura en este caso no esta especificamente limitada, siempre y cuando la actividad de la enzima
de la presente invencion (o la proteina de la presente invencién) se mantenga, pero una temperatura de
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aproximadamente 25°C a 30°C puede servir como ejemplo. Ademds, cuando existe una sustancia que aumenta la
actividad de la enzima de la presente invencion (o la proteina de la presente invencién), puede afiadirse la sustancia.
Por ejemplo, es preferible dejar que coexista Mn?* y similares. La duraciéon de la reaccién puede ser determinada
opcionalmente por los expertos en la materia en respuesta a las cantidades del agente sintetizador de la presente
invencion, del donante y del aceptor que va a utilizarse y de otras condiciones de la reaccién.

El aislamiento y similares de la cadena de azucar procedente del producto formado puede llevarse a cabo por
procedimientos conocidos.

Ademas, puede producirse un sacarido sulfatado tal como sulfato de condroitina o similar utilizando el agente
sintetizador de la presente invencion (condroitin-polimerasa) y una sulfato transferasa en combinacién.

Por ejemplo, puede producirse un sacarido sulfatado tal como sulfato de condroitina o similar llevando a cabo
simultaneamente la formacion de condroitina y la transferencia del grupo sulfato en el proceso de produccién de la
cadena de azlcar anterior, permitiendo ademas que coexista un donante del grupo sulfato (5-fosfosulfato de 3’-
fosfoadenosina (PAPS) o similar) y una sulfotransferasa. La sulfotransferasa puede utilizarse como enzima
inmovilizada uniéndola a una fase soélida apropiada (perlas o similar) similar al caso anterior 0 se permite reaccionar
continuamente utilizando un reactor de tipo membrana que utiliza membrana de ultrafiltracion, membrana de dialisis
o similar. En este caso, puede utilizarse en combinacion un biorreactor que regenera (sintetiza) el donante del grupo
sulfato.

La sulfotransferasa que puede utilizarse en la presente memoria puede ser cualquier enzima que pueda transferir un
grupo sulfato a la condroitina y puede seleccionarse apropiadamente a partir de las enzimas conocidas basandose
en el tipo de sulfato de condroitina deseado. Ademas, dos o mas tipos de sulfotransferasas que tienen posiciones
diferentes de transferencia del grupo sulfato pueden utilizarse en combinacién.

La condroitina 6-O-sulfotransferasa (J. Biol. Chem., 215 (28), 21075-21080 (2000)) puede servir como ejemplo como
sulfotransferasa. Sin embargo, no hay ninguna limitacién a ésta y pueden utilizarse también otras enzimas.

<8> Sonda de la presente invencién

La sonda de la presente invenciéon es una sonda de hibridacion que comprende una secuencia nucleotidica
complementaria con la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. n® 1.

La sonda de la presente invencion puede obtenerse preparando un oligonucleétido que comprende una secuencia
nucleotidica complementaria con la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. n? 1, y marcandola con un
marcador adecuado para hibridacién (por ejemplo, radiois6topo).

El tamafo del oligonucleétido se selecciona apropiadamente basandose en las condiciones y similares de la
hibridacion que utiliza la sonda de la presente invencion.

Es de esperar que la sonda de la presente invencion llegue a ser una herramienta Util para examinar las funciones
biologicas del sulfato de condroitina. Esto es debido a que el sulfato de condroitina se expresa ampliamente y
desempefa una funcién importante en un gran nimero de tejidos, particularmente en el cerebro. Se considera que la
sonda sirve también para la busqueda de la relacion entre genes y enfermedades.

<9> Catalizador de la presente invencion

El catalizador de la presente invencion es un catalizador de transferencia de glucosilo que comprende la proteina de
la presente invencion y que tiene una actividad de condroitina polimerasa.

El catalizador de la presente invencion es un resultado de aplicar la "accion de transferencia de GalNAc", “la accion
de transferencia de GIcNAc”, y "accion de transferencia de GIcUA" de la enzima de la presente invencion y de la
proteina de la presente invencién como catalizador de la transferencia de glucosilo.

El catalizador de la presente invencion puede utilizarse para la transferencia de GlcUA, GalNAc o GIcNAc. Por
ejemplo, puede utilizarse para transferir un monosacérido, tal como GlcUA, GalNAc o GIcNAc o similar a un terminal
no reducido de una cadena de azucar tal como condroitina, sulfato de condroitina, acido hialurénico y similares.

La forma del catalizador de la presente invencién no esta restringida, y puede ser cualquiera de una forma en
solucién, una forma congelada, una forma liofilizada y una forma de enzima inmovilizada en la que esta unido a un
vehiculo. Ademas, puede contener otros componentes (por ejemplo, vehiculo farmacéuticamente aceptable,
vehiculo que es aceptable para reactivo, etc.), siempre y cuando no tenga influencia sobre la actividad de
transferencia de GlcUA, GalNAc o GIcNAc.

Dado que la enzima de la presente invencion y la proteina de la presente invencién pueden transferir GIcUA y
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GalNAc alternativamente, como una molécula unica, son notablemente Utiles como herramientas para la produccién
a gran escala de la cadena de azlcar que tiene un esqueleto de condroitina (condroitina, sulfato de condroitina, y
similares), como ingredientes activos del agente sintetizador de la presente invencién y el catalizador de la presente
invencion, reactivos o similares. Ademas, el ADN de la presente invencién es muy Util como herramienta para la
produccién a gran escala de dicha enzima de la presente invencion y de la proteina de la presente invencion. El
vector de la presente invencion es muy Util, porque puede retener el ADN de la presente invencion de manera
estable y funcionar con eficacia y eficiencia. El transformante de la presente invencién es ademas muy util, porque
no solamente puede retener el vector de la presente invencion de manera estable y funcionar eficaz y
eficientemente, sino que también puede utilizarse como tal para la produccion a gran escala de la enzima de la
presente invencién y de la proteina de la presente invencion. Ademas, el proceso de produccion de la enzima de la
presente invencién es muy util para la produccién a gran escala de la enzima de la presente invenciéon y de la
proteina de la presente invenciéon. También, el proceso de produccién de la cadena de azlcar de la presente
invencion es muy Util para la produccién a gran escala de la cadena de azlcar que tiene el esqueleto de condroitina
(condroitina, sulfato de condroitina, y similares). El agente sintetizador de la presente invencion y el catalizador de la
presente invencion son muy Utiles, porque pueden utilizarse en el proceso de produccién de la cadena de azucar de
la presente invencion.

Ya que la alta calidad y la condroitina-polimerasa uniforme pueden producirse de manera conveniente y a gran
escala mediante la presente invencion, pueden proporcionarse productos a bajo coste para el campo industrial y por
consiguiente la presente invencién tiene muy alta disponibilidad.

La presente invencion se explica con detalle basandose en los ejemplos, sin embargo, la presente invencién no se
limita a los mismos.

UDP-["*C]GIcUA, UDP-[*H]GalNAc y UDP-["*C]GIcNAc utilizados en los ejemplos se adquirieron en NEN Life
Sciences. Ademas, UDP-GIcUA, UDP-GalNAc y UDP-GIcNAc se adquirieron en Sigma.

Ejemplo 1
Clonacién del gen de condroitina-polimerasa:
(1) Preparacion del banco de ADN

La cepa K4 (serotipo O5:K4(L):H4, ATCC 23502) de Escherichia coli, se cultivd a 37°C durante la noche en 50 ml de
medio LB. Se recogieron las células por centrifugacion (3.800 rpm, 15 minutos), se pusieron suspension en
suspensiéon en 9 ml de tampoén Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) que contiene acido etilendiamintetraacético 1 mM (EDTA)
(denominado en lo sucesivo "TE") y a continuacién se trata a 37°C durante 1 hora, afiadiendo 0,5 ml de SDS al 10%
y 50 pl de proteinasa K (20 mg/ml, Boehringer Mannheim). A la suspension, se afiadieron 10 ml de soluciéon PCI
(fenol:cloroformo:alcohol isoamilico = 25:24:1), seguido de agitacién durante 30 minutos, y la mezcla resultante se
centrifugd (3.800 rpm, 15 minutos ) para recoger la capa de agua y la materia insoluble de la capa intermedia y se
centrifugé (10.000 rpm, 30 minutos) otra vez. Se recuperd el sobrenadante y se anadieron 50 pyl de ARNasa A
(20 mg/ml, Sigma) a ésta para la reaccion a 37°C durante 1 hora. A la solucién tratada se afadieron 10 ml de
solucién PCl, seguido de agitaciéon durante 30 minutos, y la mezcla resultante se centrifugd (3.800 rpm, 15 minutos),
para recoger la capa de agua y se centrifugé (10.000 rpm, 30 minutos) otra vez. Se recuperoé el sobrenadante y se
dializé frente a 2.000 ml de TE a 4°C durante la noche, y la solucién (7,5 ml) dializada de este modo se utilizd6 como
solucion de ADN cromosdémico (concentracién de ADN, 0,9 mg/ml). La solucion de ADN cromosémico (120 ul)
procedente de la cepa K4 obtenido de este modo se digiri6 utilizando una enzima de restriccion Sau3A1 (4 unidades:
NEB) a 37°C durante 30 minutos y a continuacion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,3%, y después
se cortd el gel de agarosa correspondiente al ADN de aproximadamente 7 a 11 kpb. El gel cortado de este modo se
coloco6 en un tubo de 1,5 ml de capacidad con un orificio en su fondo picado con una aguja y, junto con el tubo, se
insertd6 en un tubo de 2 ml de capacidad y se centrifugd (8.000 rpm, 1 minuto) para romper el gel. El fenol
neutralizado en casi el mismo volumen de gel se afadié a éste, seguido de agitacién intensa y a continuacion la
mezcla resultante se congel6 a -80°C. Treinta minutos después, la temperatura se volvié a la temperatura ambiente
y se fundié la mezcla, seguido de centrifugacién (13.000 rpm, 5 minutos). La capa acuosa resultante se recogio, se
afnadi6é a ésta el mismo volumen de solucién de PCI seguido de agitacion, y a continuaciéon se centrifugd la mezcla
(13.000 rpm, 5 minutos). Se recogi6 la capa acuosa, 1/10 de volumen de solucién de acetato sédico 3 M y el mismo
volumen de 2-propanol se arfiadieron a esto para precipitar el ADN, y el precipitado se recogié a continuacioén por
centrifugacién (13.000 rpm, 30 minutos). Al precipitado recogido de este modo, se afiadié solucién de etanol al 70%,
seguido de centrifugacion (13.000 rpm, 5 minutos), y a continuacion el precipitado resultante se disolvié afadiendo
100 pl de TE. Para concentrar la solucion resultante, se precipitd el ADN afadiendo 10 yl de solucion de acetato
sb6dico 3 M y 300 ul de etanol y a continuacién se recuper6 por centrifugacién (13.000 rpm, 20 minutos). Al
precipitado recogido de este modo, se afiadi6 solucién de etanol al 70%, seguido de centrifugacién (13.000 rpm, 5
minutos), y el precipitado resultante se disolvié en 4 ul de agua purificada para obtener una solucién de fragmento de
ADN cromosémico. La solucién del fragmento de ADN (2 I) se inserté en un vector de fago A (A EMBLS:
STRATAGENE) que se habia tratado con enzimas de restriccién (BamHi (80 unidades: NEB) y EcoRI (80 unidades:
NEB)) y se someti6 a embalaje utilizando un kit de embalaje (Gigapack Il Gold Packaging Extract, STRATAGENE)
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segun las instrucciones del fabricante, y a continuacion la cepa de Escherichia coli (NM 539) se infect6 con el fago A
y se propag0 para preparar el banco de ADN cromos6mico K4.

(2) Preparacién de la sonda

Entre 3 regiones del resto del grupo génico del antigeno K de la cepa K5 de Escherichia coli (serotipo 010:K5(L):H4,
ATCC 23506) que tienen secuencias conocidas (Mol. Microbiol., 17(4), 611-620 (1995)), a la vez que se interpone la
region R-Il especifica del polisacarido del antigeno K (banco de genes n® de registro X77617), una serie de cebador
(CS-S 5-ACCCAACACTGCTACAACCTATATCGG-3’ (SEC. ID. n? 5); CS-AS 5-
GCGTCTTCACCAATAAATACCCACGAAACT-3 (SEC. ID. n® 6)) para obtener un fragmento de ADN de
aproximadamente 1 kpb del terminal 3’ de la regién R-l (banco de genes n? de registro X74567) y otra serie de
cebador (TM-S 5-CGAGAAATACGAACACGCTTTGGTAA-3' (SEC. ID. n® 7); TM-AS 5-ACTCAATTTTCTT-
TCAGCTCTTCTTG-3' (SEC. ID. n® 8)) para obtener el fragmento de ADN de aproximadamente 1 kpb procedente del
terminal 5’ de la regién R-1lI (banco de genes n® de registro X53819) se seleccionaron y prepararon.

Utilizando los respectivos conjuntos de cebador para respuesta inmunitaria para R-l1 y R-lll y utilizando, como
plantilla, fragmentos de ADN genomico de la cepa K4 extraida y purificada tras el tratamiento con Sau3Al y posterior
electroforesis en gel de agarosa en el apartado (1) anterior, se llevo a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (94°C, 1 min.-(94°C, 45 s-47°C, 30 s-72°C, 5 min.) 30 ciclos-72°C, 10 min. (para R-I), 94°C, 1 min.-(94°C, 45
s-50°C, 30 s-72°C, 5 min.) 30 ciclos-72°C, 10 min. (para R-lll) para obtener el fragmento de ADN de la region R-1 de
1,3 kpb (K4RI3) procedente de K4 de la region R-lll de 1,0 kpb (K4RIII5). Se determinaron las secuencias
nucleotidicas de los fragmentos de ADN obtenidas de este modo utilizando el analizador genético ABI PRISM 310
(Perkin-Elmer). La homologia con la cepa K5 del ADN en las mismas posiciones genéticas fue 96% y 95%,
respectivamente.

(3) Clonacién genética de la region K4R-1

Utilizando como sondas los fragmentos (K4RI3 y K4RIII5) de ADN de la region R-l y de la region R-Ill respectivas, se
identificaron los grupos génicos del antigeno K4 del banco de ADN cromosémico K4 obtenido en el apartado (1)
anterior. El cultivo de Escherichia coli (cepa NM539) (30 pl) se infect6é con el banco de ADN cromosémico K4 (40 pl
de fago A) (37°C, 15 minutos), 10 ml de agarosa de la parte superior se afiadieron a ésto, la mezcla resultante se
extendi6 sobre el medio en la placa LB contenido en cinco placas Petri de 10 x 14 cm, seguido de cultivo a 37°C por
9,5 horas para formar placas. Se prepararon dos membranas de 9 x 13 cm (Hybond-N+: Amersham Pharmacia
Biotech) para cada placa, y la primera y segunda membranas se colocaron en el medio durante 1 minuto y 3
minutos, respectivamente. Después de eliminar el exceso de humedad, cada membrana se empap6 durante 2
minutos en NaOH 0,5 M que contenia NaCl 1,5 M para llevar a cabo el tratamiento de desnaturalizaciéon y a
continuacion se empapé durante 3 minutos en Tris-HCI 1 M (pH 7,4) que contenia NaCl 1,5 M para llevar a cabo el
tratamiento de neutralizaciéon. Después de secar, la membrana se desecé a 80°C durante 2 horas para preparar un
filtro. El filtro se sometié a tratamiento de prehibridacién a 65°C durante 1 hora, se hibridd con K4RI3 marcado con
[*P] a 64°C durante la noche (15 horas) en tampon fosfato Church 0,5 M (pH 7,2), EDTA 1 mM y SDS al 7%, y a
continuacion se lavo tres veces con tampon fosfato Church 40 mM (7,2) que contenia SDS al 1% (65°C, cada uno
durante 15 minutos). El filtro se sec6 y después se expuso a una pelicula de rayos X para obtener de este modo 30
placas positivas. La presencia de K4RI3 se confirmé para cada una de ellas por PCR, y 7 placas de entre ellas se
sometieron a una segunda identificaciéon. A continuacién, el filtro hibridado con K4RI3 se hirvié en solucion SDS al
0,5% durante 3 minutos para eliminar K4RI3 y después se sec6 para utilizarlo como filtro de hibridacion K4RIII5. El
filtro se sometié a tratamiento de prehibridacion a 65°C durante 1 hora, se hibridé con K4RIlI5 marcado con [*2P] a
64°C durante la noche y a continuacién se lavo tres veces con tampén fosfato Church 40 mM que contenia SDS al
1%. Se secé el filtro y a continuaciéon se expuso a una pelicula de rayos X para obtener de este modo 29 placas
positivas. Se confirmé la presencia de K4RIII5 para cada una de ellas por PCR, y 18 placas de entre ellas se
sometieron a una segunda identificacion. En la segunda identificacion, se utiliz6 medio de la placa LB de ® 9 cm, y
se obtuvieron placas positivas por el mismo procedimiento de la primera identificacion.

Tras la primera y segunda identificacién, se obtuvieron clones del fago 4 A de la regién R-l y 10 clones de la regién
R-Ill. Cada uno de los clones se someti6 a tratamiento enzimatico con EcoRI (10 unidades: NEB), Sall (10 unidades:
NEB) y BamHI (10 unidades: NEB) cada una independiente o simultdneamente en varias combinaciones, y se
prepararon sus cartografias de restriccion basandose en el tamafio de los fragmentos observados por electroforesis
(figura 1).

Entre estos clones, un clon (CS23, region de insercion de 15,4 kpb) es un clon de ADN preparado basandose en la
sonda de la region R-lIl, pero dado que también presentaba una reaccion labil con la sonda de la regién R-I, se
examin6 la secuencia del terminal en 5 de la regién de insercion para hallar una secuencia que coincidia
completamente con el extremo 3’ de la sonda con la regién R-l. Dado que ambos fragmentos de ADN de la regién R-
| y de la region R-lll estaban contenidos en la regién de insercién, se consideré el clon como un clon que contiene
toda la region R-1l del grupo genético del antigeno K de la cepa K4.
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(4) Analisis genético de la region R-1l de K4

Se realizé la subclonacion del clon SC23 anterior para llevar a cabo su secuenciado. En primer lugar, cada uno, de
los fragmentos de aproximadamente 3 kpb y 8 kpb, obtenidos tratando el clon SC23 con EcoRl y los fragmentos de
ADN de 2 kpb, 5 kpb y 7 kpb, obtenidos tratandolo con Sall se ligé con un vector de clonacién (pBluescript Il KS(-)) y
se integrd en la cepa (XLI-Blue) de Escherichia coli para obtener un clon con diferente direccion de insercién.
Repitiendo el "tratamiento de los puntos de multiclonacion del vector con la transformacién por ligadura de varias
enzimas de restriccion” en el clon, se obtuvieron 22 plasmidos que tienen fragmentos parciales de ADN de la region
R-ll. Realizando un secuenciado de los fragmentos de insercion del ADN y conectandolos, se determind la
secuencia genética completa de la region R-Il de K4 (SEC. ID. n® 3).

(5) Identificaciéon del gen de condroitin-polimerasa

Como resultado del analisis de la secuencia de ADN de la region R-ll de la cepa K4, se predijo la presencia de 8
marcos de lectura abierta (ORF) (figura 2).

Entre ellos, el ORF en tercera posicion contando a partir del lado R-Ill (2.061 pb (nucléotidos nimeros 3.787 a 5.847
en la SEC. ID. n? 3, la secuencia de 2058 pb excluyendo el codén de terminacion se muestra en la SEC. ID. n® 1),
686 como numero de aminoacidos, peso molecular obtenido por calculo 79.276 (SEC. ID. n® 2)) presentd el 59% de
homologia con una &cido hialurénico sintasa de Pasteurella multocida (tipo pmHAS de clase 2; J. Biol. Chem.,
273(14), 8454-8458 (1998)). Ademas, el recuento de ORF en la primera posicion a partir del lado R-1Il (1.017 pb
(nucledtidos nimeros 643 a 1.649 en la SEC. ID. n° 3, 339 como numero de aminoacidos) presentaba el 60% de
homologia con UDP-4-epimerasa de Pasteurella multocida (propuesta (29-OCT.-1996) Genetics and Microbiology,
Universidad Auténoma de Barcelona, Edificio C, Bellaterra, BCN 08193, Espafa), ORF en cuarta posicion (1.332 pb
(nucledtidos numeros 5.877 a 7.207 en la SEC. ID. n? 3)) presentaba gran homologia (98%) con la secuencia 2 de
insercién (Nucleic Acids Res., 6(3), 1.111-1.122 (1979)) y el ORF en séptima posiciéon (1.167 pb (nucleétidos
nuameros 11.453 a 12.619 en la SEC. ID. n? 3), 389 como nimero de aminoacidos) presentaba 65% de homologia
con el gen kfiD (Mol. Microbiol., 174(4), 611-620 (1995)) (codifica la UDP-glucosa-deshidrogenasa) de la cepa (K5)
de Escherichia coli. Ademas, dado que el ORF en octava posicion (1.035 pb (nucleétidos nimeros 13.054 a 14.088
en la SEC. ID. n? 3), 345 como nimero de aminoacidos) contenia un motivo DXD comUn a la glucosiltransferasa, se
considerd que tiene actividad de transferir azicar. En cuanto a los tres ORF restantes (n® 2, n® 5 y n? 6 (nucleétidos
nameros 1.849 a 3.486, 7.210 a 8.673 y 9.066 a 10.631, respectivamente, en la SEC. ID. n? 3), no se encontrd
ninguna homologia.

Ejemplo 2
Expresion y actividad enzimatica de la proteina condroitina-polimerasa

(1) Para confirmar que el ORF de la region R-1l de K4 (n® 3) es un gen de condroitina-polimerasa, se prepararon los
cebadores con puntos de corte de la enzima de restriccion y que interponen el correspondiente resto de ORF (K4C-
SP 5-CGGGATCCCGATGAGTATTCTTAATCAAGC-3 (SEC. ID. n® 9); K4C-AS 5’-
GGAATTCCGGCCAGTCTACATGTTTATCAC-3’ (SEC. ID. n® 10)) y se llevo a cabo la PCR (94°C, 1 min.-(94°C, 30
s-59°C, 30 s-74°C, 3 min.) 20 ciclos-74°C, 10 min.). El producto de la PCR se sometié a electroforesis en gel de
agarosa al 0,7% y se extrajo y purificé utilizando un kit de extraccién en gel (QIAGEN). Después del tratamiento con
las enzimas de restriccion (BamHI| y EcoRl), el producto se sometié de nuevo a electroforesis en gel de agarosa al
0,7% y se extrajo y purificé de la misma manera para utilizarse como insercién.

La insercion preparada en el parrafo anterior se inserté en un vector de expresién (pTrcHisC: Invitrogen; que
contenia la secuencia nucleotidica representada por SEC. ID. n® 4) que se habia tratado con las enzimas de
restriccion (BamHI y EcoRl) y CIP, a 16°C pasando 1 hora en presencia de T4 ADN ligasa, y se transformd en la
cepa (TOP10) de Escherichia coli. Cultivando la cepa de Escherichia coli (medio de la placa LB que contenia
ampicilina, 37°C, durante la noche), se obtuvieron 7 colonias. Un clon que contenia un plasmido en el que se insertd
correctamente la insercion anterior se seleccion6 de entre ellos. Se cultivé Escherichia coli (a 37°C durante la noche)
en 1,5 ml de medio LB que contenia amplicilina (100 ug/ml) y 50 pl de la suspensién de las células cultivadas se
inocul6 en 50 ul de medio LB que contenia amplicilina (100 pug/ml) y se cultivé a 37°C hasta que la DOgqo fue de 0,6.
Al cultivo se afadié 1 ml de isopropil 1-tio-B-D-galactésido (IPTG) 0,5 M (concentracion final: 1 mM) y la induccion se
realizé a 37°C durante 3 horas. Se recogieron las células por centrifugacion (10.000 rpm, 30 minutos) y se pusieron
en suspension anadiendo 4 ml de un tampoén de lisis (NaB2POs 50 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 300 mM e
imidazol 10 mM). A la suspension, se agregaron 4 mg de lisozima (Sigma), la mezcla resultante se dej6 en reposo
en hielo durante 30 minutos y a continuacion se destruyeron las células tres veces por exposicién a ultrasonidos,
cada una durante 10 segundos, utilizando un bafo con ultrasonidos. Se recogi6 el sobrenadante por centrifugacion
(10.000 rpm, 30 minutos) y se aplicé a la columna de agarosa con Ni-NTA (1 ml de vehiculo, equilibrado con tampon
de lisis, QIAGEN), seguido de agitacién con un agitador C durante 1 hora. El vehiculo se sumergi6 instalando la
columna y a continuacion la columna se lavo dos veces utilizando 4 ml para cada uno, uno era un tampén (NaH2PO4
50 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 300 mM e imidazol 20 mM). Después, se eluyeron las proteinas pasando 4 veces
0,5 ml de cada una de un tampén de elucién (NaH2POs 50 mM (pH 8,0) que contenia NaCl 300 mM e imidazol
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250 mM). El eluido que contenia la proteina de interés (1 ml) se dializ6 a 4°C durante 2 dias frente a 500 ml de PBS
(solucién salina tamponada con fosfato) que contenia glicerol al 20% para obtener de este modo aproximadamente
0,5 ml (contenido de proteina 0,4 mg/ml) de una solucién dializada (solucién de la enzima de la presente invencion
(proteina de la presente invencion)).

La inmunotrasferencia Western de la proteina obtenida de este modo se llevo a cabo por electroforesis en dodecil
sulfato sdédico con gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). En la SDS-PAGE se utilizé gel al 10%. La proteina se detecto
por tinciéon con azul brillante de Coomassie. Se realizé la inmunotrasferencia Western transfiriendo la proteina al gel
SDS-PAGE en una membrana de nitrocelulosa, bloqueando la membrana con leche descremada al 5% (disuelta en
Tris-HCI 25 mM (pH 7,5) que contenia NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05% (esta solucién se denominé TBS-T) y a
continuacion tratandola con anticuerpo anti-tetra-His (Qiagen). Después de lavar varias veces con TBS-T, esta
membrana se traté con IgG anti-ratén unida a peroxidasa. Después de lavar con TBS-T, la proteina reaccionada se
detectd por el sistema de deteccién ECL (Amersham).

Como resultado, la proteina presentaba una banda a alrededor de 80 kDa por analisis de inmunotransferencia
Western utilizando SDS-PAGE y anticuerpo anti-tetra-His. Por otra parte, en el extracto de cultivo de una referencia
no se detectd una banda que reacciona inmunolégicamente (vector de expresion sin insercion).

(2) Analisis de actividad enzimatica (analisis de actividad de transferencia de GalNAc)

La enzima de la presente invencién (2 pg) hexasacarido de sulfato C de condroitina del cartilago del tiburén,
purificado por degradacién con hialuronidasa testicular, como aceptor (70 pmol) y UDP-GalNAc (3 nmoles), UDP-
GICUA (3 nmoles) y UDP-[’H]GalNAc (0,1 nmol, 0,1 uCi) se afiadieron como donantes a Tris-HCI 50 mM (pH 7,2)
que contenia MnCl> 20 mM, (NH4)2SO4 0,1 My etilenglicol 1 M y el volumen total se ajustd a 50 pl, y a continuacion,
se llevo a cabo la reaccion a 30°C durante 30 minutos y la enzima se inactivd térmicamente. A la solucion de
reaccion, se afadieron 3 volimenes de etanol al 95% que contenian acetato de potasio al 1,3%, y la muestra se
centrifugé a 10.000 x g durante 20 minutos. El precipitado se disolvié en 50 ul de agua destilada y se aplicé a una
columna de péptido Superdex (300 x 10 mm: Amersham Biosciences, condiciones de cromatografia; tampdn: NaCl
0,2 M, caudal: 0,5 ml/min) y el eluido se fraccion6 a 0,5 ml y se midié la radioactividad (recuento de [3H]) de cada
fraccion utilizando un contador de centelleo. Se determiné la actividad sintetizadora de la condroitina calculando la
cantidad de radioactividad incorporada en las fracciones de peso molecular mas alto que el sustrato del aceptor. Los
resultados se muestran en la figura 3. En la figura 3, los cuadrados en negro indican radioactividad cuando se utilizé
el hexasacérido del sulfato C de condroitina como aceptor, los triangulos en blanco indican la radioactividad cuando
se trat6 el producto de la reaccién enzimatica con condroitinasa ABC y los circulos en negro indican la referencia (en
la que se utilizé la enzima inactivada térmicamente de la presente invencion).

Como resultado, la posicién de la elucién de la radioactividad aparecié en el lado del peso molecular mas alto que el
del hexasacarido de sulfato de condroitina C (el pico ancho que tiene su parte superior a alrededor de 5.000 Da)
(cuadrados en negro en la figura 3). Ademas, cuando el producto de la reaccion enzimatica se traté con
condroitinasa ABC, el pico del peso molecular alto se desplazé a una posiciéon correspondiente a la fraccion de
disacérido (triangulos en blanco en la figura 3). Cuando la composicion del disacarido de este digesto de
condroitinasa ABC se analizé utilizando una cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), solamente se detecto
un disacarido (AdiOS) de condroitina insaturado y no sulfatado.

Ademas, el producto de la reacciéon enzimatica fue digerido completamente por tratamiento con condroitinasa ACII
también, pero no fue digerido por hialuronidasa de Streptomyces ni por heparitinasa |.

Basandose en lo anterior, se demostrd que la enzima de la presente invencidén obtenida de este modo por lo menos
transfiere GalNAc al hexasacarido del sulfato de condroitina C desde UDP-GalNAc (donante). Esta actividad
especifica fue de 3,25 £ 0,64 nmoles de GalNAc/min/mg de proteina.

(3) Analisis del tamafio del producto de la reaccién enzimatica

El tamafio del producto de la reaccién enzimdtica se examind llevando a cabo la reaccion enzimatica y la
cromatografia de la misma manera que en el "apartado (2) Andlisis de actividad enzimatica" anterior. Los resultados
se presentan en la figura 4.

Se confirmé a partir de la figura 4 que la enzima de la presente invencién obtenida anteriormente por lo menos
transfiere GalNAc a un aceptor (oligosacarido que tiene un esqueleto de condroitina (hexasacarido de sulfato de
condroitina C preparado utilizando hialuronidasa testicular)) del donante GalNAc (UDP-GalNAc) para formar de este
modo condroitina que tiene un peso molecular de 10.000 a 20.000 o mas.

(4) Analisis de especificad del sustrato del donante

Utilizando UDP-["*C]GIcUA, UDP-['°C]GIcNAc o UDP-[’H]GalNAc como donante, se examind la actividad de
transferencia de los siguientes aceptores segun el procedimiento descrito en el "apartado (2) Medicion de la
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actividad enzimatica" anterior. Los productos después de la reaccion enzimatica se analizaron por filtracion en gel.

Los resultados de la utilizacién de los hexasacarido o heptasacarido de sulfato de condroitina C como aceptor se
muestran en la figura 5. Ademas, el circulo en negro en la figura 5 indica una referencia (un caso en el que se utilizd
la enzima inactivada térmicamente de la presente invencion).

(A) Hexasacarido de sulfato de condroitina C (producto purificado al degradar sulfato de condroitina C del cartilago
de tiburdn con hialuronidasa testicular, y el terminal no reducido es GIcUA).

Se sintetiz6 el heptasacarido solo cuando se utilizaba UDP-GalNAc solo como donante (pastillas en negro en la
figura 5).

La transferencia sustancial no se encontré cuando se utilizaba UDP-GIcUA solo como donante (tridngulo en negro
en la figura 5).

Aunque se encontré6 muy poca transferencia de GlcNAc cuando se utilizaba UDP-GIcNAc solo como donante. Esta
actividad de transferencia era el 6,3% basada en la actividad al 100% en el caso de la utilizacion de UDP-GalNAc
como donante (cuadrado en negro en la figura 5). Sin embargo, los polisacéaridos que tienen un tamafno de
octasacarido 0 mas no se obtuvieron aun cuando se utilizaba tanto UDP-GIcNAc como UDP-GIcUA junto con éste.

Ademas, ya que la incorporacion de la radioactividad no se encontraba en ausencia del sustrato aceptor, se sugirié
que el sustrato aceptor es esencial para la sintesis de la condroitina por esta enzima.

(B) Heptasacarido de sulfato de condroitina C (producto obtenido dejando que la enzima de la presente invencion
reaccione con el anterior hexasacarido de sulfato de condroitina C y uniendo de este modo un resto de GalNAc al
terminal no reducido del hexasacarido).

Se sintetiz6 octasacarido solo cuando se utilizaba UDP-GIcNAc como donante (tridngulo en blanco en la figura 5).

Cuando se utilizaba UDP-GalNAc o UDP-GIcNAc solo como donante, no se encontrdé transferencia sustancial en
cada caso (respectivamente, pastilla en blanco y cuadrado en blanco en la figura 5).

Ademas, en la Tabla 1 se muestran los resultados de llevar a cabo pruebas similares independientemente cada una.
Ademaés, el término "SC" en la Tabla 1 significa sulfato de condroitina C. Ademds, los paréntesis en la Tabla
muestran la longitud de la cadena de azucar después de la reaccién de la enzima y "-" significa que el azucar
marcado con UDP no se transfirié al sulfato de aceptor correspondiente.

Tabla 1
Actividad especifica de condroitina-polimerasa
(nmoles/min/mg de proteina)
Sustrato del donante Sustrato del aceptor

Azucar marcado con UDP  Azlcar sin marcar con UDP Hexasacarido de SC Heptasacarido de SC
UDP-[’*H]GalNAC UDP- ninguno 0,59 + 0,16 (hepta) 0,0 £0,0 (-)
["*C]GIcNAc UDP- ninguno 0,04 + 0,02 (hepta) 0,0 0,0 (-)

['“C]GIcUA ninguno 0,0+0,0 (-) 0,53 + 0,08 (octa)

UDP-[*H]GalNAc UDP- UDP-GICUA 3,25 + 0,64 (poli) no medido
[14C]GICUA UDP- UDP-GalNAc 2,75 + 0,28 (poli) no medido
["“C]GIcNAC UDP- UDP-GIcUA 0,05 £ 0,02 (poli) no medido
[“C]GIcUA UDP-GIcNAc 0,0+ 0,0 () no medido

A partir de los resultados anteriores, se demostr6 que la enzima de la presente invencién obtenida en lo anterior
transfiere GaINAc desde UDP-GIcNAc a una cadena de azlcar (aceptor) que tiene un esqueleto de condroitina cuyo
terminal no reducido es GlcUA. Ademas, se demostr6 que cuando se utiliza el aceptor, la enzima de la presente
invencion obtenida en lo anterior presenta la actividad para transferir GIcNAc desde UDP-GIcNAc, pero la actividad
es mucho menor que su actividad de transferencia de GalNAc.Ademas, se demuestra que cuando se utiliza el
aceptor, la enzima de la presente invencién obtenida en lo anterior no tiene sustancialmente actividad para transferir
GIcUA desde UDP-GIcUA. Basandose en estos resultados, se demostré que la enzima anterior de la presente
invencion no es capaz de transferir GIcUA al terminal GIcUA no reducido pero es capaz de transferir un resto de
GalNAc (o, bastante ligero, GIcNAc).

Ademas, se demostrd que la enzima de la presente invencién obtenida en lo anterior transfiere GlcUA desde UDP-
GIcUA a una cadena de azlcar (aceptor) que tiene un esqueleto de condroitina cuyo terminal no reducido es
GalNAc. Ademas, se demostré que cuando se utiliza el aceptor, la enzima de la presente invencion obtenida en lo
anterior sustancialmente no tiene actividades para transferir GaINAc desde UDP-GalNAc y para transferir GIcNAc
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desde UDP-GIcNAc. Basandose en estos resultados, se demuestra que la enzima anterior de la presente invencién
no es capaz de transferir GalNAc al terminal GalNAc no reducido pero es capaz de transferir un resto de GIcUA.

Basandose en lo anterior, se demostré que la enzima anterior de la presente invencion es capaz de transferir GIcUA
y GalNAc alternativamente, desde un donante GIcUA y un donante GalNAc, respectivamente, al terminal no
reducido de la cadena de azucar.

(5) Analisis de especificidad del sustrato aceptor

Utilizando tetrasacarido (140 pmoles) o hexasacarido (140 pmoles) de sulfato de condroitina C degradado y
purificado que utiliza hialuronidasa testicular, tetrasacarido (260 pmoles) o hexasacarido (175 pmoles) de condroitina
degradada y purificada por el método de Nagasawa (Carbohydrate Research, 97, 263-278 (1981)), hexasacarido
(175 pmoles) de acido hialurénico degradado y purificado utilizando hialuronidasa testicular, sulfato de condroitina C
(peso molecular 20.000), condroitina (peso molecular 10.000), sulfato de dermatan (peso molecular 15.000), acido
hialurénico (peso molecular 20.000), o heparina (peso molecular 10.000) como aceptor, se examind la actividad de
transferencia por el método siguiente. Ademas, las cadenas de azlcar se adquirieron en Seikagaku Corporation.

La enzima de la presente invencién (2 pg), UDP-GalNAc (Sigma) (60 pmoles), UDP-GIcUA (Sigma) (0,6 nmoles) y
UDP-[*H]GalNAc (0,1 nmoles, 0,1 pCi) como donantes de cada una de las anteriores cadenas de azlicar como
aceptor se anadieron a Tris-HCI 50 mM que contenia MnClz> 20 mM, 0,1 M (NH4)2SOs y etilenglicol 1 M, y el volumen
total se ajust6 a 50 pl, y a continuacion se llevé a cabo la reaccién enzimatica a 30°C durante 30 minutos y la enzima
se inactivo térmicamente. Se aplico la solucién de reaccion a una columna Superdex Peptide (300 x ®10 mm:
Amersham Biosciences, condiciones de la cromatografia; tampén: NaCl 0,2 M, caudal: 0,5 ml/min) y se fraccion6 el
eluido en 0,5 ml y se midi6 la radioactividad (recuento de [°H]) de cada fraccién utilizando un contador de centelleo.
Los resultados se presentan en la Tabla 2. Los numerales entre paréntesis en la Tabla son valores relativos cuando
la cantidad de radioactividad (cantidad de GalNAc transferida) mediante la utilizacién del hexasacarido del sulfato de
condroitina C como aceptor se defini6 como 100%.

Tabla 2
Sustrato del aceptor Actividad especifica de incorporacién de [°H]
nmoles/min/mg de proteina %
Sulfato de condroitina C Tetrasacarido 1,44 £0,24 43,0
Hexasacérido 3,34 + 0,50 100,0
Polisacarido 3,41 +0,48 100,0
(PM 20.000)
Condroitina Tetrasacarido 1,12+ 0,21 33,5
Hexasacérido 1,24 + 0,45 37,0
Polisacéarido 0,53+0,13 15,8
(PM 10.000)
Acido hialurénico Hexasacérido 0,80 £ 0,15 24,0
Polisacérido 0,27 £ 0,02 8,2
(PM 20.000)
Sulfato de dermatan Polisacarido 0,06 £ 0,02 1,9
(PM 15.000)
Heparina Polisacarido 0,0+0,0 0,0
(PM 10.000)

Basandose en los resultados anteriores, se demostrd que el hexasacarido de sulfato de condroitina C se vuelve el
sustrato aceptor méas adecuado. El hexasacarido de condroitina también funcioné como un sustrato aceptor, pero su
actividad fue baja (37%) en comparacién con el caso del hexasacarido de sulfato de condroitina C. La incorporacion
en el tetrasacarido del sulfato de condroitina o en tetrasacarido de condroitina fue la misma (43% y 33,5%,
respectivamente). Para sorpresa de los autores, el hexasacarido del acido hialurénico y el &cido hialurénico (peso
molecular 20.000) funcionaron también como sustratos aceptores. El nivel de incorporacion del sulfato de condroitina
C (peso molecular 20.000) fue similar al del hexasacarido de condroitina C. La incorporacién no fue tan alta en el
caso de la condroitina (peso molecular 10.000).

Resumiendo los resultados anteriores, se demostrdé que la enzima anterior de la presente invencion utiliza
oligosacaridos y polisacaridos que tienen esqueleto de condroitina (por lo menos tetrasacarido, hexasacarido y
heptasacarido de sulfato de condroitina C, tetrasacarido y hexasacarido de condroitina, sulfato de condroitina C
(peso molecular 20.000) y condroitina (peso molecular 10.000)) y oligosacaridos y polisacaridos de acido hialurénico
(por lo menos hexasacarido de acido hialurénico y acido hialurénico (peso molecular 20.000)) como aceptores.

Por otra parte, la incorporacion de la radioactividad no se encontré en el sulfato de dermatan (peso molecular
15.000) ni heparina (peso molecular 10.000) lo que demuestra que no funcionan sustancialmente como sustratos
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aceptores.
(6) Analisis de la influencia de la temperatura

La reaccion enzimatica se realiz6 de la misma manera que en el "apartado (2) Analisis de actividad enzimatica"
anterior, cambiando la temperatura de la reacciéon enzimatica a 25, 30, 37, 40, 45 6 100°C, y la solucion después de
la reaccion se aplic6 a una columna Superdex 74 (30 x ®10 mm: Amersham Biosciences, condiciones de la
cromatografia; tampén: NaCI 0,2 M, caudal: 0,5 ml/min). Se fracciond el eluido en porciones de 1 ml y se midi6 la
radioactividad (recuento de [*H]) de cada fraccion utilizando un contador de centelleo Los resultados se muestran en
la figura 6. Ademas, las marcas de la pastilla, cuadrado, triangulo, signo x y * en la figura 6 presentan los resultados
de 25, 30, 37, 40, 45 6 100°C, respectivamente. Ademas, el circulo en la figura 6 presenta el resultado de una
referencia (en la que se utilizé la enzima inactivada térmicamente de la presente invencion).

Como se muestra en la figura 6, en las condiciones de reaccién y en el intervalo de temperatura examinado esta
vez, el peso molecular del producto de reaccién se volvié pequefio a medida que se aumentaba la temperatura. La
incorporacion mas alta se encontré a 30°C, pero el producto con el peso molecular mayor se obtuvo a 25°C.

Se considera a partir de los resultados que la actividad enzimatica de la enzima anterior de la presente invencién
disminuye a medida que aumenta la temperatura de reaccion comenzando a 25°C en las condiciones de reaccién de
esta vez.

(7) Analisis de la influencia de los iones metdlicos y similares

La reaccion enzimatica se realiz6 de la misma manera que en el "apartado (2) Analisis de actividad enzimatica"
anterior, excepto que cada una de las diversas sales metélicas (MnClz, FeClz, MgCl,, CaClz o CuCly) o se anadio
EDTA en lugar de MnCl,, y la solucién después de la reaccién se aplico a una columna Superdex 75 (300 x
®100 mm. Amersham Biosciences, condiciones de la cromatograﬁa tampo6n: NaCl 0,2 M, caudal: 0,5 ml/min). Se
fracciono el eluido en 1 ml y se midi6 la radioactividad (recuento de [ H]) de cada fraccion utilizando un contador de
centelleo. Los valores relativos de radioactividad cuando esta presente MnCl, se defini6 como 100% se presentan a
continuacion.

Tabla 3

Sal metalica Valor relativo de radioactividad (%)
MnCl; 100,0

FeClz 30,6

MgCl> 30,7

CaClz 0,0

CuCl» 0,0

EDTA 0,0

Basandose en estos resultados, la enzima anterior de la presente invencion presentaba la actividad mayor en
presencia de i6n Mn®*. Ademas, en presencia del ién Fe** o Mg , presentaba aproximadamente el 30% de actividad
en comparacion con, el caso de la presencia del i6n Mn?* Ademas, se demostré que no actla sustancialmente en
presencia del i6n Ca** o Cu®* o del acido et|Iendlamlntetraacético.

Ademas, se demostré que la enzima anterior de la presente invencion actGia en presencia del i6n Fe** o Mg**
tamblen y su actlwdad enzimatica en presencia del ion Mn®* es mayor que la actividad enzimatica en presencia del
i6n Fe** o Mg™".

(8) pH 6ptimo de reaccion

Cuando el pH éptimo de reaccién de la enzima de la presente invencién se examiné cambiando el pH del "apartado
(2) Analisis de actividad enzimatica" anterior a varios niveles, era de pH 7,0 a 7,5.

(9) Relacion con el tiempo de reaccion enzimatica

Ajustando el tiempo de reaccion enzimatica en 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 3 horas, 6 horas o 18 horas, la
reaccion enzimatica se realizé de la misma manera que en el ' apartado (2) Analisis de actividad enzimatica" anterior,
y se analizé la radioactividad incorporada en el producto de la reaccién enzimatica. Los patrones de filtracion en gel
de [ H]GalNAc después de varios periodos de reaccién se presentan en la figura 7, y las cantidades totales de
incorporacion de radioactividad después de varios periodos de reaccion enzimatica en la figura 8. El circulo blanco,
el circulo negro, el triangulo blanco, el tridngulo negro, el cuadrado blanco y el cuadrado negro, presentan los
resultados después de 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 3 horas, 6 horas y 18 horas, respectivamente. Ademas, la
flecha con "20 k", "10 k", "5 k", "14", "8" 6 "6" presenta la posicién de elucién del peso molecular 20.000, 10.000,
5.000, tetradecasacarido (peso molecular: aproximadamente 2.800), octasacarido (peso molecular: 1.600) o
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hexasacarido (peso molecular: aproximadamente 1.200) de &cido hialurénico (patrén), respectivamente.

Sse demostr6 a partir de los resultados de la figura 8 que en las condiciones de ensayo, la incorporacién rapida de
['H]GalNAc se encuentra después de 3 horas y de 6 horas, pero la incorporacion se vuelve lenta a medida que la
reaccion se acerca a 20 horas.

Ademas, a partir de los resultados de la figura 7, se demostré que la incorporacién aumenta y se obtiene un
producto de reaccién de alto peso molecular después de un largo periodo de tiempo de reaccion.

Ademas, un producto de peso molecular elevado se obtuvo rapidamente cuando el sustrato aceptor (hexasacarido)
se puso a concentracién mas baja, y un producto de bajo peso molecular se obtuvo cuando el sustrato aceptor
(hexasacarido) se puso a alta concentracion.

(10) Determinacion de la constante de Michaelis (Km)

La radioactividad incorporada en el producto de la reaccion enzimatica se midié segun el "apartado (2) Andlisis de
actividad enzimatica" anterior, colocando la cantidad de la enzima de la presente invencién a 1,3 ug, que contenia el
sustrato donante (UDP-azucar; UDP-GlcUA o UDP-GalNAc) en una concentracion fija (240 pM) y afadiendo a ésta
el otro sustrato donante radiomarcado (radiacion UDP-aziicar; UDP-[°H]GalNAc o UDP-['*C]GIcUA) con varias
concentraciones (0,6 a 200 pM). Se realizaron ensayos independientes tres veces, y el valor promedio se utilizd
como valor medido.

La relacién entre la radioactividad incorporada (V) y la relacién entre sustrato (S) de UDP-azlcar se muestra en la
figura 9, y su doble representacién reciproca en la figura 10. El circulo negro y el cuadrado blanco en los dibujos
presenta los resultados sobre UDP-GIcUA y UDP-GalNAc, respectivamente.

Como resultado, la Km para UDP-GIcUA y la Km para UDP-GalNAc se calcul6 que eran 3,44 yM y 31,6 uM,
respectivamente.
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atg agt att ctt aat caa gca ata aat tta tat aaa aac aaa aat tat
Met Ser Ile Leu Asn Gln Ala Ile Asn Leu Tyr Lys Asn Lys Asn Tyr
1 S 10 16

cge caa get tta tct ctt ttt gag aeg gtt goct gaa att tat gat gtt
Arg Gln Ala Leu Ser Leu Phe Glu Lys Val Ala Glu Ile Tyr Asp Val
20 26 30

agt tgg gtc gea gca aat ata aaa tta tge caa acc gea ctc aat ctt
Ser Trp Vgl Glu Ala Asn Ile Lys Leu Cys Gln Thr Ala Leu Asn Leu
5 40 45

tct gaa gaa gtt gat aag tta aat cgt aaa gct gtt att gat att gat
Ser Glg Glu Val Asp Lys Leu Asn Arg Lys Ala Val Ile Asp Ile Asp
5 55 60

gca gca aca aaa ata atg tgt tct aac gec asa gea att agt ¢tg aac
Ala Ala Thr Lys Ile Met Cys Ser Asn Ala Lys Ala Ile Ser Leu Asn
65 70 75 80

gag gtt gaa aaa aat gea ata ata agc aaa tac cga gaa ata ace geca
Glu Val Glu Lys Asn Glu Ile Ile Ser Lys Tyr Arg Glu Ile Thr Ala
85 90 95

aag aaa tca gaa cgg gCg gag tta aag gaa gtc gea ccc att cct tta
Lys Lys Ser Glu Arg Ala Glu Leu Lys Glu Val Glu Pro Ile Prxo Leu
100 105 110

gat tgg cct agt gat tta sct tta ccg ccg tta cct gag agc aca aac
Asp Trp Pro Ser Asp Leu Thr Leu Pro Pro Leu Pro Glu Ser Thr Asn
116 120 125

gat tat gtt tgg gcg 288 28a aga aaa gag ctt gat gat tat cca aga

Asp Tyr Val Trp Ala Gly Lys Arg Lys Glu Leu Asp Asp Tyr Pro Arg
130 135 140 ’

aaa cag tta atc att gac ggg ctt agt att gta att cct aca tat aat

Lys Gln Leu Ile Ile Asp Gly Leu Ser Ile Val Ile Pro Thr Tyr Asn

145 150 155 160

cga gea gea ata ctt gea att aca ctt get tgt ¢tt tgt aac caa asg
Arg Ala Lys Ile Leu Ala Jle Thr Leu Ala Cys Leu Cys Asn Gln Lys
165 170 176

acc ata tac gac tat gaa gtt att gtt gcc gat gat gga agt aaa gaa
Thr Ile Tyr Asp Tyr Glu Val Ile Val Ala Asp Asp Gly Ser Lys Glu
180 185 180
aat att gaa gaa ata gta aga gaa ttt gaa agt tta tta aat ata aaa
Asn Ile Glu Glu Ile Val Arg Glu Phe Glu Ser Leu Leu Asn Ile Lys
195 200 205

tat gta cgt cag aag gat tat gga tet caa ctg tgt gct gtt aga aat
Tyr Val Arg Gln Lys Asp gyr Gly Tyr Gln Leu Cys Ala Val Arg Asn
210 15 220

ctt ggg ctt agg gect gca aag tat aat tat gtt geca att ctg gat tgt
Leu Gly Leu Arg Ala Ala Lys Tyr Asn Tyr Val Ala Ile Leu Asp Cys
226 230 235 240

y
aat gas att cct gaa atc att act aat 2at cag gtt geca ggc aag gtt

Asn Glu Ile Pro Glu Ile Ile Thx Asn Asn Gln Val Ala Gly Lys Val
_290 295 300

gag caa aac 2aa tca gtt gac tgg cga ata gaa cat ttc aaa aat acc

Glu Gln Asn Lys Sexr Val Asp Trp Arg Ile Glu His Phe Lys Asn Thr
305 310 315 320

gat sat cta aga tta tgc aac aca cca ttt cga ttt ttt agc gga ggt
Asp Asn Leu Arg Leu Cys Asn Thr Pro Phe Arg Phe Phe Ser g:l,g Gly
325 330

aat gtc get ttt geg sea asa tgg ctt tte cgt gea gga tgg ttt gat
Asn Val Ala Phe Ala Lys Lys Trp-Leu Phe Arg Ala Gly Trp Phe Asp
340 345 350

21

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

912

960

1008

1056



ttt
Phe
356

gaa gag
Glu Glu

ctec tac
Leu Tyr
370

aga
Arg

tat cat
Tyr His
a8s

888 aaa
Gly Lys

caa

Gln
aat
Asn

aaa
Lys

tat aga
Tyr Arg

tet
Ser
435
gtt
Val

cta gta
Leu Val

cgt tgt
Arg Cys
450

tgc ata
Cys Ile
465

tge
Cys

tat
Tyr

gag cat
Glu His

att
Ile

33a gga
Lys Gly

ata
Ile
515

ttc tat
Phe Tyr

cta
Leu

gtt gsa
Val Glu
5§30

gtt tat aca
Val Tyr Thr
646

aat ggc tat
Asn Gly Tyr

atg ata tgt
Met Ile Cys

act gaa ggt
Thr Glu Gly
595

acg
Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

att
Ile

aaa
Lys
420

ata
Ile

gaa
Glu

get
Asp

gca
Ala

ggt
Gly
500

ggt
Gly

tgt
Cys

act
Thr

aat
Asn

cat
His
580

tte
Phe

cat tgg g8g
His Trp Gly

gea tgt tac
Gly Cys Tyr
375

cca ccc ggg

Pro Pro Gly
390

act gtt caa

Thr val Gln

405

gaa aaa ata

Glu Lys Ile

tat
Tyx

att cce
Ile Pro

agc gee ctt
Ser Ala Leu
455

gat ggt tcc
Asp Gly Ser
470

¢at cct
His Pro

aac
Asn
485
tca geca tet
Ser Ala Ser

cag tta gac
Gln Leu Asp

cta gat gea
Leu Asp Glu
535

aac cgt aat

Asn Arg Asn
$50

tgg cce att

Trp Pro.lle

565

cat ttc agg
His Phe Arg

aac gaa tcg
Asn Glu Ser

ES 2365388713

ggg gag gat aat gag ttt gga tat cgt
Gly Glu Asp Asn Glu Phe Gly Tyr Arg
360 366

atg gca

ttt cgg tct gtt gea gga gea
Met Ala

Phe Arg Ser Val Glu Gly Ala
380

aaa gaa aac gag acg gat cgt geg gea

Lys Glu Asn Glu Thr Asp Arg Ala Ala

396 400

ttg tta cag caa aaa gtt cct tat ttc

Leu Leu Gln Gln Lys Val Pro Tyr Phe
410 416

gta cca
Val Pro

tce geg aca tta zaa aga
Ser Ala Thr Leu Lys Arg
425 430

gaa
Glu

att gtt
Ile Val

tat aac tge tct aaa tat
Tyr. Asn Cys Ser Lys Tyr
445
cag aca ata act gac tta
Gln Thr Ile Thr Asp Leu
460

gee
Ala
440
aat
Asn

gaa gta
Glu Val

ctt cag
Leu Gln

aca
Thr

gat gat aca ttg cgg att
Asp Asp Thr Leu Arg Ile
475

aaa aacC
Lys Asn

gtt cgt ttt att tca caa

Val Arg Phe Ile Ser Gln
490 495

aca gea gtt aga ttg tgt cgg gga

Thr Ala Val Arg Leu Cys Arg Gly

505 510

cge
Arg

aat
Asn

tct
Ser
520

gat gsc ttt ctt gaa cca gat gct
Asp Asp Phe Leu Glu Pro Asp Ala
626

ttt
Phe

aga 2aa gat cta tca ttg ges tgt
Arg Lys Asp Leu Ser Leu Ala Cys
540

ata gat cgt gaa ggt aat ttg ata tca

Ile Asp Arg Glu Gly Asn Leu Ile Ser

555 560

tcg cga gaa aaa ctt act agt gca

Ser Arg Glu Lys Leu Thr Ser Ala
570 875

tat
Tyx

ttec aca geca aga gea tgg aac cta
Phe Thr Ala Arg Ala Trp Asn Leu
585 590

atg
Met

atec agc aac gca gtt gat tac gat atg
Ile Ser Asn Ala Val Asp Tyr Asp Met
600 605

tat tta aaa ctt agt gaa gtt gga ccg ttc aag cat ata aac aaa att
Leu Ser Glu Val Gly Pro Phe Lys His Ile Asn Lys Ile

Tyr Leu Lys
610

tgt tat aat
625

616

620

cgc gta ttg caf ggt gaa aat acg tct ata aaa aag ttg
Cys Tyr Asn Arg Val Leu His Gly Glu Asn Thr Ser Ile Lys Lys Leu

630

635 640

gat att caa aag gaa aat cat ttt aaa gtt gtt aac gaa tca tta agt
Asp Ile Gln Lys Glu Asn His Phe Lys Val Val Asn Glu Ser Leu Ser

645

650 655

22

480 -

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1636

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968
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agg cta ggc ata aaa aaa tat aaa tat tca cca tta act aat ttg aat 2018
Arg Leu Gly Ile Lys Lys Tyr Lys Tyr Ser Pro Leu Thr Asn Leu Asn

660 665 670
gaa tgt aga aaa tat acc tgg gaa aaa ata gag sat gat tta 2058
Glu Cys Arg Lys Tyr Thr Trp Glu Lys Ile Glu Asn Asp Leu
6756 680 686
<210>2
<211> 686
<212> PRT
<213> Escherichia coli
<400> 2
Met Ser Ile Leu Asn Gln Ala Ile Asn Leu Tyr Lys Asn Lys Asn Tyr
1 5 10 i 15
Arg Gln Ala Leu Ser Leu Phe Glu Lys Val Ala Glu Ile Tyr Asp Val
20 25 30
Sexr Trp Val Glu Ala Asn [le Lys Leu Cys Gln Thr Ala Leu Asn Leu
35 40 45
Ser Glu Glu Val Asp Lys Leu Asn Arg Lys Ala Val Ile Asp Ile Asp
50 66 60
Ala Ala Thr Lys Ile Met Cys Ser Asn Ala Lys Ala Ile Ser Leu Asn
65 70 75 : 80

Glu Val Glu Lys Asn Glu Ile Ile Ser Lys. Tyr Arg Glu Ile Thr Ala
85 g0 95

105 110

Asp Trp Pro Ser Asp Leu Thr Leu Pro Pro Leu Pro Glu Ser Thr Asn
1186 120 126

Lys Lys Ser Glu Arg Ala Glu Leu Lys Glu Val Glu Pro Ile Pro Leu
100 .

Asp Tyr Val Trp Ala Gly Lys Arg Lys Glu Leu Asp Asp Tyr Pro Arg
130 136 140

Lys Gln. Leu Ile Ile Asp Gly Leu Ser Ile Val Ile Pro Thr.Tyr Asn

145 150 158 160

Arg Ala Lys Ile Leu Ala Ile Thr Leu Ala Cys Leu Cys Asn Gln Lys
166 170 175

Thr Ile Tyr Asp Tyr Glu Val Ile Val Ala Asp Asp Gly Ser Lys Glu
180 185 190

Asn Ile Glu Glu Ile Val Arg Glu Phe Glu Ser Leu Leu Asn Ile Lys
195 200 205
Tyr Val Arg Gln Lys Asp Tyr Gly Tyr Gln Leu Cys Ala Val Arg Asn
210 215 220

Leu Gly Leu Arg Ala Ala Lys Tyr Asn Tyr Val Ala Ile Leu Asp Cys
226 230 236 4 240

Asp Met Ala Pro Asn Pro Leu Trp Val Gln Ser Tyr Met Glu Leu Leu
245 250 255

23
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Ala Val Asp Asp Asn Val Ala Lecu Ile Gly Pro Arg Lys Tyr Ile Asp
260 270

Thr Ser Lys His Thr Tyr Leu Asp Phe Leu Ser Gln Lys Ser Leu Ile
275 280 285

Asn Glu Ile Pro Glu Ile Ile Thr Asn Asn Gln Val Ala Gly Lys Val
290 295 300

Glu Gln Asn Lys Ser Val Asp Trp Arg Ile Glu His Phe Lys Asn Thr
306 310 315 320

Asp Asn Leu Arg Leu Cys Asn Thr Pro Phe Arg Phe Phe Ser Gly Gly
326 330 335

Asn Val Ala Phe Ala Lys Lys Trp Leu Phe Arg Ala Gly Trp Phe Asp
340 346 350

Glu Glu Phe Thr His Trp Gly Gly Glu Asp Asn Glu Phe Gly Tyr Arg
356 360 365

Leu Tyr Arg Glu Gly Cys Tyr Phe Arg Ser Val Glu Gly Ala Met Ala
370 375 380

Tyr His Gln Glu Pro Pro Gly Lys Glu Asn Glu Thr Asp Arg Ala Ala
386 390 396 400

Gly Lys Asn lle Thr Val Gln Leu Leu Gln Gln Lys Val Pro Tyr Phe
406 410 416

Tyr Arg Lys Lys Glu Lys Ile Glu Ser Ala Thr Leu Lys Arg Val Pro
420 425 430

Leu Val Ser Ile Tyr Ile Pro Ala Tyr Asn Cys Ser Lys Tyr Ile Val
435 440 445

Arg Cys Val Glu Ser Ala Leu Asn Gln Thr Ile Thr Asp Leu Glu Val
450 455 460

Cys Ile Cys Asp Asp Gly Ser Thr Asp Asp Thr Leu Arg Ile Leu Gln
485 470 475 480

Glu His Tyr Ala Asn His Pro Arg Val Arg Phe lle Ser Gln Lys Asn
486 490 495

Lys Gly Ile Gly Ser Ala Ser Asn Thr Ala Val Arg Leu Cys Arg Gly
500 505 510

Phe Tyr Ile Gly Gln Leu Asp Ser Asp Asp Phe Lou Glu Pro Asp Ala
515 520 525

Val Glu Leu Cys Leu Asp Glu Phe Arg Lys Asp Leu Sexr Lou Ala Cys
530 535 540

vVal Tyr Thr Thr Asn Arg Asn Ile Asp Arg Glu Gly Asn Leu Ile Ser
545 550 555 560

Asn Gly Tyr Asn Trp Pro Ile Tyr Ser Arg Glu Lys Leu Thr Ser Ala
565 570 575

Met Ile Cys His His Phe Arg Met Phe Thr Ala Arg Ala Trp Asn Leu
580 585 590

24
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Thr Glu Gly Phe Asn Glu Ser lle Ser Asn Ala Val Asp Tyr Asp Met
596 600 606

Tyr Leu Lys Leu Ser Glu Val Gly Pro Phe Lys His Ile Asn Lys lle
610 620

Cys Tyr Asn Arg Val Leu His Gly Glu Asn Thr Ser Ile Lys Lys Leu

625 630 635 640

Asp Ile Gln Lys Glu Asn His Phe Lys Val Val Asn Glu Ser Leu Ser
645 660 655

Arg Leu Gly Ile Lys Lys Tyr Lys Tyr Set Pro Leu Thr Asn Leu Asn
665 670

Glu Cys Arg Lys Tyr Thr Trp Glu Lys Ile Glu Asn Asp Leu
675

<210> 3
<211> 14483
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS
<222> (3787).

<400> 3

cgacattatg
attgatcgta
cccgatageg
ggatttcagg
sagcaagaag
tattttgata
ttaagtatgg
gocaggttta
ttaatggttt
aaggatgaca
acggaacaaa
gatggagcag
gttgtaatca
atagctaaaa
caaattctaa
getgaatett
ttaattaatt
gtttatggty
aatccatatg
tatagecgata
ggaatgatcg
gttgctatgg
ggaaccggtg

ttatcttace
aaaggatatt
ccatatgaaa
aaagcaaata
gectggeget
aagattttac
aattggttta
agacaaatgg
gtaatagttg
ggaatgaatt
acgettegta
gaaccattac
ttgaaccaaa
aagagtgttyg
acaaattatt

.(5847)

tctttaagaa
atggtgezgs
gaaagatcat
gaagtttaac
aactgasaga
tgeegatcaa
catttaaatt
aagaaaaatg
cacatagttt
atgeggttag
ataattactg
gctatattgg
ttgacaactt
aaagaagttac
aaaaacacaa
taataaaacc
gegetataaa
aaagcaaaat
gtacatcaaa
ctaatttttt
gtgaaagtcc
gtaaactega
ttcgtgatta

ttttcegtga
ctgttttaga

.ttgtttcgag

agtatctcaa
ggcaaatgaa
gataacttct
ataaattcgt
cgaataaagg
gtcatccgag
ctctatgtce
aggcatatca
acgtttctae
aattgtgceg
atgaaaacat
tttcagatca

tttaaatatt
taaatcaacg
caccaataaa
cggacgcgaa
gaaaattgag
aacttactce
tgattattat

cgctcaattg
gaattcattg
ttttcatgag
atgttgtttt
ctcgcatact
aattaattca
tttctatgag
atttgattgt
cattttttat
aaacgatgtg
aatgcctgta
gtatatatca
gtgtctgaga
cgetgatata
aaaacttatg
tatacacgta
taataacact
getggtttet
asgegatges
ttggaaaget
aaacccaaat
atatctattg
agacactaaa
gttttetgee
ctctaattat
atcgaagega
at¢cccctgat
tgtctggaat
atggtcggat
tacatttatt
aaatatatcg

68A

gaaatccctt caggaseaag tgttgecttt
ttactgagaa tgattggtgg cattgaccge
acgatatcat ggecagtcgg ccttgeaggt
aatgtaaaat ttgtegcgag gttatacgeg

60
120
180

240

tttgttgaag astttgccga actcggcaag 300
totggtatge gatctcgect aggetttget 360
atcgtegatg aagtaaccge agtcggtgat 420

tttaaagaaa ggcetaaaga atctagtttt
aaagagtttt gtgatgtgge cattgttttt
gatgttecagg aggggataga agagtatata
caagggtgaa azatgaatat attagttaca
agtttatgte ttctgaataa aggttacaat
tcttgegaga gecattcgaag gattgaatta
ttgaacatca acaatgaaaa agaagttaat
atastgcatt ttgecggtge aaagtotgtt
tatgataata atgtttcagg gacgttgcaa
getaatttta tttttagectc ttctgeaacg
acagaagatt gccatatagg aggaacatta
gaattgatga ttagagatat tgcesaaaamaa
tattttaacc caacaggtge tcacgagteg
ccaagcaatt tagttcctta tatattacaa
gtatttggee gggattaccc tacaaaggat
atggatttag cggaagggca tgtggctect
aattatcatg tttttaattt aggtactggt
acctttgass aaatatctgg ggttagaatt
gatattgetg aasagttggtc atcaccagaa
asasgggeat tggaaacaat gettgaggat
ggttatattt aatcatgcat aaggtaaage
gcatcttaat aatcgaaatt tagtgtggtg
aagtagatgg ggtgttaatt assgctaact
ttaaggggat aseacatcat gaatagacta
casattgtag aagaactttt gcatcsaaga

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

gatsatttaa gccccemaga tatcactcag 1980

atatacactg taacagatag tgoetgattte
ggtatagece ttgacttgat gettagtaat

2040
2100

cctaatgcaa tccatacatt agaatattgg 2160

ctaatttacg atcatccaaa gtctatttta
tccaactata c¢gtcagaaca tttaattaaa

25

2220
2280



aactggettg
ttattagtaa
cataagctta
caatctgtaa
gaaataatgt
gaaacagagsg
tattttgaat
aagccttect
aatggattat
caattaaatg
caatatgatt
gaaaattttg
ttggassaat
aaacttgaac
tatggtgeag
agtegttcaa
cgaacatgga
tatgctgata
ttaatcataa
agaacaatac
ggaaaataasa
ttaatagtga
gtggtttacg
tatttcttca
tatatatagg
aataat atg
Met

1

aat
Asn
15

gat
Asp

aat
Asn

att
Ile

gtt agt tgg
Val Ser Trp

ctt tct gaa
Leu Ser Glu Glu Val

gat gca gca

cctataatac
gctcagaaca
agttgaaatt
atgattitaa
ctctatcagg
aatatttaat
tacaatctaa
ttatatggga
atcagtccte
catatcagge
taataataaa
aatcgcectgtt
taagttgtga
aatattttat
cagaacgtat
aaacattttt
aaaageaata
aacatgagge
atcaaaatca
gtcaattcaa
tccaggetac

aaattttctt
ctttatttaa

agtatcaatt
gacatgatta

agcattgtta
agtcaaacgt
tggtecttteca
gacggetgaa
tattgatata
tttcaatgta
tgcaaatact
gacatttata
taaaaaaata
tattttassa
aaataagaca
aaagaaagaa
aaaagaacta
tgataatcaa
aacacaggac
aggattaatt
cgatagtgaa
agaaagggtg
ttttcecacta
aagaacaaaa
tasatataaa
agttaagtga
ttaaaaaaat
aggatttaat
ttatgcgtgt

ES 2365388713

cacttttttc
aatgcagagg
ttttcaaata
gettegatta
ggaaccggag
ttgaatgatt
ccgettaggg
agacaacgoec
attttagata
gaattgagtg
atacaagttce
caaaataaaa
ctgcttaate
cgattagasga
attggatate
agcattectt
tatceaagtct
agagaacatt
gggttgatat
aataattcte
gttaaaatat
aatagetttt
saaataataa
ggggcaagat
tgatacttta

ttaataateg
attgecataca
cgattaatca
ctetggaana
atattatatt
atccagattg
ttttagasaa
aaataacatt
acgagttaca
actctaaaga
aggagcttga
atgaattgeca
aattgecattt
aaaaacaact
geetgggtge
ttgetttgat
ctetgeeate
tatcctatca
ctttgecatt
aggtaggggt
cggctataaa

ttctaattgt
attaaaaata

tatgatatcg
attatactag

agt att ctt aat caa gca ata aat tta tat aaa
Ser Ile Leu Asn Gln Ala Ile Asn Leu Tyr Lys Asn Lys

tat cgc caa gect tta
Tyr Arg Gln Ala Leu

Yal
35

gaa

50

aca

65

ctg
Leu
80

ace
Thr
95

cet
Pro

aca

aac gag gtt gaa
Asn Glu Val

gea aag aaa
Ala Lys Lys

tta gat tgg cct
Leu Asp Trp

aac gat tat
Thr Asn Asp Tyr

Ser

gtc gaa
Glu

gtt

tca gaa
Glu

5

20

70

85

100

Pro
116

130

40

10

76

90

105

120

136

cggtaggtgt
acaacttcaa
ttcactagaa
agagoatcag
caaacagagt
taaagagctt
ggaaaattac
agatattgte
cacatcaaaa
agaattgatt
atgecgceccata
acaacaaaga
agtacaacaa
tccagaatta
tgtaatggtt
atccgaatgg
aatatttcett
attaggeaaa
ttcegatatac
tasatactgt
tgegtecgaa
ttaagtcata
cgattctcaa
catgaaaata
attaggttga
aac asaa

tct ctt ttt gag aag gtt gct gaa att tat
Ser Leu Phe Glu Lys Val Ala Glu Ile Tyr
25

30

gca aat ata saa tta tgc caa acc gea cte
Ala Asn Ile Lys Leu Cys Gln Thr Ala Leu

45

gat aag tta aat cgt aaa gct gtt att gat
Asp Lys Leu Asn Arg Lys Ala Val Ile Asp
65 60

ata atg tgt tct aac gece aaa gea att agt
Asp Ala Ala Thr Lys Ile Met Cys Ser Asn Ala Lys Ala Ile Ser

aaa aat gaa ata sta agc aaa tac c¢ga gaa ata
Glu Lys Asn Glu Ile Ile Ser Lys Tyr Arg Glu Ile

cgg gcg gag tta aag gaa gtc gaa ccc att
Arg Ala Glu Leu Lys Glu Val Glu Pro Ile

110

agt gat tta act tta ccg ccg tta cct gag agc
Ser Asp Leu Thr Leu Pro Pro Leu Pro Glu Ser

125

gtt tgg gceg Egg aaa aga asaa gag ctt gat gat tat
Val Trp Ala Gly Lys Arg Lys Glu Leu Asp Asp Tyr

140

26

2340
2400
2460
2620
2580
2640
2700
2760
2820

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600
3660

3720
3780
3828
3876
3924

3972

4020

4068

4116

4164

4212
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cca aga aaa cag tta atc att gac ggg ctt agt att gta att cct aca
Pro Arg Lys -Gln Leu Ile Ile A;p Gly Leu Ser Ile Vel Ile Pro Thr
145 150 166

tat aat cga gca saa ata ctt geca att aca ctt get tgt ctt tgt eac
Tyr Asn Arg Ala Lys Ile Leu Ala Ile Thr Leu Ala Cys Leu Cys Asn
160 165 170

caa aag acc ata tac gac tat gaa gtt att gtt gcc gat gat gga agt

Gln Lys Thr Ile Tyr Asp Tyr Glu Val Ile Val Ala Asp Asp Gly Ser

175 180 185 190

aaa gaa eat att gaa gaa ata gta aga gaa ttt gaa agt tta tta aat

Lys Glu Asn Ile Glu Glu Ile Val Arg Glu Phe Glu Ser Leu Leu Asn
196 200 205

ata aaa tat gta cgt cag aag gat tat gga tat caa ctg tgt gct gtt
Ile Lys Tyr Val Arg Gln Lys Asp Tyr Gly Tyr Gln Leu Cys Ala Val
210 . 220
aga aat ctt ggg ctt agg gect geca aag tat aat tat gtt gea att ctg
Arg Asn Leu Gly Leu Arg Ala Ala Lys Tyr Asn Tyr Val Ala Ile Leu
225 230 235
gat tgt gat atg gct ccg aac cca cta tgg gtt cag tca tat atg gaa
Asp Cys Asp Met Ala Pro Asn Pro Leu Trp Val Gln Ser Tyr Met Glu
240 245 250

cta tta gcg gtg gac gat asat gtt get cta att gge ¢ct aga asa tat
Leu Leu Ala Val Asp Asp Asn Val Ala Leu lle Gly Pro Arg Lys Tyr

266 260 265 270

ata gat aca agc aag cat aca tat tta gat ttc ctt tcc caa aaa tca
Ile Asp Thr Ser Lys His Thr Tyr Leu Asp Phe Leu Ser Gln Lys Ser
275 280 285

cta ata aat gea att cct gaa atc att act aat agt cag gtt gca ggc
Lsu Ile Asn Glu Ile Pro Glu Ile Ile Thr Asn Asn Gln Val Ala Gly
290 295 300
aag gtt gag caa aac asa tca gtt gac tgg cga ata gaea cat ttc aaa
Lys Val Glu Gln Asn Lys Ser Val Asp Trp Arg Ile glg His Phe Lys
306 1

aat acc gat aat cta gga tta tgc aac aca cca ttt cga ttt ttt age
Asn Thr Asp Asn Leu Arg Leu Cys Asn Thr Pro Phe Arg Phe Phe Ser

320

gda ggt aat gtc gct ttt

Gly Gly Asn Val Ala Phe

335 340

ttt gat gaa gag ttt acg

Phe Asp Glu Glu Phe Thr
355

tat cgt ctc tac aga gaa
Tyr Arg Leu Tyr Arg Glu
370

atg gea tat cat cas gea
Met Ala Tyr His Gln Glu
385

325 330

gcg aaa gas tgg ctt ttc cgt geca gga tgg

Ala Lys Lys Trp Leu Phe Arg Ala Gly Trp
345 350

cat tgg geg g8¢ gag gat aat gag ttt gga

His Trp Gly géz Glu Asp Asn Glu ggg Gly

gega tgt tac ttt cgg tet gtt gaa gga gca
Gly Cys Tyxr Phe Arg Ser Val Glu Gly Ala
375 380

¢ca ccc EgEg asa gaa aac gag acg gat cgt

Pro Pro Gly Lys Glu Asn Glu Thr Asp Arg
390 395

27

4260

4308

4356

4404

4452

4500

4548

4696

4644

4692

4740

4788

4836

4884

4932

4980



gcg gca ggg aaa aat att
Ala Ala Gly Lys Asn Ile
400

tat ttc tat aga aaa
Tyr Phe Tyr Arg Lys
415

aaa
Lys
420

ata
Ile

gta cca cta gta tet

Val Pro Leu Val Ser

435

att gtt cgt tgt gtt gaa

Ile Val Arg Cys Val Glu
460

gaa gta tgc ata tgc gat
Glu Val Cys Ile Cys Asp
465
ctt cag gag cat tat gca
Leu Gln Glu His Tyr Ala
480

asa aac aaa gga att ggt
Lys Asn Lys Gly 1le Gly
495 500

cgg gga ttc tat ata ggt
Arg Gly Phe Tyr Ile Gly
515

ES 2365388713

act gtt caa ttg tta
Thr Val Gln Leu Leu
408

gaa aaa ata gaa tcc

Glu Lys Ile Glu Ser Ala Thr Leu Lys

426

tat
Tyr

att ccc gee tat

440

agc gec ctt aat cag

Ser Ala Leu Asn Gln Thr Ile Thr Asp

455

gat ggt tcc aca gat gat aca ttg cgg
Asp Gly Ser Thr Asp Asp Thr Leu Arg

470
aac cat cct cga gtt
Asn His Pro Arg Val
485

tca gca tct aat aca
Ser Ala Ser Asn Thr
505

cag tta gac tct gat
Gln Leu Asp Ser Asp
520

Ile Pro Ala Tyr Asn Cys Ser Lys

cag cas aaa gtt cct
Gln Gln Lys Yal Pro
410

gcg acae tta aaa aga
Arg
430

tat
Tyr

aac tge tct aaa

445

aca ata act gac tta
Leu

460

att

Ile
475

cgt ttt att tca

Arg Phe Ile Ser

490

caa
Gln

tgt
Cys
510

gea gtt aga ttg
Ala Vel Arg Leu

gac ttt ctt gaa
Asp Phe Leu Glu
526

cca
Pro

gat get gtt gaa cta tgt cta gat gaa ttt aga aaa gat cta tca ttg
Asp Ala Val Glu Leu Cys Leu Asp Glu Phe Axg Lys Asp Leu Ser Leu

530
gea tgt gtt tat aca aot
Ala Cys Val Tyr Thr Thr
545

ata tca aat ggc tat aat

835
aac cgt aat ata gat
Asn Arg Asn Ile Asp
560

tgg ccec att tat teg

540
cgt gaa ggt aat ttg
Arg Glu Gly Asn Leu
558

cga gaa aaa ctt act

Ile Ser Asn Gly Tyr Asn Trp Pro Ile Tyr Ser Arg Clu Lys Leu Thr

6560
agt gca atg ata tgt cat
Ser Ala Met Ile Cys His
575 580

cta act gaa ggt ttc
Leu Thr Glu Gly Phe
5956

aac
Asn

atg tat tta aaa ott
Met Tyr Leu Lys Leu
610
att tgt tat sat cgc
Ile Cys Tyr Asn Arg
625

gat
Asp

aaa
Lys

ttg gat att caa aag
Leu Asp Ile Gln Lys
640

aag
Lys

tta agt agg cta ggc ata
Leu Ser Arg Leu Gly Ile
655 660
ttg aat gaa tgt aga aaa
Leu Asn Glu Cys Arg Lys
675

565

cat ttc agg atg tte

His Phe Arg Met Phe
585

aac gaa tcg atc agc
Asn Glu Ser Ile Ser
600

agt gaa gtt gga ccg
Ser Glu Val Gly Pro
615
gta ttg cat ggt gaa
Vel Leu His Gly Glu
630

gaa aat cat ttt aaa
Glu Asn His Phe Lys
646

asa aaa tat aaa tat

Lys Lys Tyr Lys Tyr

665

tat acc tgg gaa aaa

Tyr Thr Trp Glu Lys
680

670

aca gca aga gea tgg

Thr Ala Arg Ala Trp
590

aac geca gtt gat tac
Asn Ala Val Asp Tyr
605

ata aac
Ile Asn

tte aag cat
Phe Lys His
620
aat acg tct ata aaa
Asn Thr Ser Ile Lys
635
gtt gtt aac gaa tc¢a
Val Val Asn
650

act aat
Thr Asn

670
ata gag aat gat tta
Ile Glu Asn Asp Leu
685

tca cca tta
Ser Pro Leu

28

Glu Ser-

5028
5076

5124

8172

5220

5268
5316

5364

5412
5460

6608

5556
5604

5652

5700
5748

5796

5844



taa ttattgatat attacaagtg ataaacatgt agactggece cctgaatcte

cagacaacca
tggegaacag
aaagatcgct
gcaacatggt
tcttaotget
gaagcagatt
taaagaagcc
cggggatege
gtcattcteca
acggatgtge
cgggtatgge
aaacgtgttt
ccgccatcga
tgctetgacg
ctggactget
gaaacagtac
gegtetecag
cagttcgcea
aacggaatag
aaaccagacg
tggcatccge
agtgatggst
aaacttaaca
acaattaatt
tggtaaggga
gtattttgaa
attcetttttt
gttaggagac
caatettgtg
tcttagtcta
tcatataaat
tataaaaagt
agacaggcaa
taatctcgta
agatatcgga
tgcacaatat
aaaagacttg
tttctctgga
taaaatgagt
3aatcataat
agtggataat
taatgggtge
tcctgatata
aacatccttyg
tgcttggget
cgcetcgaaa
aggtatagat
agatsacace
actaattgaa
aaggaatatg
tataattgat
ttggtgtgga

caatatgacc
atgtctggtt
tttcttcctt
catgcaatat
ttgettcgta
atagttaccg
ggcgatacac
gatgaaaatt
gataataaaa
gaattagtta
agtttagcot
aagtcaasag
tcegttatea

atatcactta
atgattgatg
atcgttcage
gtggcageea
gtggetgceg
aaagaactcc
gttgaatatg
gagtaagett
gacgagccga
ttcgecgtat
cgetgetteg
accggaccat
aacgggcaca
ggtttgagtt
gtgacegtga
aggacgtcat
tggagtgget
geatgttegs
cagagagett
ggttaacgge
atagtgeget
taagtgataa
tttgatcata
gtasatcatt
tttaatgectc
tatattatta
cccgagtttt
acatctttta
ataaactcta
acatcaaaaa
gaaattgtot
agaatatctg
atagctttat
agtgaaataa
cacacacagt
gtttcagagc
agcttaagtt
tgtaactcag
aatgcagaaa
tgggataaat
gtgacaatta
atatttagag
atgaaaaagc
atctcaagtt
aatgtatatg
aatatcgcta
atcacttaac
atatctttta
aaattgtatg
aggacatata
tggttgaatg
gatgaggggt
ttagaagaga
cctatgttca
tagctaatas
atctgpgtttt
ataaagtaac
catggaattt
tetttaaaaa
atcaatggge
atgtaatttg
cttcaaaatt
ctatatacgt
tacaatacac
aatcaagttc

sataagtgat
tcttagggec
agegctttga
geeagctatt
gagaacaggt
agcgtotget
ggcgageasa
cgtcageegt
tpactggaag
acaccatgtt
cagacaaaca
gcgccagaat
taccggcaga
cecgetgtgat
ggcactgcac
gctgggagea
gacggataat
acttgaaccg
cgtgaaaacg
agcaaagaac
geggttatcge
caggtatctg
tattaagtct
tagatgagag
atttaaaaat
tacctaataa
atattasaag
aacgacttat
atggatgtac
ggttttatga
tggetastge
taattgatga
tecataactgg
cgattcctte
tatctaaaga
cagataacta
catataaaaa
ttttaataaa
aaatgtatta
ataggtgcat
atgatataga
aatgggrgtt
tgatgtgtet
ctaatgttta
attgccaggt
gaacaaatac
aatgaaagat
atttatcagg
aatataaget
aagaaaatat
aaaatagagt
tttatgttga
tttctaatat
acaagaatta
acgattattt
accggaagat
aatgatccect
aataggagat
aattcctgea
cattttttac
tgggtatttt
tgattttacg
gtcetgattgg
aacccagegt
aaatgaaagt
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agtcttaata ctagttttta
ggagaascge agacggogta
accgggaatg acggtcetece
tctetggegt aagcaatacc
cgttcctgee tetgaacttg
cggcaagega acgatggaaa
aaagtggata gcgeacgege
tgtetecggg tgtegegtge
gacggeegee geagcegtea
atcggagage tgcccacgta
gaacttgatg gtatgectge
gegetgttge ttgagcgaaa
gtggetgtga aagaaagtaa
aacggagaaa aactgeggst
tgggcrertea caacgggtss
gtggaacgee getttggeag
ggtteatget accgggegaa
aagascacgg cagtgeggag
ataaagegtg actacataag
cttgcagagg cgttcgagea
tegecacggg aatatctgeg
gaaacatagg ggcaaatcea
ttcaaugaaa gaagataaaa
aacattaage tgtataaaaa
acttgaactt tttgacctat
gttaagcaat geagggactt
attcaataag aataatactg
gagtcgacca catataccaa
ttttaactcc attazattat
aacacctcag caagaacgta
tgacgaatac tccggtatca
ctttatttca agtaatgttt
acaatcaaga ggttttatag
trgatgttgat gtttttatta
aagaatatgt aggatatttg
ctcgtttgta gaecgaacact
taataattta gaggagatat
cattaaagat gatggggeat
ccataattca ttttggttct
tatasagata aggcctgatg
tgtagatgat tctgtttatt
tggcatagge gaccaattat
ccatggttta gaaaaaatat
ttattcaggt catatteatg
ttctaattta aasataaaaa
tttetttgeg ggaatgagtt
geactatatg aaasaaaataa
aaaatattca catgcaactc
taatggtttt tatattgtta
aggtaagatt aatattcata
ccettatgat gaggtgattg
tgatagagct attcgaccat

gttagaacag gagaaaaaat
ggggccgaat ttggttcetat
aagcatcaag tatctttagg
tttgtgtttg acsaecatga
gtcgatagta acttgacatt
aaagatgaca aaggcttaca
geegaggaat tagtagcaaa
gaaacagagt taagagcegt
tettttagaa aaccgaattt
geggecactta aaaagtatca
cttgattttg gacatattaa
gcatttaatg aattatgcat
agaattgaag ctgaatcaaa

29

5897
gactagtcat 6967
otacacagga 6017
ttgttgeceg 6077
aggagggaag 6137
ctgecgecat 6197
atgaactcct 6267
cettattgee 6317
gcagttgcac 6377
cacggatgat 6437
tggttatcgt 6497
gatcaatgee 6657
acccgetgta 6617
tcagcgatgg 6677
cacgttegeg 6737
cttcgacagt 6797
cgagettccg 6857
tgaaacacgt 6917
tceggagagt 6977
tatcatgece 7037
ttataacgaa 7097
gcagtgggee 7157
acatgctaaa 7217
ttaaacttgt 7277
atatctctac 7337
ggttgagtga 7397
tttattttge 7457
atctttccte 7517
actatgttta 7577
tattgetgge 7637
attttttgtg 7697
tttettgeat 7757
cattaaatac 7817
atgccctace 7877
gtacatggaa 7937
acagcgagge 7997
atgatgsatt 8057
attcaagttt 8117
atccatataa 8177
gtagtcttaa 8237
ctttattgca 8297
gtgaggatag 8367
tttacggega 8417
atagtcaget 8477
tagggttatg 8537
atattgttag 8597
atttattgca 8667
ttgtagattt 8717
ceaacaaaaa 8777
tttttacage 8837
cattaccagt 8897
ttggtaaacc 8957
cagaactttg 9017
gcttctaata 9077
tcctecaage 9137
gcatgatggt 9197
ttatgaatgg 9257
agggcaageg 9317
attattgttt 9377
aagtcatcct 9437
cagtagagaa 9497
ttttattagg 9557
cgacagctat 9617
tacatactat 9677
tacaacasaa 9737
atggtttgaa 9797



actattcccg
agaaagagtt
tctegeetac
ctgtgcaaag
gaaaaaacga
aaatggaatt
aaatttatcee
aatataattt
cactctggag
tcaatactag
aagactcata
acatttgttt
caantacatt
geactatttg
taattccaat
atatgcttga
attttgagac
tattacaaag
aaactcggsg
aaccaatcac
aaggggaaaa
ttatgecste
ctaacttatg
atgaacatta
ccaatataca
tctgatgtta
aaattaggtt
tttgatttta
gatatgttgg
atatagatce
aaatacaaaa
aagcgtatag
ataataactt
ctaatgcaac
gcgatctaaa
tttatgacaa
agttcgecaga
atagcectga
cttatttcaa
tagaggsetst
atggaggtta
CgRcagsaactt
aggatatatt
gtagtgatea
gaattgagat
ttgagegtga
cgtcagaatt
cttgattatg
tgetttaget
gtacaggett
gtgtaaatta
attactcatg
aaccttagca
teecttagac
acactcgete
aaataatget
gtactttgat
tattattacs
aacatacaat
ccgtteattt
tcagagatta
aacatatget

gagaattaaa
ataagettgs
caaataatat
aatatcattc
ttgagcgegt
ttaataataa
caagtgaact
ttaactttag
aaataagtat
ggctctatga
gtattgaatt
ctataataaa
tatttttate
ctaatgcatt
ggcgggRaty
attgaatggt
tgeacatttt
aatagcatct
gcaagcagaa
tatttttaac
tgagtgttat
asatgatgta
ctgcacagga
taaaaatcta
attatctaat
ttttttgtgg
tggectaata
tacacggaat
tatatcaatt
tasgaaagtt
atttttatet
agatgctgat
cgatacactc
tatcataatt
cacgaataat
cctatatcca
gettetecagt
agctgaagcee
tgaattggat
tagtttagat
ctgettacct
aatccaggcet
aagtcgtaaa
ctttagagca
agttgtatat
tattaattet
agaagatgta
ttcaataatt
geaatacasg
aatatgtatt
gcaatcaaaa
gagtttaaag
tcatactctc
ttgtatcage
agattgatge
ttcagagaaa
ttatctccegg
tegattectt
acecggtaggo
gagetaatta
gcactcaaag
gcaaaacgaa

gatctatact
atatttatat
tttaacaaat
aattgatact
tagcaagtac
tataagegtt
gcaatataaa
aactggtaga
ttatggtgat
ttggataatt
casaattaat
agaggaatat
aatgcttcce
tagattatat
agttcgegtt
gagtttctat
gtetttatce
ttagggatta
acagtatatt
attgatacas
attgaagtat
aaaaatgagg
ttatatcatt
cctcaagaaa
tagtaatggg
tactcctaga
aatctgataa
taaatataat
gctatattac
cagttgatta
aatagaaaat
tatgttataa
tcagtagaat
aaatctacag
attatctttt
tctegtatag
gaaggegeta
attaaacttt
acttatgect
cctagaattg
aaggatacca
attgtcgatg
ccagaagttg
agtagtatte
gaacctgtac
tttaaagaac
agtgaaaaag
tassattttt
atgactgeeg
ggtcattaca
tagctaaaat
acgagttcac
ctacgtttte
tcttcaatta
cagtgatatt
cggcagaaat
tcgcactgace
atcctgecea
gggtagaeaaa
ttgtggatga
atactcgaat
taggcttaat
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ccaatgttat
aatacgacgt
atattastaa
gacagaaata
ataacagatt
tcaattaatg
actattatge
atacaagttt
tttegttatg
gcaggatatt
attgataata
tcaatcteeg
cttcattceg
gaaattttta
ttttcaagge
tcgatctatg
ttagggatgt
atagctacac
tggetatatc
ttaggcctaa
ttcgaggaga
tcattgctac
tttctacaat
attgggatge
atcaaagtgt
gaatatgaaa
tttattgtta
ctattatgaa
tttcacaaaa
ataagaasat
taaacctata
tcgeaacace
cagtagecatg
tceecgtegg
ccccagaatt
ttgtgggaga
taaaaaaaga
ttgcaaatac
ccgttcatgg
gtcaacatta
agcaatcact
ccaatactac
taggaatota
aaggtetaat
taaaagagce
gtgttgatgt
tttatacges
atggctatta
attttggcag
taatcttact
tgcotgtgat
agacacacat
attatcatta
agaatcgggt
gtatattecee
ctcgttaaat
agataactca
aacgggcecce
tgcagtaata
tgecageace
asgsaattatt
acaggcuaag

tggaacegtt
tasatgaatt
gttgtttaga
tactgcaaga
taaatattga
atattcttta
atggegattt
ttgatcccag
atatagctaa
atataatasa
aattgtttga
aagaatcatt
atgacaaaaa
aggaggetgc
tggatattce
tttgaaaagt
tttcaatacg
cttgattact
aaaattattt
ttttatattt
tggregataac
tagcgaaaaa
taaaaatttt
tgggagagtt
attatacaga

tgatcatate
atttgtttitt
ctteatcgat
tttattttat
tecaaatgea
tgatactaat
atgctttagt
aggattgaac
attatcacat
taaaaaaaat
aattcaatca
gtatgegatg
aaggcaagat
agtatgatta
aaaccaaaat
ttcaaattat
aagtettttig
cttgataaag
aatatagaac
actaagtteg
tggtecttttg
aaacaaattt
atttcagcat
atatatagce
aataaataag

atttgcaagg aaaasaataa

tcaatgotta

aattgecagtt

acatgatatt

atcaccaata

tgctacaaca

aaccaattat

tgacgtacta
atttactgae
tttacgtgaa
gagtagegaa
tattccaata
ttaccttgca
tttagataca

taataatccet

cgcaaattat
ccgaaaagac
tcgccteata
geaacgactc
ttatttcttt
tatagtagec
agatttattt
aagaaaagtc
tcaaaacgta
gatacacegt
gacataagct
caaaaagttg
ttagataatg
taactcaaaa
ctgatatatt
agacttaacg
tctectttgt
ctgattteta
tcattgetta
gatgatacge
agcetgecac
ggagagtttg

30

atcacattto
getggtgtag
atcgetetcg
tgtgatectg
gaaaaatacg
gatcccatta
agtataaatc
cgactaaaac
ggtasagete
cgagcaagea
ttgttaacgg
atgcggattg
aagecaaatta
tettttggte
cgtgatgttc
tttgttgegg
atgasagcag
aaagccaeag
ggttcttatg
aatcgeegea
ggtgtegact
gatatgtaca
tattggcaat
cagattggeg
taactcegga
agttagcaaa
tcgataattg
agctatateca
actettgcaa
gatactataa
caccttgtaa
ttttaatgace
atcaaacata
tattccgtet
aaaatgttge
tgacatgeea

9867

9917

9977

10037
10097
10157
10217
10277
10337
10397
10457
10517
10577
10637
10697
10757
10817
10877
10937
10997
11067
11117
11177
11237
11297
11357
11417
11477
11637
11697
11657
11717
11777
11837
11897
11957
12017
12077
12137
12197
12257
12317
12377
12437
12497
12657
12617
12677
12737
12797
12867
12917
12977
13037
13097
13157
13217
13277
13337
13397
13457
13517
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tgactcagat
aaaccctaaa
ctatgegegt
agcggatgta
attcattget
tttgacgeta
atctcaggga
tcaggegtta
tegaccattt
acaaagtgcet
tatttatttt
aatgggagtt
aatacaatct
aataaaccge
tcatattcgs
ctttgatgte
agatcc

<210> 4
<211> 108
<212> ADN

gactggtcce
ctaatttgtt
geggtctate
ttgcaaaaag
cgacttaage
ggaagccate
atttcaccag
agaaataasg
totgegeceg
catgtteact
aataatttat
tatgaatggt
tttttatctt
attaacctge
tttaaaatcg
gtacagggca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> CDS

<2225 (1).. (108)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia que codifica la secuencia de aminoacidos His-tag

<400> 4

atcctgaaaa
cgatttetga
cactaasaag
cgggegttty
taatttttgg
gtaccgactc
atcgccaaaa
agagtcttta
actcaatatt
ttaccagtat
tgtgttttet
tatgttaatg
tttttatatt
gtcttaacca
gectgecaga
ttecccatca
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attatttaga
tteggtaage
actgaatcet
ggactgtgtt
tgattcecact
gttaatgaat
atattgggat
cataggaaat
agtagatact
ataacttatc
aattatagta
ccattcattg
tttttatett
ataaataccc
actggtgcaa
ctttgagtag

cagatatcac
ttgcaagata
tettetotgt
2808CgEBEES
gtacatcgta
tcacctacaa
tcctggtege
tctgatttca
aatgccatcea
actaaatgta
tgttaatcat
tgatgtttit
gttaaaaatc
tcgaaacttc
atgccettga
tttgttatga

ctttattgtt
atgggatttt
tgtttagaag
ctgatagtga
ttaaattgce
caggatatac
gatggcacat
ctaataaaaa
agactgcatt
taatctataa
ttatttaatg
ttgatageat
atctecccat
ttaaacagtt
tacgtcaage
atcagegeag

atg gge ggt tet cat cat cat cat cat cat ggt atg get agc atg act

1

10

15

Met Gly Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr
5

ggt gga cag caa atg ggt cgg gat ctg tac gac gat gac gat aag gat

Gly Gly Gln G;

0

cga tgg atc ccg
Arg Trp Ile Pro
35

<210>6
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

n Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asg Lys Asp
25 3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del cebador CS-S

<400> 5

acccaacact gctacaacct atatcgg

<210>6
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del cebador CS-AS

<400> 6

gcgtcttcac caataaatac ccacgaaact

<210>7

31

13577
13637
13697
13757
13817
13877
13937
13997
14057
14117
14177
14237
14297
14357
14417
14477
14483

48

96

108

27

30
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<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del cebador TM-S

<400>7

cgagaaatac gaacacgctt tggtaa
<210>8

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del cebador TM-AS

<400> 8

actcaatttt ctctttcagc tettcttg
<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del cebador K4C-SP

<400>9

cgggatcccg atgagtattc ttaatcaagce
<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia del cebador K4C-AS

<400> 10

ggaattccgg ccagtctaca tgtttatcac
<210> 11

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia de aminoacidos His-tag

<400> 11

Met Gly Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr
1 5 10 15

Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys Asp
20 25 30

Arg Trp Ile Pro
35

32

26

28

30

30
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REIVINDICACIONES

1. Proteina aislada seleccionada de entre el grupo constituido por los siguientes apartados (A) y (B):

(A) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC. ID. n® 2;

(B) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos en la que 1 a 30 resto(s) de aminoacido(s) en la
secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n® 2 se eliminan, sustituyen, insertan o transponen, y que
tiene actividad de condroitina-polimerasa.

2. Proteina segun la reivindicacion 1, en la que la proteina esta en forma soluble.

3. ADN que comprende uno de los siguientes apartados (a) a (c):

(a) ADN que codifica una proteina constituida por la secuencia de aminodacidos representada por la SEC. ID. n° 2;

(o) ADN que codifica una proteina constituida por la secuencia de aminoacidos en la que 1 a 30 resto(s) de
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos representada por SEC. ID. n® 2 se eliminan, sustituyen, insertan o
transponen, y que tiene actividad de condroitina-polimerasa;

(c) ADN que se hibrida a
(i) el ADN en el apartado (a), o
(i) un ADN complementario al ADN en el apartado (a) en condiciones severas en las que la hibridacion se

realiza a 42°C en una solucién que contiene 50% de formamida, 4 x SSC, HEPES 50 mM (pH 7,0), 10 x
solucién de Denhardt y 100 ug/ml de ADN de esperma de salmoén, y que codifica una proteina que tiene
actividad de condroitina-polimerasa.

4. ADN segun la reivindicacion 3, en el que el ADN en el apartado (a) esta representado por la SEC. ID. n° 1.

5. Vector que comprende el ADN de la reivindicacion 3 6 4.

6. Vector segun la reivindicacion 5, que es un vector de expresion.

7. Transformante en el que un hospedador se transforma con el vector de la reivindicacion 5 6 6.

8. Procedimiento para producir una condroitina-polimerasa, que comprende:

cultivar el transformante de la reivindicacion 7; y

recoger la condroitina-polimerasa del material cultivado.

9. Agente para la sintesis de la cadena de azlcar, que comprende la proteina de la reivindicaciéon 1 6 2 y que tiene
actividad de condroitina-polimerasa.

10. Procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por la formula (3) siguiente, que comprende por
lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la reivindicacién 9 ponerse en contacto con un donante de
GalNAc y una cadena de azucar representada por la férmula (1) siguiente:

GIcUA-X-R! (1)
GalNAc-GIcUA-X-R (3)

en las que GIcUA representa acido D-glucurénico; GalNAc representa N-acetil-D-glucosamina; X representa GalNAc
o GIcNAc en la que GalNAc representa N-acetil-D-glucosamina; - representa un enlace glucosidico y R representa
cualquier grupo.

11. Procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por la formula (4) siguiente, que comprende por
lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la reivindicacion 9 ponerse en contacto con un donante de
GalNAc y una cadena de azucar representada por la férmula (1) siguiente:

GIcUA-X-R! (1)
GlcNAC-GlIcUA-X-R' (4)

en las que GIcUA representa acido D-glucurénico; GalNAc representa N-acetil-D-glucosamina; X representa GalNAc
o GIcNAc en la que GalNAc representa N-acetil-D-glucosamina; - representa un enlace glucosidico y R' representa
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cualquier grupo.

12. Procedimiento para producir una cadena de azlcar representada por la formula (5) siguiente, que comprende por
lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la reivindicacién 9 ponerse en contacto con un donante de
GIcUA y una cadena de azicar representada por la férmula (2) siguiente:

GalNAc-GIcUA-R? 2
GlcUA-GalNAc-GIcUA-R? (5)

en las que GIcUA representa acido D-glucurénico; GalNAc representa N-acetil-D-glucosamina; X representa GalNAc
o GIcNAc en la que GIcNAc representa N-acetil-D-glucosamina; - representa un enlace glucosidico y R? representa
cualquier grupo.

13. Procedimiento para producir una cadena de azlcar seleccionada de entre las férmulas (6) y (8) siguientes, que
comprende por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la reivindicacién 9 ponerse en contacto
con un donante de GalNAc, con un donante de GIcUA y con una cadena de azucar representada por la férmula (1)
siguiente:

GIcUA-X-R! (1)
(GIcUA-GalNAc)n-GIcUA-X-R' (6)
GalNAc-(GIcUA-GalNAc)n-GlcUA-X-R' (8)

en las que GIcUA representa acido D-glucurénico; GalNAc representa N-acetil-D-glucosamina; X representa GalNAc
o GIcNAc en la que GIcNAc representa N-acetil-D-glucosamina; - representa un enlace glucosidico; R’ representa
cualquier grupo; y n es un numero entero de 1 6 mas.

14. Procedimiento para producir una cadena de azlcar seleccionada de entre las formulas (7) y (9) siguientes, que
comprende por lo menos una etapa que permite al agente sintetizador de la reivindicacion 9 ponerse en contacto
con un donante de GalNAc, con un donante de GIcUA y con una cadena de azlcar representada por la férmula (2)
siguiente:

GalNAc-GIcUA-R? )
(GaINAc-GlcUA)n-GalNAc-GlcUA-R? 7)
GIcUA-(GalNAc-GlcUA)n-GalNAc-GlcUA-R? 9)

en las que GIcUA rgpresenta acido D-glucurdnico; GalNAc representa N-acetil-D-glucosamina; - representa un
enlace glucosidico; R” representa cualquier grupo; y n es un nimero entero de 1 6 mas.

15. Sonda de hibridacion que comprende una secuencia nucleotidica complementaria de la secuencia nucleotidica
representada por SEC. ID. n® 1.

16. Catalizador de transferencia de glucosilo que comprende la proteina de la reivindicacion 1 6 2 y que tiene
actividad de condroitina-polimerasa.
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