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DESCRIPCION
Procedimiento de produccion de oligosacaridos sialilados.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la sintesis in vivo a gran escala de oligosacaridos
sialilados, al cultivo de un microorganismo en un medio de cultivo, que comprende opcionalmente un precursor
exogeno tal como la lactosa, en el que dicho microorganismo comprende unos genes heterélogos que codifican una
CMP-Neu5Ac sintetasa, una acido sialico sintasa, una GIcNAc-6-fosfato 2-epimerasa y una sialiltransferasa, y en el
que los genes enddgenos que codifican la acido sialico aldolasa (NanA) y ManNAc cinasa (NanK) se han suprimido
o0 inactivado. La invencion se refiere asimismo a este microorganismo que puede producir &cido sialico activado
internamente.

Antecedentes de la invencion

El acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) es el miembro mas corriente de la familia del acido sialico de aminoazucares.
El Neu5Ac se encuentra con frecuencia como un azUcar terminal en los hidratos de carbono complejos de la
superficie celular y ejerce una funcién importante en muchos procesos bioldgicos tales como la adhesion celular y la
unién de las toxinas y los virus de la (Varki, 1993). El Neu5Ac es también un componente importante de la fraccion
de hidrocarbonatada de los ganglidsidos que son especialmente abundantes en el tejido cerebral y estan
involucrados en varias patologias (Zhang y Kiechle, 2004).

En razén de sus importantes funciones bioldgicas, los oligosacaridos que contienen acido sidlico han atraido
considerable interés y se han desarrollado muchos procedimientos para sintetizar estas estructuras para la
investigacion fundamental y potenciales aplicaciones terapéuticas. Sin embargo, la produccién a gran escala de
oligosacaridos sialilados no se ha conseguido hasta la actualidad.

Las sintesis quimicas no son practicas debido a las mlltiples etapas de proteccién y desproteccion y se han
dedicado muchos esfuerzos a los procedimientos enzimaticos y biotecnoldgicos. Las sialiltransferasas utilizan CMP-
Neu5Ac como azlcar-nucledtido activado y el desarrollo de procesos eficientes para las sintesis enzimaticas de
sialiloligosacaridos ha sido posible mediante la identificacion de los genes de sialiltransferasa bacteriana que estan
bien expresados en E. coli y el disefio de multiples sistemas enzimaticos que imitan la ruta natural de la biosintesis
de azucar-nucleétidos (Gilbert et al., 1998).

Una mejora significativa se produjo a partir de la utilizacion de células bacterianas vivas para producir
sialiloligosacaridos (Priem et al., 2002). En este enfoque, se produjo directamente sialil-lactosa cultivando células de
cepas de Escherichia coli metabdlicamente modificadas que sobreexpresan los genes de Neisseria meningitidis para
la a-2,3-sialiltransferasa y para CMP-Neu5Ac sintasa. Las bacterias se cultivaron a alta densidad celular con glicerol
como fuente de carbono y energia, mientras que se suministraron lactosa exégena y NeuS5Ac como precursores para
la sintesis de sialil-lactosa. Durante el cultivo, la lactosa y Neu5Ac fueron interiorizadas activamente por -
galactésido de E. coli y NeuSAc permeasas. Para evitar el catabolismo de la lactosa y de Neu5Ac, se utilizaron
cepas mutantes desprovistas de actividades de B-galactosidasa y Neu5Ac aldolasa. La lactosa y Neu5Ac
acumuladas en el citoplasma donde Neu5Ac se convirti6 después en CMP-Neu5Ac para ser transferido a
continuacion a la lactosa para formar sialil-lactosa (patente europea EP 1194584 de los inventores). Este sistema se
aplicé a la produccidon del fragmento carbohidratado de los gangliésidos GM2 y GM1 mediante la expresion adicional
de los genes de glucosiltransferasa apropiados (Antoine et al., 2003). Los oligosacaridos polisialilados (azUcares de
GD3 y GT3) también se produjeron por este procedimiento y con el gen cstll de Campylobacter que codifica una a-
2,3-y a-2,8-sialiltransferasa bifuncional (solicitud US 60/690.837 de los inventores y Antoine et al., 2005).

La produccién a gran escala de sialiloligosacaridos por este procedimiento microbiolégico requiere cantidad
importante de acido sialico como precursor. El acido sialico se puede purificar de fuentes naturales tales como la
leche y la yema de huevo, pero los rendimientos son bajos y el procedimiento no es adecuado para produccion a
gran escala. El acido sidlico se prepara generalmente por sintesis enzimatica mediante la acido sialico aldolasa
utilizando N-acetilmanosamina (ManNAc) y piruvato como sustrato. Para reducir el coste, se prepara normalmente
ManNAc por epimerizacién quimica o enzimatica de N-acetilglucosamina, que es un sustrato mas econémico que
ManNAc (Lee et al., 2004;. Maru et al., 1998.). A pesar de estas mejoras, el coste de &cido sidlico todavia es
relativamente alto y este coste obstaculiza el desarrollo de un sistema economico para la produccién de
sialiloligosacaridos.

Antoine et al. (Chembiochem., vol. 4, n°® 5, 9 de mayo de 2003, pags. 406-412) y Priem et al. (Glycobiology, vol. 12,
n® 4, oct. 2002, pags. 235-240) describen la produccion de azlcares sialilados de lactosa y Neu5Ac como
precursores externos. La patente EP 1 484 406 describe la produccion de Neu5Ac en E. coli que sobreexpresa la
GIcNAc-2-epimerasa y la Neu5Ac sintasa.

Hamamoto Tomoki et al. (Biotechnology and Biochemistry oct. 2005, vol. 69, n° 10, pags 1944-1950) dan a conocer
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la sintesis enzimatica de CMP-Neu5Ac a partir de GIcNAc y CMP utilizando E. Coli que comprende una GIcNAc 6-P
2-epimerasa heterdloga y una NeuAc sintasa heteréloga en combinacién con células de levadura y CMP-NeuAc
sintetasa de H. influenza purificada.

El documento WO 2005/090552 se refiere a la produccién de glucoproteinas sialiladas en levaduras y Ends et al.
(Applied Microbiology and Biotechnology, Spriger Verlag, Berlin, vol. 53, n° 3, marzo de 2000, paginas 257-261)
describe la produccion de sialiloligosacaridos por combinacién de dos cepas diferentes de E. coli.

También, cepas similares a K1 de E. coli y N. meningitidis son capaces de producir CMP-Neu5Ac, pero son
patdégenas y no se pueden utilizar en procesos biotecnoldgicos por razones de seguridad. La mayoria de las demas
bacterias, como por ejemplo K12 de E. coli, no tienen la organizacién enzimatica para la biosintesis de CMP-
Neu5Ac, y es un objetivo de la invencion modificar genéticamente las cepas no patégenas que serian capaces de
producir CMP-Neu5Ac a partir de UDP-GIcNAc enddgena.

En relacién con la presente invencion, se ha disefiado un nuevo sistema microbiano para la produccion rentable a
gran escala de sialiloligosacaridos sin necesidad de un suministro exégeno de &cido sialico. Los microorganismos
modificados metabdlicamente de la invencidn son viables, no patégenos y se pueden utilizar en procesos de cultivo
a gran escala e industriales. Han optimizado rutas modificadas y la supresion de los ciclos metabdlicos indtiles y han
conducido a la biosintesis de CMP-Neu5Ac activada que actia como donante de acido sidlico in situ para formar
oligosacaridos sialilados.

Breve sumario de la invencién

La presente invencion proporciona un procedimiento de produccion de oligosacaridos sialilados por cultivo
fermentativo de microorganismos. En particular, la invencion se refiere a un procedimiento de sintesis de
oligosacaridos portadores de uno o varios resto(s) de acido sialico, sin adicién de acido sialico exdgeno al medio de
cultivo, que comprenden de manera no limitativa:

- restos de oligosacaridos de los gangliésidos seleccionados de entre

GM3 (3'sialil-lactosa , Neu5Aca-3GalB-4Glc) y oligosacaridos que comprende el motivo GM3,
GD3 Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-4Gilc,

GT3 (Neu5Aca-8Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-4Glc);

GM2 GalNAcB-4 (Neu5Aca-3) GalB-4Glc,

GM1 GalB-3GalNAcB-4 (NeuSAca-3)Galp- 4Glc,

GD1la Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(NeubAca-3)GalB-4Glc

GT1la Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)Galp-4Glc

GD2 GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca3) GalB-4Glc

GT2 GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-8Neu5Acal) GalB-4Glc

GD1b, GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Acal)GalB-4Glc

GT1b Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(NeuS5Aca-8Neu5Aca3)Galp-4Glc

GQ1b Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB- 3GalNAcB-4(NeuSAca-8Neu5Aca3)GalB-4Glc

GT1lc GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-8Neu5Acal)GalB-4Glc

GQ1c Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-8Neu5Acal)GalB-4Glc

GP1c Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-8Neu5Aca3) GalB-4Glc
GD1a NeubAca-3GalB-3 (Neu5Aca-6) GalNAcB-4GalB-4Glc

Fucosil-GM1 Fuca-2GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc;

que se en su totalidad se pueden extender a la produccion de los gangliésidos correspondientes por reaccion de los
restos de oligosacaridos anteriores con ceramida.

- Oftros azucares sialilados como por ejemplo:

- 6'sialil-lactosa (Neu5Aca-6GalB-4Glc) y oligosacaridos que comprenden 6'sialil-lactosa
- Hexasacarido SGG (Neu5Aca-3GalB-3GalNacB-3Gala-4Galp-4Gal)

- tetrasacérido sialilado (Neu5Aca-3GalB-4GlcNacB-4GIcNAc)

- pentasacarido LST p (Neu5Aca-3GalB-4GIcNacB-3Galf-4Glc)

En un aspecto particular, el procedimiento de la invencion se basa en la absorcion activa de un precursor exégeno,
tal como por ejemplo un mono-, di- o tri-sacarido, mas particularmente un precursor exégeno seleccionado de entre
lactosa, galactosa, B-galactoésido y a-galactosidasa tal como globotriosa (Gala-4GalB-4Glc), mientras que las células
estan creciendo en un sustrato de carbono alternativo, tal como glicerol o glucosa. La expresion "precursor exogeno"
hace referencia a un compuesto implicado en la ruta biosintética de los oligosacéaridos segln la invenciéon que es
interiorizada por las células.

También proporciona microorganismos metabolicamente modificados que pueden producir especificamente los
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oligosacaridos sialilados anteriores sin subproductos tales como GA1, GA2, GA3, GA4 y GA5 y la utilizacion del gen
cstlll aislado de cepas C. jejuni que expresan estructuras de lipooligosacéaridos que imitan al gangliésido GM1, tal
como la cepa de NCTC de C. jejuni n° de registro 11168, para la produccién especifica de GM1.

Descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra la produccion de sialil-lactosa por la cepa de E. coli metabolicamente modificada.

La figura 2 muestra la formacion de subproductos durante la produccién de aztcar de GM1 por cepas de E. coli
metabdlicamente modificadas.

La figura 3 muestra la formacion de subproductos durante la biosintesis del azicar de GM2.
La figura 4 muestra la ruta biosintética UDP-Gal.

La figura 5 muestra la formacion de subproductos durante la biosintesis del azicar de GD2.
La figura 6 muestra la estrategia para la producciéon de GT1a utilizando sialil transferasa.

La figura 7 muestra la ruta metabolicamente modificada para la produccion de azucar LSTp (Neu5Aca-3GalB-
4GIcNacB-3B-4Gal) a partir de lactosa exdgena.

La figura 8 muestra la ruta metabdlicamente modificada para la produccion del hexasacarido SGG (Neu5Aco-
3GalB-3GalNacp-3Gala-4GalB-4Gal) a partir de globotriosa exdgena.

La figura 9 muestra la ruta metabdlicamente modificada para la produccion del tetrasacarido sialilado (Neu5Aca-
3GalB-4GlIcNaca -4GIcNAc).

La figura 10 es un analisis por TLC de fraccion intracelular y extracelular de cultivo de alta densidad celular de la
cepa DC7 con una alimentacion continua de lactosa. Banda 1: Solucion patrén (2 mg- ml* cada una) de lactosa,
lacto-N-neotetraosa (LNNT), lacto-N-nechexosa (LNnH). Bandas 2, 3, 4, 5, 6 y 7: fracciones intracelulares
retiradas 0, 7, 23, 31, 47 y 54 horas después de la adicion de lactosa. Bandas 8, 9, 10, 11, 12 y 13: fracciones
extracelulares retiradas 0, 7, 23, 31, 47 y 54 horas después de la adicién de lactosa. Sialillactosa (2) se ha
demostrado previamente que migra como tetrasacarido LNnT.

La figura 11 muestra la produccion de sialil-lactosa en cultivo de alta densidad celular de la cepa DC7 con una
alimentacion continua de la lactosa. (A) cantidad acumulada de lactosa afiadida, (o) sialil-lactosa intracelular, (m)
sialil-lactosa extracelular, (-). cultivo bacteriano.

La figura 12 es un analisis por TLC de oligosacaridos producidos por cultivo de alta densidad celular de la cepa
NFO03 que contiene los plasmidos pUC18 -cstll y pBBR3-SS. La concentracion inicial de lactosa era de 3 g- r.
Banda 1: solucion patrén (2 mg- ml* cada una) de lactosa lacto-N-neotetraosa (LNnT), lacto-N-neohexosa
(LNnH). Bandas 2 y 3: fracciones intracelulares retiradas 7 y 24 horas después de la adicién de lactosa. bandas 4
y 5: fracciones extracelulares retiradas 7 y 24 horas después de la adicién de lactosa.

La figura 13 es un analisis por TLC de oligosacaridos producidos por cultivo de alta densidad celular de la cepa
DC15 (pBS-cgtAll-nst, pBBR3 -SS-wbpP, pSU-cgtB). La concentracion inicial de lactosa fue de 5 g- I*. Banda 1:
solucion patrén (2 mg- ml * cada una) de lactosa lacto-N-neotetrosa (LNnT), lacto-N-neohexosa (LNnH) Bandas
2, 3, 4, 5: fracciones intracelulares retiradas 7, 20, 30 y 44 horas después de la adicién de lactosa. Bandas 6, 7,
8, 9: fracciones extracelulares retiradas 7, 20, 30 y 44 horas después de la adicion de lactosa. Sialillactosa (1) y
el aztcar de GML1 (3) migran como LNnT y LNnH respectivamente.

La figura 14 es un analisis por TLC de oligosacaridos producidos por cultivo de alta densidad celular de la cepa
DC21 (pBS-cgtAll-nst, pPBBR3- SS -gne, pSU-cgtB). La concentracion inicial de lactosa fue de 5 g- I*. Bandas 1 y
10: solucién patrén (2 mg- ml* cada una) de lactosa lacto-N-neotetraosa (LNNT), lacto-N-neohexosa (LNnH).
Bandas: 2, 3, 4, 5: fracciones intracelulares retiradas 5, 20, 28 y 44 horas después de la adiciéon de lactosa.
Bandas: 6, 7, 8, 9: fracciones extracelulares retiradas 5, 20, 28 y 44 horas después de la adicion de lactosa.
Sialillactosa (1) y el azticar de GM1 (3) migran como LNnT y LNnH respectivamente.

La figura 15 es un analisis por TLC de oligosacaridos producidos por cultivo de alta densidad celular de la cepa
DC22. (pBS-cstlll-cgtAll, pBBR3 SS-gne, PSU-cgtB) La concentracion inicial de lactosa fue de 5 g- I*. Bandas 1 y
10: solucién patrén (2 mg- ml* cada una) de lactosa lacto-N-neotetraosa (LNnT), lacto-N-neohexosa (LNnH)
Bandas 2, 3, 4, 5: fracciones intracelulares retiradas 7, 20, 30 y 44 horas después de la adiciéon de lactosa.
Bandas: 6, 7, 8, 9: fracciones extracelulares retiradas 7, 20, 30 y 44 horas después de la adicién de lactosa.
Sialillactosa (1) y el azicar de GM1 (3) migran como LNnT y LNnH respectivamente.
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La figura 16 es un analisis por TLC de oligosacaridos producidos por cultivo de alta densidad celular de la cepa
ZWT (ZLKA, pBS-nst, pBBR3-SS-gne, pWKS-cgtAll). La concentracion inicial de lactosa fue de 5 g-I'l. Banda 1:
solucion patron (2 mg-ml’1 cada una) de lactosa, lacto-N-neotetraosa (LNnT), lacto-N-neohexosa (LNnH). Bandas
2, 3, 4: fracciones intracelulares retiradas 0, 7 y 22 horas después de la adicion de lactosa. Bandas 5, 6, 7:
fracciones extracelulares retiradas 0, 7, y 22 horas después de la adicién de lactosa.

La figura 17 es un analisis por TLC de oligosacaridos producidos por cultivo de alta densidad celular de la cepa
ZWU2 (ZWU, pBS-nst, pBBR3-SS-gne, pWKS-cgtAll). La concentracion de lactosa inicial fue de 5 g-I'l. Banda 1:
Solucién patrén (2 mg-ml'1 cada una) de lactosa, lacto-N-neotetraosa (LNnT) lacto-N-neohexosa (LNnH). Bandas
2, 3, 4 y 5: fracciones intracelulares retiradas 0, 7, 22 y 30 horas después de la adicion de lactosa. Bandas 6, 7, 8
y 9: fracciones extracelulares retiradas 0, 7, 22 y 30 horas después de la adicién de lactosa.

La figura 18 muestra un espectro de masas ESI" del compuesto de la fraccion (2) purificado a partir de la fraccion
intracelular de la cepa de referencia ZWT (A) y el pico de la cepa ZWU2 con mutante galU (B) a m/z 835
corresponde al azticar de GM2 y el pico a m/z 794 corresponde al analogo de galactosilada (azUcar de GA2).

La figura 19 es un analisis por TLC de fracciones obtenidas después de la separacion de la fraccion intracelular
de un cultivo de un litro de la cepa ZWUL1. La separacion se llevo a cabo en Dowex 1 (forma HCO3-) utilizando
un gradiente de NaHCO3 0-1 M. El volumen de cada tubo era de 10 ml. Los rendimientos de las fracciones A, B,
C y D fueron 0,5 g, 0,85, 0,6 y 1,2 g, respectivamente.

La figura 20 es un andlisis por TLC de oligosacaridos producidos por cultivo de alta densidad celular de la cepa
NF17 (ZLKA, pBS-cgtA-cstll, PSU-cgtB, pBBR-SS-gne). La concentracion inicial de lactosa fue de 5 g-l'l Bandas
1y 10: solucién patron (2 mg-ml'l cada una) de lactosa, lacto-N-neotetraosa (LNnT) lacto-N-neohexosa (LNnH).
Bandas 2, 3, 4 y 5: fracciones intracelulares retiradas 7, 22, 30 y 46 horas después de la adicién de lactosa.

Bandas 6, 7, 8 y 9: fracciones extracelulares retiradas 7, 22, 30 y 46 horas después de la adicion de lactosa.

Descripcién del origen del material genético

Tabla 1. Genes, plasmidos y cepas de Escherichia coli utilizados en presente invencién

Descripcion Referencia o fuente
Genes
nst a-2,3-sialiltransferasa de la cepa MC58 de N. meningitidis L3 U60660
neuA CMP-Neu5Ac sintetasa de la cepa ATCC 43438 de C. jejuni AF400048
neuB Acido sidlico sintasa de la cepa ATCC 43438 de C. jejuni AF400048
neuC GIcNAc-6-fosfato 2-epimerasa de la cepa ATCC 43438 de C. jejuni AF400048
CgtA B-4 GalNAc transferasa de la cepa OH4384 de C. jejuni 0:19 AF130984
whbpP UDP-GIcNAc C4 epimerasa de P. aeruginosa AF035937
gne (Cj1131c) UDP-GIcNAc C4 epimerasa de la cepa NCTC 11168 de C. jejuni O:2 AL139077
cstlll (Cj1140) a-2,3 sialiltransferasa de la cepa NCTC 11168 de C. jejuni O:2 AL139077
cgtAll B-4 GalNAc transferasa de la cepa ATCC 43456 de C. jejuni O:36 AF401528
cgtB (Cj1139c) B-3 Gal transferasa de la cepa NCTC 11168 de C. jejuni O:2 AL139077
cstll a-2,3 a-2,8-sialiltransferasa de la cepa ATCC 43438 de C. jejuni AF400048
nodC N-acetilglucosaminiltransferasa de Azorhizobium.caulinodans AAB51164
IgtB B1,4-galactosiltransferasa de Neisseria meningitidis AAC44085
chiA Quitinasa de Bacillus circulans AAAB1528
Plasmidos
pWKS130 Activador Plac del vector de clonaciéon, Km', bajo nimero de copias, | (Wang y Kushner,
replicén de pSC101 1991)
pSuU27-18 Activador P, de los vectores de clonaciéon Cm' derivados de pACYC184 | (Martinez et al.,
1988)
pBAD33 Activador Pa;a de los vectores de clonacion Cm' derivados de pACYC184 | Guzman et al. 1995
pBS-nst Derivado de pBluescript [| SK portador de nst (anteriormente denominado | (Priem et al., 2002)
NST-01)
pBBR1MCS-3 Activador P, del vector de clonacién, Tc', bajo nimero de copias, (Kovach et al.,
1995)
pBBR3-SS Derivado de pBBR1MCS-3 portador de neuABC presente invencién
pBBR3-SS- Derivado de pBBR1MCS-3 que lleva neuABC y wbpP presente invencion
whpP
pBBR3-SS-gne Derivado de pBBR1MCS-3 que lleva neuABC y gne presente invencién
pUC-cstll Derivado de pUC18 que lleva cstll presente invencién
pBS-cgtAll-nst Derivado de pBluescript Il SK gue lleva cgtAll y nst presente invencién
pBS-cgtA-cstll Derivado de pBluescript Il KS gue lleva cgtA y cstll presente invencién
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Descripcion Referencia o fuente
pSU18-cgtB Derivado de pSU27 18 que lleva cgtB presente invencién
pBS-cstlll-cgtAll | Derivado de pBluescript || KS que lleva cstlll y cgtAll presente invencién
pWKS-cgtAll Derivado de pWKS130 que lleva CgtAll, presente invencién
pBAD33-cgtAll Derivado de pBAD33 que lleva cgtAll, presente invencién
pWKS-IgtB-chiA | Derivado de pWKS130 que lleva nst y chiA de la quitinasa (Dumon et al.,

2005)
pBS-nst-nodC Derivado de pBluescript Il SK que lleva nodC y nst de A. caulinodans presente invencién
pBS-cstll-cgtB Derivado de pBluescript Il KS que lleva cstll y cgtB presente invencién
Cepas
DC DH1 lacZ lacA (Dumon et al.,

2005)

GLK DH1 lacZ lacA galk (Dumon et al,

2005)

ZLKA DC ANanKETA presente invencién
AZL DC NanA presente invencién
AZK DC ANanK NanA presente invencion
ZWU ZLKA galu presente invencién
GLKA GLK ANanKETA presente invencién
W ZLKA melA wcad presente invencién
DC6 DC (pBS-nst, pPBBR3-SS) presente invencién
AW1 AZL (pBS-nst, pPBBR3-SS) presente invencién
DC7 ZLKA (pBS-nst, pBBR3-SS) presente invencién
DC7 ZLKA (pBS-nst, pBBR3-SS) presente invencién
DCO ZLKA (pBS-nst) presente invencién
AZK1 AZK (pBS-nst, pPBBR3-SS) presente invencién
NF3 ZLKA (pUC-cstll, pPBBR3-SS) presente invencién
DC15 ZLKA (pBS-cgtAll-nst, pPBBR3-SS-wbpP, pSU-cgtB) presente invencién
DC21 ZLKA (pBS-cgtAll-nst, pPBBR3-SS-gne, pSU-cgtB) presente invencién
DC22 ZLKA (pBS-cstlll-cgtAll, pPBBR3-SS-gne, pSU-cgtB) presente invencion
ZWT ZLKA (pBS-nst, pBBR-SS-gne, pWKS-cgtAll) presente invencion
ZWU2 ZWU (pBS-nst, pBBR-SS-gne, pWKS-cgtAll) presente invencion
NF08 ZLKA (pUC18-cstll, pBBR3-SS-gne, pWKS-cgtAll) presente invencién
NF09 ZLKA (pUC18-cstll, pBBR3-SS-gne, pBAD33-cgtAll) presente invencién
ZWU1 ZWU (pUC18-cstll, pBBR3-SS-gne, pBAD33-cgtAll) presente invencion
NF17 ZLKA (pBS-cgtA-cstll, pSU-cgtB, pBBR-SS-gne) presente invencion
GLK7 GLKA (pBS-nst, pPBBR3-SS) presente invencion
SN4 ZLKA (pBS-nst-nodC, pBBR3-SS, pWKS-IgtB-chiA) presente invencién
NF21 ZLKA (pBS-cstll-cgtB, pBBR3-SS-gne, pBAD33-cgtAll) presente invencién

Descripcion detallada de la invencion

En una primera forma de realizacién, la invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de oligosacaridos
gue comprende al menos un resto de acido sialico, denominado en la presente memoria oligosacaridos sialilados,
comprendiendo el procedimiento la etapa que consiste en cultivar un microorganismo en un medio de cultivo, que
comprende opcionalmente un precursor exdgeno, en el que dicho microorganismo puede producir acido sialico
activado internamente y comprende genes heterélogos que codifican una CMP-Neu5Ac sintetasa, una acido sialico
sintasa, una GIcNAc-6-fosfato 2 epimerasa y una sialiltransferasa, y en el que los genes endégenos que codifican la
acido sialico aldolasa (NanA) y la ManNAc cinasa (NanK) se han suprimido o inactivado.

En el procedimiento anterior, y en funcion del punto final, el gen de la sialiltransferasa heter6loga puede
seleccionarse de entre a-2,3-sialiltransferasa, por ejemplo, codificarse por nst, a-2,3 a-2,8-sialiltransferasa (cstll), y
a-2,3-sialiltransferasa (cstlll) o a-2,6-sialil transferasa. La CMP-Neu5Ac sintetasa heter6loga puede ser neuA, la
acido sialico sintasa heteréloga puede ser neuB, y la GIcNAc-6-fosfato 2-epimerasa heteréloga puede ser neuC. Los
genes neuA, neuB y neuC se pueden aislar de cepas bacterianas que contienen estructura sialilada en su
membrana celular, tales como la cepa de C. jejuni n° de registro 43438 de la ATCC.

Los genes nanT, NanA, NanK y nanE forman parte del mismo operén, que esta regulado por la proteina nanR de
unién al ADN e inducido por Neu5Ac (Kalivoda et al., 2003). Por lo tanto, los microorganismos de la invencion
también pueden ser NanKEAT-. La produccién de Neu5Ac como producto intermedio durante la sintesis de CMP-
Neu5Ac por la cepa genéticamente modificada que sobreexpresa los genes neuBCA puede inducir por lo tanto la
ruta del catabolismo de &cido sialico y crear dos ciclos inttiles que reduzcan la capacidad de biosintesis de CMP-
Neu5Ac de las bacterias. Un primer ciclo initil puede ser resultado de la actividad combinada de la acido sialico
sintasa Neub con la &cido sialico aldolasa NanA. Un segundo ciclo indtil puede ser resultado de la accién combinada
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de la UDP-GIcNAc 2 epimerasa NeuC con las cuatro enzimas NanK, NanE, NagA GImM y GImU que catalizan la
formacion de UDP-GIcNAc de ManNAc. Segun el procedimiento propuesto en la presente memoria, se evita la
degradacion de Neu5Ac y ManNAc. Esto se puede hacer mejor destruyendo los genes NanA y NanK en las cepas
que se utilizaran para la produccién de sialiloligosacaridos. En una forma de realizacion especifica, se suprimen o
inactivan los genes nanT, NanA, NanK y nanE. Esto puede llevarse a la practica, por ejemplo, extrayendo todo el
operon.

En una forma de realizacion preferida, el microorganismo anterior codifica una proteina que facilita la absorcion de la
lactosa y carece de enzimas que metabolizan la lactosa. Por ejemplo, en E. coli, la célula es preferentemente LacY+
(B-galactosido permeasa), LacZ- (B galactosidasa), y opcionalmente MelA- (a-galactosidasa).

En otra forma de realizacion preferida, el medio comprende un precursor exégeno que se selecciona por ejemplo de
entre lactosa, galactosa, 3-galactésido y a-galactésido, tal como globotriosa (Gala-4GalB-4Glc).

La invencion también se refiere al microorganismo anterior y a un medio de cultivo celular que comprende el
microorganismo anterior y un precursor exdégeno seleccionado de entre lactosa, galactosa, B-galactésido y a-
galactésido, tal como globotriosa (Gala-4GalB-4Glc).

Definiciones

La expresion "acido sialico" se refiere a cualquier miembro de una familia de azlcares carboxilados de nueve
carbonos. El miembro mas frecuente de la familia del acido sialico es N-acetil-neuraminico (2-ceto-5-acetamido-3,5-
didesoxi-D-glicero-D-galactononulopiranos-1-6nico (a menudo abreviado como Neu5Ac, NeuAc o NANA). Un
segundo miembro de la familia es el acido N-glicolil-neuraminico (Neu5Gc o0 NeuGc), en el que el grupo N-acetilo de
Neu5Ac esta hidroxilado. Un tercer miembro de la familia del &cido sidlico es el acido 2-ceto-3-desoxi-nonulosénico
(KDN) (Nadano et al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 11550-11557; Kanamori et al., J. Biol. Chem. 265: 21811-21819
(1990)). También estan comprendidos los acidos sialicos sustituidos en 9 como O-9-acil C;-Cs-Neu5Ac como 9-O-
lactil-Neu5Ac o 9-O-acetil-Neu5Ac, 9-desoxi-9-fluoro-Neu5Ac y 9-azido-9-desoxi-Neu5. Para examen de la familia
del acido sidlico, véase, por ejemplo, Varki, Glycobiology 2: 25-40 (1992); Sialic Acids: Chemistry, Metabolism and
Function, R. Schauer, Ed. (Springer-Verlag., Nueva York (1992)). La sintesis y utilizaciéon de compuestos de acido
sidlico en un procedimiento de sialilaciéon se da a conocer en la solicitud internacional WO 92/16640, publicada el 1
de octubre de 1992.

La expresion "sialiltransferasa Cstll bifuncional de Campylobacter jejuni " se refiere a una sialiltransferasa que
presenta actividades tanto de a-2,3 como de a-2,8-sialiltransferasa. En algunas formas de realizacion se utiliza la
sialiltransferasa Cstll con el n° de registro 43438 de la ATCC.

Un "sustrato aceptor" o un "sacarido aceptor" para una glucosiltransferasa es un resto de oligosacarido que puede
actuar como un aceptor para una determinada glucosiltransferasa. Cuando el sustrato aceptor se pone en contacto
con la glucosiltransferasa correspondiente y el sustrato donante de azlcar, y otros componentes necesarios de la
mezcla de reaccion, y la mezcla de reaccion se incuba durante un periodo de tiempo suficiente, la
glucosiltransferasa transfiere restos de azlUcar desde el sustrato donante de azlcar al sustrato aceptador. Por
ejemplo, un sustrato aceptor para las sialiltransferasas utilizadas en los procedimientos de la invencién es la lactosa
Galp1,4-Glc.

Un "sustrato donante" para glucosiltransferasas es un azucar de nucleétido activado. Dichos azlcares activados
constan generalmente de derivados de monofosfato de uridina, guanosina, citidina de los aztcares (UMP, GMP y
CMP, respectivamente) o derivados de difosfato de los azicares (UDP, GDP y CDP, respectivamente) en los que el
monofosfato o difosfato de nucledsido actia como grupo saliente. Por ejemplo, un sustrato donante para
sialiltransferasas utilizado en los procedimientos de la invencién es CMP-Neu5Ac.

Un "medio de cultivo" se refiere a cualquier medio liquido, semisdélido o sélido que se puede utilizar para soportar el
cultivo de un microorganismo utilizado en los procedimientos de la invencién. En algunas formas de realizacion, el
microorganismo es una bacteria, por ejemplo, E. coli. Los medios para el cultivo de microorganismos son bien
conocidos, véase, por ejemplo, Sambrook et al. y Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds.,
Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.,
(suplemento de 1998) (Ausubel). Los medios pueden ser medios ricos, por ejemplo, caldo de cultivo Luria o caldo
Terrific, 0 medio sintético o semisintético, por ejemplo, medio M9. En algunas formas de realizacion preferidas, el
medio de cultivo comprende lactosa y acido sidlico.

"Escala comercial" se refiere a produccion en balanza gram de un sacarido producto sialilado en una sola reaccién.
En las formas de realizacion preferidas, a escala comercial se refiere a la produccion superior a aproximadamente
50, 75, 80, 90 0 100, 125, 150, 175 o 200 gramos.

La expresion "operativamente unido” se refiere al enlace funcional entre una secuencia de control de expresion de
acido nucleico (tal como un activador, secuencia sefial 0 una matriz de puntos de fijacion del factor de transcripcion)
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y una segunda secuencia de acido nucleico, en el que la secuencia de control de la expresion afecta a la
transcripcion y/o la traduccién del acido nucleico correspondiente a la segunda secuencia.

Un "polinucleétido heterdlogo” o un "gen heterélogao”, como se utiliza en la presente memoria, es el que se origina a
partir de una fuente extrafia a la célula anfitriona especifica, 0, si de la misma fuente, se modifica a partir de su forma
original. Por lo tanto, un gen de sialiltransferasa heterélogo en una célula comprende un gen que es endégeno a la
célula anfitriona especifica pero que ha sido modificado. La modificacién de la secuencia heteréloga se puede
producir, por ejemplo, por tratamiento del ADN con una enzima de restriccion para generar un fragmento de ADN
que puede estar operativamente unido a un activador. Técnicas tales como la mutagenia dirigida también son utiles
para modificar una secuencia heteréloga.

Un "casete de expresion recombinante” o simplemente un "casete de expresion" es un montaje de acido nucleico,
generado por recombinacion o sintesis, con elementos de acido nucleico que son capaces de afectar la expresion de
un gen estructural en anfitriones compatibles con dichas secuencias. Los casetes de expresién comprenden por lo
menos activadores y opcionalmente, sefiales de terminaciéon de la transcripcién. Por lo general, el casete de
expresion recombinante comprende un acido nucleico que se transcribe (por ejemplo, un acido nucleico que codifica
un polipéptido deseado), y un activador. También pueden utilizarse factores adicionales necesarios o (tiles para
efectuar la expresion. Las sefales de terminacion de la transcripcidn, potenciadores, y otras secuencias de acidos
nucleicos que influyen en la expresidn génica, también pueden incluirse en un casete de expresion. Cuando en un
microorganismo se expresa mas de una proteina heteréloga, los genes que codifican las proteinas se pueden
expresar en un solo casete de expresion o en multiples casetes de expresion que son compatibles y se pueden
mantener en la misma célula. Como se utiliza en la presente memoria, casete de expresion también comprende
montajes de acido nucleico que se insertan en el cromosoma del microorganismo anfitrion. Los expertos en la
materia apreciaran que se puede producir la insercion de un acido nucleico en un cromosoma, por ejemplo, por
recombinacién homéloga. Un casete de expresién se puede construir para la produccién de mas de una proteina.
Las proteinas pueden ser reguladas por una Unica secuencia activadora, como por ejemplo, un operén. O varias
proteinas pueden ser codificadas por acidos nucleicos con activadores y puntos de fijacion a ribosomas individuales.

El término "aislado" se refiere a material que esta sustancial o esencialmente exento de componentes que interfieren
con la actividad bioldgica de la molécula. Para las células, sacaridos, acidos nucleicos y polipéptidos, el término
"aislado" se refiere a material que esta sustancial o esencialmente exento de componentes que normalmente
acompafian al material tal como se encuentra en su estado natural. Por lo general, los sacaridos, oligosacaridos,
proteinas o acidos nucleicos aislados de la invencion tienen al menos aproximadamente 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80% 0 85% de pureza, habitualmente por lo menos aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de pureza medida por intensidad de la banda en un gel tefiido con plata u otro método para
determinar la pureza. La pureza o la homogeneidad puede indicarse por humerosos medios bien conocidos en la
técnica, tales como electroforesis en gel de poliacrilamida de una proteina o muestra de acido nucleico, seguido por
la visualizacion en la tincion. Para ciertos fines se necesitara alta resolucién y HPLC o un medio similar para la
purificacién utilizada. Para oligosacaridos, por ejemplo, productos sialilados, la pureza se puede determinar
utilizando, por ejemplo, cromatografia en capa fina, HPLC, o espectroscopia de masas.

Los términos "idéntica" o "identidad" por ciento en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o de
polipéptidos, se refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especificado de restos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales, cuando se comparan y se alinean para
maxima correspondencia, medidos utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencias o por
inspeccion visual.

La expresion "sustancialmente idénticos”, en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos o
mas secuencias o subsecuencias que tienen por lo menos 60%, preferentemente 80% u 85%, mas preferentemente
al menos 90%, 91%, 92 %, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de restos de nucleétidos o de
aminoéacidos, cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima, medida utilizando uno de los
siguientes algoritmos de comparacion de secuencia o por inspeccién visual. Preferentemente, la identidad sustancial
se encuentra en una region de las secuencias que tiene por lo menos aproximadamente 50 restos de longitud, mas
preferentemente en una regién de por lo menos aproximadamente 100 restos, y aun mas preferentemente las
secuencias son sustancialmente idénticas en por lo menos aproximadamente 150 restos. En una forma de
realizacion mas preferida, las secuencias son sustancialmente idénticas en toda la longitud de las regiones
codificadoras.

Para la comparacion de secuencias, por lo general una secuencia actla como secuencia de referencia, con la que
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, se
introducen las secuencias de prueba y de referencia en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si
es necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencia. El algoritmo de comparacién
de secuencias calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencias para la(s) secuencia(s) de ensayo con
relacién a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa designados.

La alineacion optima de secuencias para comparacién puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el algoritmo de
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homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineacion de
homologias de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la busqueda para el procedimiento de similitud
de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85:2444 (1988), mediante ejecuciones digitales de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software de Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccién visual (véase, en general, Current Protocols
in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, empresa conjunta entre Greene Publishing
Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (Suplemento de 1995) (Ausubel)).

Los ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud
de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-410 y Altschuel et al. (1977) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente. El software para realizar
andlisis BLAST esta disponible al publico a través del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica en lugar primer identificar pares de secuencias con alta puntuacion
(HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema, que igualan o satisfacen alguna
puntuacion T umbral con valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de
bases de datos. T Se hace referencia a T como el umbral de puntuacién de palabra vecina (Altschul et al.,
anteriormente). Estos aciertos iniciales de palabras vecinas actian como semillas para iniciar busquedas para
encontrar HSP mas largos que los contienen. Los aciertos de palabras después se extienden en ambas direcciones
a lo largo de cada secuencia tanto como la puntuacion de alineacion acumulativa se puede aumentar. Las
puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacion de
recompensa para un par de restos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacién de penalizacién para restos no
coincidentes, siempre <0). Para secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de puntuacion para calcular la
puntuacion acumulativa. La extension de los aciertos de palabras en cada direccion se detiene cuando: la
puntuacién de alineacion acumulativa disminuye en la cantidad X desde su valor maximo alcanzado; la puntuacion
acumulativa llega a cero o menos, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de restos con puntuacién
negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la
sensibilidad y velocidad de alineacién. El programa BLASTN (para secuencias de nucledtidos) utiliza por defecto una
longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M =5, N = -4, y una comparacion de ambas cadenas. Para
secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una
expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
89:10915 (1989)).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la menor probabilidad de
suma (P(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad por la que una coincidencia entre dos secuencias de
nucleétidos o aminoacidos se produciria por casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una
secuencia de referencia si la menor probabilidad de suma en una comparacién del acido nucleico de ensayo con el
acido nucleico de referencia es inferior a aproximadamente 0,1, mas preferentemente inferior a aproximadamente
0,01, y todavia mas preferentemente inferior a aproximadamente 0,001.

"Variaciones modificadas de manera conservadora" de una secuencia de polinucleétidos concreta, se refiere a
aquellos polinucledtidos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas 0 esencialmente idénticas, o cuando el
polinucleétido no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas. Debido a la
degeneracion del cédigo genético, un gran nimero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier
polipéptido dado. Por ejemplo, los codones CGU, CGC, CGA, CGG, AGA y AGG codifican todos el aminoacido
arginina. Por lo tanto, en cada posicién donde una arginina es especificada por un codon, el codén puede ser
alterado a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Dichas
variaciones de acido nucleico son "sustituciones imperceptibles" o "variaciones imperceptibles", que son una especie
de "variaciones modificadas de manera conservadora." Cada secuencia de polinucle6tidos descrita en la presente
memoria que codifica un polipéptido también describe cada posible variacion imperceptible, excepto donde se
indique lo contrario. Por lo tanto, las sustituciones imperceptibles son una caracteristica implicita de cada secuencia
de acido nucleico que codifica un aminoacido. Un experto en la materia apreciard que cada codén en un acido
nucleico (excepto AUG, que es ordinariamente el Gnico codén para metionina) puede ser modificado para producir
una molécula funcionalmente idéntica mediante técnicas normalizadas. En algunas formas de realizacion, las
secuencias de nucledtidos que codifican las enzimas se optimizan preferentemente para la expresion en un
determinado

Del mismo modo, "sustituciones conservadoras de aminoacidos”, en uno 0 unos pocos aminoacidos en una
secuencia de aminoacidos se sustituyen con diferentes aminoacidos con propiedades muy similares también se
identifican facilmente como muy similares a una secuencia de aminoacidos especifica, 0 a una secuencia de acido
nucleico especifica que codifica un aminoacido. "Sustituciones, eliminaciones o adiciones individuales que alteran,
afaden o suprimen un solo aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos (por lo general menos del 5%, mas
por lo general menos de 1%) en una secuencia codificada son “variaciones modificadas de manera conservadora”
donde las alteraciones producen la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido quimicamente similar. Las
tablas de sustitucion conservadora que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares son bien conocidas en la
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técnica. Véase, por ejemplo, Creighton (1984) Proteins, W.H. Freeman and Company.

Sialiltransferasas bifuncionales

Como se expuso anteriormente, en los procedimientos de la invencion se utilizan sialiltransferasas bifuncionales. Los
acidos nucleicos que codifican dichas enzimas se han aislado de C. jejuni y se dan a conocer en las patentes
US n°6.699.705, n° 6.503.744 y el documento WO/02074942. Los ejemplos de cepas de C. jejuni que se pueden
utilizar como fuentes de sialiltransferasas bifuncionales comprenden OH4384 (las secuencias de acidos nucleicos se
encuentran en los registros n® AR271700 y n°® AX934425 del GenBank), OH4382, O:10 (las secuencias de acidos
nucleicos se encuentran en los registros n® AR271701 (SEC. ID. n° 1), n® AX934427 (SEC. ID. n° 2) del GenBank,
0:23, y 0:41 (las secuencias de acidos nucleicos se encuentran en los registros n® AR271702 (SEC. ID. n°® 3) y n°
AX934429 (SEC. ID. n° 4) del GenBank). Debe apreciarse que las variaciones modificadas de manera conservadora
tal como se definen anteriormente de las SEC. ID. n° 1, 2, 3y 4 se pueden aplicar en la presente memoria.

Células anfitrionas

Las células recombinantes de la invencidn se preparan generalmente creando u obteniendo un polinucleétido que
codifica la(S) enzima(s) concretas de interés, colocando el polinucleétido en un casete de expresion bajo el control
de un activador y otras sefiales de control apropiadas, e introduciendo el casete de expresion en una célula. Mas de
una de las enzimas se pueden expresar en las mismas células anfitrionas utilizando una variedad de
procedimientos. Por ejemplo, un Gnico vector extracromosémico puede comprender multiples casetes de expresion o
mas de un vector extracromosomico compatible puede utilizarse para mantener un casete de expresién en una
célula anfitriona. Los casetes de expresion también pueden insertarse en un cromosoma de la célula anfitriona,
utilizando procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Los expertos en la materia apreciaran que
también se pueden utilizar combinaciones de casetes de expresion en vectores extracromosémicos y casetes de
expresion insertados en un cromosoma de célula anfitriona. Otros modificacion de la célula anfitriona, descrita con
detalle a continuacién, se puede realizar para aumentar la produccion del oligosacarido deseado. Por ejemplo, el
microorganismo puede ser LacY+ que permite el transporte activo de la lactosa. Las células anfitrionas no necesitan
ser nanT+ puesto que el &cido sialilico activado se produce internamente con el procedimiento segun la invencion.

Las células recombinantes de la invencién son generalmente microorganismos, tales como, por ejemplo, células de
levadura, células bacterianas o células fungicas. Los ejemplos de células adecuadas comprenden, por ejemplo,
Azotobacter sp. (por ejemplo, A. vinelandii), Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Erwinia sp., Bacillus sp.,
Streptomyces sp., Escherichia sp. (por ejemplo, E. coli) y Klebsiella sp., entre muchos otros. Las células pueden ser
de cualquiera de varios géneros, como por ejemplo Saccharomyces (por ejemplo, S. cerevisiae), Candida (por
ejemplo, C. utilis, C. parapsilosis, C. krusei, C. versatilis, C. lipolytica, C. zeylanoides, C. guilliermondii, C. albicans y
C. Humicola), Pichia (por ejemplo, P. farinosa y P. ochmeri), Torulopsis (por ejemplo, T. Candida, T. sphaerica; T.
xylinus, T. famata y T. versatilis), Debaryomyces (por ejemplo, D. subglobosus, D. cantarellii, D. globosus, D.
hansenii y D. japonicus), Zygosaccharomyces (por ejemplo, Z. rouxii y Z. bailii), Kluyveromyces (por ejemplo, K.
marxianus), Hansenula (por ejemplo, H. anomala y H. jadinii) y Brettanomyces (por ejemplo; B. lambicus y B.
anomalus).

Los activadores para su utilizacién en E. coli incluyen los activadores T7, trp o lambda. Ademas se dispone de un
punto de fijacion al ribosoma y preferentemente una sefial de terminacién de la transcripcion. Para la expresion de
proteinas heterdlogas en otras células procariotas distintas de E. coli, se requiere un activador que funciona en las
especies procarioticas especificas. Dichos activadores pueden obtenerse de genes que han sido clonados a partir
de las especies, 0 pueden utilizarse activadores heterdlogos. Por ejemplo, el activador hibrido trp-lac funciona en
Bacillus ademas de en E. coli. Los procedimientos de transformacion de otros procariotas aparte de E. coli son bien
conocidos. Por ejemplo, los procedimientos de transformacion de especies de Bacillus y activadores que se pueden
utilizar para expresar proteinas se dan a conocer en la patente US n° 6.255.076 y en la patente US n° 6.770.475.

En levaduras, activadores convenientes comprenden GAL1-10 (Johnson y Davies (1984). Mol. Cell. Biol. 4:1440-
1448) ADH2 (Russell et al. (1983) J. Biol.. Chem. 258:2674-2682), PHO5 (EMBO J. (1982) 6:675-680), y MFa
(Herskowitz y Oshima (1982) en The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces (eds. Strathern, Jones y
Broach) Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, N.Y., pags. 181-209). Otro activador adecuado para su
utilizacién en levaduras es el activador hibrido ADH2/GAPDH segln se describe en Cousens et al., Gene 61:265-
275 (1987). Para hongos filamentosos tales como, por ejemplo, cepas de los hongos Aspergillus (McKnight et al.,
patente US n° 4.935.349), los ejemplos de activadores Utiles comprenden los derivados de los genes glucoliticos de
Aspergillus nidulans, tales como el activador ADH3 (McKnight et al.; EMBO J. 4: 2093 2099 (1985)) y el activador
tpiA. Un ejemplo de un terminador adecuado es el terminador ADH3 (McKnight et al.).

En algunas formas de realizacion, los polinucleétidos se colocan bajo el control de un activador inducible, que es un
activador que dirige la expresién de un gen en el que el nivel de expresion es alterable por factores ambientales o de
desarrollo tales como, por ejemplo, la temperatura, el pH, condiciones anaerobias o aerobias, la luz, los factores de
transcripcién y las sustancias quimicas. Dichos activadores se denominan en la presente memoria "activadores
inducibles”, que permiten a uno para controlar el momento de la expresién de la glucosiltransferasa o enzima
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implicada en la sintesis de nucledtidos de azlcar. Para E. coli y otras células anfitrionas bacterianas, los activadores
inducibles son conocidos por los expertos en la materia. Estos comprenden, por ejemplo, el activador lac. Un
activador inducible particularmente preferido para la expresion en procariotas es un activador doble que comprende
un componente del activador tac unido a un componente del activador obtenido de un gen o genes que codifican
enzimas implicadas en el metabolismo de la galactosa (por ejemplo, un activador de un gen de UDPgalactosa 4-
epimerasa (galE)).

Los activadores inducibles de otros organismos también son bien conocidos por los expertos en la materia. Estos
comprenden, por ejemplo, el activador de arabinosa, el activador lacZ, el activador de metalotioneina y el activador
de choque térmico, asi como muchos otros.

La construccion de montajes polinucleotidicos requiere generalmente el uso de vectores capaces de replicarse en
bacterias. Una gran cantidad de kits se encuentran comercializados para la purificacion de plasmidos a partir de
bacterias. Para su correcta utilizacion, siga las instrucciones del fabricante (véase, por ejemplo, EasyPrepd,
FlexiPrepJ, ambos de Pharmacia Biotech; StrataCleanJ, de Stratagene; y, QlAexpress Expression System, Qiagen).
Los plasmidos aislados y purificados se pueden manipular mas para producir otros plasmidos, y utilizarse para
transfectar células. También es posible la clonacién en Streptomyces o Bacillus.

En los vectores de expresion utilizados para construir las células de la invencidon se incorporan a menudo
marcadores seleccionables. Estos genes pueden codificar un producto génico, tal como una proteina, necesaria
para la supervivencia o crecimiento de células anfitrionas transformadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo.
Las células anfitrionas no transformadas con el vector que contiene el gen de seleccion no sobreviviran en el medio
de cultivo. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a antibiéticos u otras toxinas,
tales como ampicilina, neomicina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Alternativamente, los marcadores
seleccionables pueden codificar proteinas que complementan deficiencias auxotréficas o suministrar nutrientes
criticos no disponibles en medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica la D-alanina racemasa para Bacilli. A
menudo, el vector tendrd un marcador seleccionable que es funcional en, por ejemplo, E. coli, u otras células en las
que el vector se replica antes de introducirse en la célula diana. Numerosos marcadores seleccionables son
conocidos por los expertos en la materia y se describen por ejemplo en Sambrook et al.; mas arriba. Un marcador
seleccionable preferido para su utilizacion en células bacterianas es un marcador de resistencia a kanamicina (Vieira
y Messing, Gene 19: 259 (1982)). La utilizacién de la seleccién con kanamicina presenta ventajas con respecto a,
por ejemplo, la seleccion de la ampicilina debido a que la ampicilina es degradada rapidamente por la B-lactamasa
en medio de cultivo, eliminando asi la presién selectiva y permitiendo que el cultivo llegue a estar desbordado con
células que no contienen el vector.

La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes mencionados anteriormente
emplea técnicas de ligadura normalizadas como se describe en las referencias citadas anteriormente. Los plasmidos
o fragmentos de ADN aislados se escinden, adaptan y vuelven a ligar en la forma deseada para generar los
plasmidos requeridos. Para confirmar las secuencias correctas en los plasmidos construidos, los plasmidos se
pueden analizar por técnicas normalizadas, tales como por digestion con endonucleasas de restriccion, y/o
secuenciacion segun procedimientos conocidos. Las técnicas de clonacion molecular para conseguir estos fines son
conocidas en la técnica. Una amplia variedad de procedimientos de clonacion y ampliacion in vitro adecuados para
la construccion de acidos nucleicos recombinantes son bien conocidos por los expertos en la materia.

Una variedad de vectores comunes adecuados para la construccion de las células recombinantes de la invencion
son bien conocidos en la técnica. Para la clonacion en bacterias, los vectores frecuentes comprenden vectores
derivados de pBR322 tal como pBluescript™, y de vectores derivados del fago A. En la levadura, los vectores
comprenden plasmidos de integracién de levadura (por ejemplo, YIp5) y plasmidos que replican levaduras (los
plasmidos de la serie YRp) y pGPD-2.

Los procedimientos para introducir vectores de expresiébn en una célula anfitriona seleccionada no son
particularmente criticos, y dichos procedimientos son conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los
vectores de expresion pueden introducirse en células procariotas, como por ejemplo E. coli, por transformacion con
cloruro de calcio, y en células eucariotas por tratamiento con fosfato de calcio o electroporacién. Otros
procedimientos de transformacion también son adecuados.

Formas de realizacion preferidas

Produccién de 3'-sialil-lactosa.

La produccién de 3'-sialil-lactosa puede llevarse a cabo en una cepa metabdlicamente modificada definida
anteriormente que expresa el gen A que codifica para una enzima que comprende una actividad de a-2;3-
sialiltransferasa, tales como una a-2, 3-sialiltransferasa o una y a-2,8-sialiltransferasa a-2,3 bifuncionales que utilizan
lactosa como aceptador. Como se indica, esta cepa esta desprovista de actividad de acido sialico aldolasa, ManNAc
cinasa y B-galactosidasa y expresa los genes heterélogos que codifican la CMP-Neu5Ac sintetasa, una acido sialico
sintasa, y una GIcNAc-6-fosfato 2 epimerasa. Para la produccién a gran escala de sialil-lactosa, esta cepa puede

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2456292 T3

cultivarse a alta densidad celular en sustrato de bajo coste tales como glucosa o glicerol y se alimenta con lactosa
que serd interiorizada por la lactosa permeasa y sialilada por la sialiltransferasa recombinante utilizando el CMP-
Neu5Ac endégenamente generado a partir de UDP-GIcNAc como se muestra en la figura 1.

Produccién de 6'-sialil-lactosa

En la presente memoria, el gen de la sialiltransferasa es un gen que codifica a-2,6-sialiltransferasa tal como el gen
de Photobacterium damsela (Yamamoto et al., 1998) que da como resultado la produccién de 6'-sialil-lactosa
(Neu5Aca-6Galp-4Gilc).

Produccién de aztcar de GD3y GT3

El GD3 (Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-4GlcCer) es un gangliésido menor que se encuentra en la mayoria de los
tejidos normales en los vertebrados superiores, como por ejemplo los seres humanos. El nivel de GD3 se ha
demostrado que aumenta durante algunas situaciones patolégicas, tales como canceres (glioma, melanoma) y que
ejerce una funcion importante en la angiogenia tumoral Zeng, et al. Cancer Res., 60:6670 (2000). Por lo tanto, la
produccién de GD3 a gran escala y rentable es de particular interés. Para llegar a este punto final, el gen heterélogo
de sialiltransferasa mencionado anteriormente se selecciona de entre un gen que codifica una a-2,3 y a-2,8-
sialiltransferasa bifuncional, por ejemplo tal como el gen cstll de Campylobacter jejuni (Gilbert et al., 2002 y
depositado bajo el nimero de registro ATCC 43438) y da como resultado la produccién de aztcar de GD3 y GT3. El
polipéptido de la sialiltransferasa bifuncional cataliza la transferencia de un resto de sialilo de una molécula de acido
sidlico activado producida internamente para la Neu5Aca-3GalB-4Glc (GM3) para formar Neu5Aca-8Neu5Aca-
3GalB-4Glc. Esta reaccion puede extenderse mas para producir GT3, que es el precursor de los gangliésidos de la
serie C, que son los principales componentes en el cerebro de los peces adultos y se encuentran en abundancia en
los cerebros fetales de los vertebrados superiores (Letinic, et al. Neuroscience, 86, 1 (1998)). También se
encuentran en diversos tumores neuroectodérmicos y hay por lo tanto potencialmente un gran interés en tener facil
acceso al oligosacéarido GT3. Para este fin, el procedimiento en la presente memoria comprende ademas el cultivo
del microorganismo de tal modo que el polipéptido bifuncional de sialiltransferasa de Campylobacter jejuni cataliza la
transferencia de un resto de sialilo procedente de una molécula de acido sidlico activado producido internamente a la
Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-4Glc (GD3) para formar Neu5Ac5a-8Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-4Gle (GT3).

Produccién de azucar de GM1

Como se ilustra en la figura 2, el sistema para la produccion de sialil-lactosa mostrado anteriormente (véase también
la figura 1) puede extenderse a la produccién de la porcién de hidrato de carbono de la gangliésido GM1 mediante la
expresion de los genes adicionales para una 3-1,4GalNActransferasa y para una 3-1,3-galactosiltransferasa. En la
presente memoria, el microorganismo de la invencion es como se mostré anteriormente en la figura 1 y comprende
ademas secuencias heterologas que codifican 3-1,4GalNActransferasa asi como (-1,3-galactosiltransferasa. En esta
forma de realizacion, la B-1,4GalNActransferasa transfiere un resto de UDP-GalNac a sialil-lactosa (GM3) para
formar GM2 y la B-1,3-galactosiltransferasa transfiere un resto galactosil a GM2 para formar GM1. Las cepas pueden
no ser capaces de producir de forma natural UDP-GalNAc, tal como las cepas K12 de E. coli. En este caso, la cepa
de la invencion puede complementarse por un gen que codifica una UDP-GIcNAc 4 epimerasa, tal como por ejemplo
el gen wbpP de P. aeruginosa (Creuzenet et al., 2000) y el gen gne de C. jejuni (Bernatchez et al., 2005). El azlcar
de GM1 presenta una galactosa terminal no reductora y esta estructura se puede utilizar como aceptadora por a-2,3-
sialiltransferasa para producir el azicar de GD1a. El azicar de GD1a tiene la misma estructura de disacarido no
reductor terminal que la sialilactosa y se puede utilizar como aceptor por la 3-1,4GalNActransferasa para formar un
producto heptasacarido que puede ser galactosilado en el octasacarido representado como GA1l (GalB-3GalNAcp-
4(Neu5Aca- 3)GalB-3GalNAcp-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc) en la figura 2.

La formacion de la GD1a y sus derivados mayores reducen el rendimiento de la produccién del azicar de GM1 y es
una forma de realizacién especifica de la invencion para reducir o suprimir la formacién de estos subproductos. Para
este fin, los inventores han descubierto una a-2,3-sialiltransferasa que no puede utilizar el azdcar de GM1 como
aceptor. La cepa NCTC 111168 de C. jejuni expresa estructuras de lipooligosacarido que imitan al gangliésido GM1
(Linton et al., 2000). Esta estructura de nucleo externo de lipooligosacaridos fue denominada por Linton et al. (2000)
nacleo externo "VI". NCTC 11168 de C. jejuni contiene un gen denominado cstlll que codifica una proteina que
presenta una identidad de secuencia del 53% con sialiltransferasa (Cstll) a partir de otras cepas de C. jejuni que
expresan al imitador de GD1la (Gilbert et al., 2002). La actividad de sialiltransferasa de la proteina Cstlll permite
ventajosamente la produccion del azacar de GM1 como el Unico producto de oligosacarido. Por lo tanto, en una
forma de realizacion preferida, la invencion comprende el procedimiento anterior para la produccion especifica de
GML1, en el que la sialiltransferasa heteréloga es una a-2,3-sialiltransferasa codificada por el gen cstlll aislado de las
cepas de C. jejuni que expresan las estructuras de lipooligosacarido que imitan el gangliésido GM1, tales como la
cepa NCTC de C. jejuni n° de registro 111168.

Produccién de aztcar de GM2

El sistema para la produccién de sialil-lactosa descrito anteriormente se puede extender a la produccion de la
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fraccion hidrato de carbono del gangliosido GM2 mediante la expresién de los genes adicionales para una (3-1,4-
GalNActransferasa y para UDP-GIcNAc 4 epimerasa. Se ha mencionado anteriormente que la CgtA B-1,4-
GalNActransferasa de C. jejuni presenta una actividad del lado B-1,4-galactosiltransferasa que dio como resultado la
produccién del analogo de azucar de GM2 designado como GA2 en la figura 3 (Antoine et al., 2003). El azlcar de
GA2 contiene una galactosa no reductora terminal y se ha constatado en el contexto de la presente invencion que
esta galactosa puede servir como aceptor de la sialiltransferasa para producir un tetrasacarido disialilado (GAS5,
figura 3) que a su vez la CgtAll 3-1,4-GalNActransferasa muy activa puede convertir en el pentasacarido GA4 o GA3
(figura 3).

La formacion de los subproductos GA2, GA3, GA4 y GA5 reduce el rendimiento de la produccion de azdcar de GM2
y dificulta su purificacién. Por lo tanto, esta comprendido dentro del alcance de la invencién suprimir la formacién de
estos subproductos. La actividad del lado de la B-1,4-galactosiltransferasa se puede suprimir convenientemente
utilizando mutantes incapaces de producir UDP-Gal. Como se ilustra en la figura 4, dicho mutante puede obtenerse
destruyendo uno de los tres genes siguientes: el gen galE que codifica la UDP-glucosa epimerasa, el gen galU que
codifica la UDP-Glc pirofosforilasa, y el gen pgm que codifica la fosfoglucomutasa. Por lo tanto, la invencion se
refiere a un procedimiento definido anteriormente para la produccion de oligosacaridos sialilados, que se extiende a
la produccién del fragmento hidrato de carbono del gangliésido GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (GM2), en el que
el microorganismo comprende ademas secuencias heterélogas que codifican una B-1,4-GalNActransferasa, tal como
el gen CgtAll de la cepa 0:36 de C. jejuni n° de registro 43456 en la ATCC, y una UDP-GIcNAc 4-epimerasa y en el
que el microorganismo ha suprimido o inactivado al menos uno de los tres genes siguientes para interrumpir la
produccién enddgena de UDP-Gal: el gen galE que codifica la UDP-glucosa epimerasa, el gen galU que codifica la
UDP-GIc pirofosforilasa, y el gen pgm que codifica la fosfoglucomutasa, evitando dicha interrupcion la produccién de
subproductos tales como GA2, GA3, GA4 y GAS.

Produccién de azucar de GD2

El sistema para la produccion de azucar de GD3 se puede extender a la produccién de la fraccion hidrato de
carbono de la GD2 gangliésido mediante la expresion de los genes heterdlogos adicionales que codifican una UDP-
GIcNAc 4-epimerasa y una B-1,4-GalNActransferasa que utilizan el azicar de GD3 como aceptor, tal como la
proteina CgtAll procedente de la cepa 0:36 de C. jejuni n° de registro 43456 de la ATCC.

En este sistema, tanto la Cstll sialiltransferasa como la CgtAll GalNAc transferasa compiten por la utilizacion de
sialil-lactosa como aceptor (figura 5). Para favorecer la produccion de azucar de GD2, se redujo en el contexto de la
presente invencion la expresion de cgtAll en la primera fase del cultivo (para permitir que la sialil-lactosa se convierta
principalmente en azlcar de GD3) y a continuacion se aumento la expresion de cgtAll en una segunda fase para
convertir GD3 en GD2. Esto se puede hacer colocando el gen cgtAll bajo el control de un activador que se regula de
forma independiente a partir de los activadores que controlan los otros genes. La actividad del lado de la B-1,4-
galactosiltransferasa de la proteina CgtAll puede dar como resultado la produccién de analogos galactosilados tales
como los compuestos GA2, GA5 y GA6 representados en la figura 5. Mientras que estos oligosacaridos pueden ser
de interés, también esta comprendido dentro del alcance de la invencion evitar la formacién de estos subproductos
utilizando cepas mutantes incapaces de producir UDP-Gal como se representé anteriormente para conducir a la
produccién especifica de GD2.

Produccién de azucares de GD1b, GTlc, GT1b, GQ1lb, GQlcy GPlc

La produccién de azlcar de GD1b (GalB-3GalNAcB-4 (NeuSAca-8Neu5Aca-3)GalB-4Glc) y azucar de GTlc (GalB-
3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-8Neu5Acald)GalB-4Glc) se puede conseguir utilizando la misma combinacion de
genes que en el sistema de produccion de azlcar de GD2 descrito anteriormente y, ademas, expresando un gen de
B-3 Gal transferasa. En la presente memoria, el microorganismo comprende ademas secuencias heterélogas que
codifican UDP-GIcNAc 4 epimerasa, una B-1,4-GalNActransferasa que utilizar el azicar de GD3 y GT3 como
aceptor, tal como la proteina CgtAll de la cepa 0:36 de C. jejuni n° de registro 43456 de la ATCC y una B-1,3-
galactosiltransferasa, tal como el gen cgtB de la cepa O:2 de C. jejuni n° de registro 11168 de la NCTC.

El sistema para la produccién de GD1b y GT1c puede extenderse a la produccion de GT1b, GQlc, GQlby la GP1c
mediante la expresion de un gen que codifica una sialiltransferasa que puede utilizar GD1b y GT1c como aceptores.

Produccién de azucares de GDlay GTla

La estrategia para la produccion de azicar de GT1la se ilustra en la figura 6 y se basa en la coexpresion del gen cstll
para la sialiltransferasa bifuncional con el gen cgtA que codifica una B-1,4GalNAc transferasa que no utiliza azticar
de GD3 como aceptor, siendo los productos finales los azlUcares de GD3, GD1a y GT1a. En la presente memoria, la
invencion se refiere a un procedimiento seguin se describi6 anteriormente para la produccién de oligosacaridos
sialilados que se aplica para producir especificamente Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(NeuS5Aca-3)GalB-4Glc (GD1a) y
Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (GT1la), en los que el microorganismo comprende
secuencias heterélogas que codifican una 0-2,3 a-2,8-sialiltransferasa bifiinctional, tal como el gen cstll de la cepa de
C. jejuni n° de registro 43438 de la ATCC, una B-1,4-GalNAc transferasa, tal como el gen cgtAll de la cepa O:36 de
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C. jejuni n° de registro 43456 de la ATCC, que no utiliza el azicar de GD3 como aceptor, y una -3 Gal transferasa,
tal como el gen cgtB de la cepa O:2 de C. jejuni n° de registro 11168 de la NCTC.

Produccién de oligosacéridos LSTp (sialil-LNNnT) y sialil-lewis X

Ya se ha descrito que la cepa metabdlicamente modificada que expresa los genes IgtA e IgtB que codifican -1,3
GIcNAc transferasa y B-1,4-galactosiltransferasa respectivamente puede producir el tetrasacarido LNnT (GalB-
4GIcNacB-3GalB-4Glc) a partir de lactosa exdgena (Priem et al., 2002). El sistema anterior para la producciéon de
oligosacaridos sialilados se puede extender a la produccion del pentasacarido LSTp (Neu5Aca-3GalB-4GlcNacp-
3GalB-4Glc) expresando el gen adicional nst y neuBCA en una cepa NanK-, NanA- como se ilustra en la figura 7. El
sistema para la sintesis de LSTp se puede combinar con el sistema de fucosilacién que se ha descrito para la
produccién de oligosacéarido Lewis X (Dumon et al., 2004) para producir oligosacaridos que llevan el motivo sialil-
Lewis X (Neu5Aca-3GalB-4(Fuca-3)GlcNacB-) en su extremo no reductor. En este sentido, el microorganismo
comprende ademas una secuencia heter6loga que codifica una a-1,3-fucosil transferasa, tal como futA de
Helicobacter pylori (por ejemplo, la SEC. ID. n° 18 - de Helicobacter pylori n° de registro 26695 de la ATCC) y futB
(por ejemplo, SEC. ID. n° 19 - de Helicobacter pylori n° de registro 26695 de la ATCC).

Produccién del hexasacarido sialosil galactosil globésido (SGG)

Se ha constatado que el sialosil galactosil globésido (Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-3Gala-4GalB-4Gal) es el receptor
preferido para la uniéon de Escherichia coli uropatégena (Stapleton et al., 1998) y podria utilizarse potencialmente
como agente antiinfeccioso. La produccion del hexasacarido SGG a partir de globotriosa se ha descrito
recientemente utilizando acido sidlico afiadido exdgenamente (produccion eficiente de azicar de globodsidos
utilizando microorganismos modificados metabdlicamente en la solicitud de patente US 60/711.406). La produccion
de hexasacarido SGG fue llevada a cabo por una cepa NanA- melA- que expresa (i) el gen IgtD de Haemophilus
influenzae (cepa rd) que codifica tanto una transferasa GalNAc como unas actividades de galactosiltransferasa, (ii) la
nst sialiltransferasa (a-2,3 sialiltransferasa, tal como por ejemplo de N. meningitidis, como la cepa MC58: nimero de
registro U60660 en Genbank- SEC. ID. n°, protein_id = AAC44541.1 - SEC.. ID. n°® 6), que cataliza la transferencia
desde un resto sialilo o de una molécula de acido sialico activado a globopentosa para formar hexasacarido sialosil
galactosil globdsido (SGG), (iii) el gen neuA de CMP Neu5Ac sintasa y (iv) el gen wbpP para UDP-GIcNAc
epimerasa.

Este sistema se ha modificado para trabajar sin adiciéon de acido sialico utilizando una cepa NanK- NanA- melA- y
expresando ademas los genes neuABC, como se ilustra en la figura 8.

En algunas formas de realizacion, los microorganismos se manipulan para mejorar el transporte de un sacarido
aceptor en la célula. En la presente memoria, donde la lactosa o globotriosa es el sacarido aceptor, se pueden
utilizar células de E. coli que expresan o sobreexpresan la LacY permeasa.

Por lo tanto, se describe el procedimiento anterior en el que el microorganismo se cultiva en un medio con
globotriosa y es LacY+, MelA-, nanT+, NanA-, NanK- y comprende IgtD heterdlogos, genes para a-2,3-
sialiltransferasa y UGP-GIcNAc C4 epimerasa, asi como los genes neuABC.

Ademas en la presente memoria se describe un procedimiento de acoplamiento en el que se utiliza un primer
microorganismo para preparar globésidos. Como se mencion6 anteriormente, el medio de cultivo puede incluir
lactosa o globotriosa pero no existe ninguna necesidad de suministrar acido sidlico en la configuracion en la
presente memoria ya que se produce internamente. Cuando se utiliza globotriosa, en la presente memoria se
contempla un conjunto de dos microorganismos separados, cultivandose dicho primer microorganismo en un medio
con lactosa y siendo LacY+, LacZ-, MelA- y comprendiendo un gen IgtC heterélogo para producir globotriosa (la
enzima a-1,4-Gal transferasa puede ser codificada, por ejemplo, por los genes LgtC de N. meningitidis, N.
gonorrhoeae o Haemophilus influenzae, mas particularmente por el gen LgtC de Neisseria meningititis L1 (126E)
numero de registro U65788 en GenBank - SEC. ID. n° 7, protein_id AAB48385 - SEC. ID. n° 8), cultivandose el
segundo microorganismo en un medio con globotriosa y siendo LacY+, MelA-, nanT+, NanA’; NanK- y
comprendiendo genes heterélogos IgtD, wbpP y nst, asi como los genes neuABC. El gen IgtD codifica una B-3
GalNAc transferasa para catalizar la transferencia de un resto de galactosa desde la UDP-Gal a globotetraosa para
formar globopentosa (actividad de -3 Gal transferasa). Por ejemplo, se puede utilizar el gen IgtD de Haemophilus
influenzae HI1578, nimero de registro de GenBank U32832 - SEC. ID. n° 9, protein_id = AAC23227 - SEC. ID. n°
10.

Produccién de sialilgalactosa

Se ha demostrado recientemente que el mutante galK que carece de actividad de galactocinasa puede utilizar
galactosa exdgena como aceptor para la sintesis de oligosacaridos con un terminal que reduce la galactosa (Dumon
et al.,, 2005). El procedimiento para la produccion de oligosacaridos sialilados como se describié anteriormente
puede ser utilizado convenientemente para producir el disacarido sialilgalactosa (Neu5Aca-3Gal) por un galK-,
NanA- y NanK- (o NanKEAT-) de microorganismo que expresa el gen de la sialiltransferasa y los genes neuBCA
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cultivados en un medio con galactosa.

Produccién de oligosacéridos sialilados con un terminal gue reduce la galactosa

El procedimiento para la sintesis de sialilgalactosa se puede adaptar a la produccion de analogos de toda la
estructura sialilada mencionada anteriormente. El uso de galactosa como aceptor en lugar de lactosa dio como
resultado la formacién de analogos que carecen del resto de glucosa terminal.

Produccién de oligosacaridos sialilados con una lactosa o galactosa terminal que presenta funciones quimicas
latentes

La amplia especificidad de la azicar permeasa se puede utilizar para interiorizar derivados de lactosa o galactosa
gue presentan funciones quimicas latentes para producir oligosacaridos conjugables. Esta estrategia se ha aplicado
con éxito a la sintesis de las fracciones de oligosacaridos de los gangliésidos GM2 y GM3 con un alil o un propargil
aglucén o (Fort et al., 2005). La funcidon alquino permite una adicidon de azido en condiciones acuosas y la funcién
alqueno puede convertirse en un aldehido para unirse a proteinas por aminacion reductora, o transformarse en un
grupo amino versatil mediante la adicion de cisteamina. Pueden utilizarse también otras funciones quimicas tal como
el grupo azida o amino. Todos estos derivados de lactosa o galactosa pueden utilizarse convenientemente para
producir analogos conjugables de toda la estructura sialilada mencionada anteriormente.

Produccién de oligosacéridos sialilados con estructura de quito-oligosacéarido en su extremo reductor

Se ha demostrado que cepas de E. coli que sobreexpresan el gen nodC de Azorhizobium caulinodans para quitin-
oligosacarido sintasa producen mas de 2 g-I'l de quitinpentosa cuando se cultivaban a alta densidad celular (Samain
et al.,, 1997). Una vez producida en el citoplasma, la quitinpentosa puede servir como aceptor para las
glucosiltransferasas que reconocen un resto terminal GIcNAc no reductor. Esta estrategia se utilizd para la sintesis
del hexasacarido GalB-4[GIcNAcB-4]aGIcNAc por una cepa de E. coli que coexpreso el gen nodC de Azorhizobium
caulinodans y el gen IgtB de Neisseria meningitidis para (-1,4-galactosiltransferasa (Bettler et al., 1999). El motivo
de N-acetil-lactosamina terminal de este hexasacarido es un aceptor para la sialiltransferasa. El heptasacarido
sialilado Neu5Aca-3GalB-4[GIcNAcB-4]4GIcNAc por lo tanto se puede producir convenientemente en cepas mutantes
de NanK, NanA que coexpresan a nodC, IgtB, nst y neuBCA. Una estrategia recientemente desarrollada para reducir
este tamafio consiste en hidrolizar con enzimas la quitinpentosa con una quitinasa en las bacterias vivas tan pronto
como la produce NodC (Cottaz y Samain, 2005). Se ha constatado que en el procedimiento de la invencion es
posible evitar la formacion del cebador de quitinpentosa de gran tamafio, que aumenta considerablemente el peso
molecular de las estructuras diana utilizando el gen de quitinasa de Bacillus circulans por ejemplo.

Como se ilustra en la figura 9, el procedimiento de la invenciéon permite la formacién del tetrasacarido sialilado
Neu5Aca-3GalB-4GIcNAcB-4GIcNAc por las cepas NanK-, NanA- que coexpresan nodC, chiA, IgtB, nst y neuBCA.
Por lo tanto, la invencion se refiere al procedimiento anterior; o alternativamente a un procedimiento en el que nada
exogeno se afiade al medio de cultivo; para la produccion de oligosacaridos sialilados con estructura de quito-
oligosacarido en su extremo reductor, tal como el heptasacarido sialilado Neu5Aca-3GalB-4[GIcNAcB-4]4GIcNAc, en
el que la siali-transferasa es un a-2,3-sialiltransferasa, tal como el gen nst de Neisseria, y el microorganismo
comprende ademas una quitin- oligosacarido sintasa tales como el gen nodC de Azorhizobium caulinodans y un gen
de B-1,4-galactosiltransferasa tal como el gen IgtB de Neisseria meningitidis. Se puede extender a la produccion del
tetrasacarido sialilado Neu5Aca-3GalB-4GIcNAcB-4GIcNAc, en el que el microorganismo comprende ademas una
secuencia heterdloga que codifica una quitinasa, tal como el gen chiA.

En otro aspecto todavia, la invencion se refiere a un microorganismo como se definié anteriormente, asi como a un
medio de cultivo celular que comprende un precursor exégeno seleccionado entre lactosa, galactosa, B-galactésido,
y a-galactdsido tal como globotriosa (Gala-4GalB-4Glc) y dicho microorganismo.

Ejemplo 1: Construccién de los mutantes NanA, NanKA y NanKETA

Todos los mutantes se construyeron a partir de la cepa DC (Dumon et al., 2005) que era un derivado de la cepa DH1
que lleva las mutaciones lacZ y lacA. Puesto que todos los derivados de la cepa DH1 son mutantes de recA, se
transformaron con el plasmido pEXT22 de bajo nimero de copias (Dykxhoorn et al., 1996) que lleva un gen recA
funcional y una resistencia a la kanamicina para recuperar un fenotipo de RecA" transitorio para el procedimiento de
inactivacion de genes que implicaba recombinacién del ADN. Una vez que el gen ha sido interrumpido, el plasmido
se curo cultivando la célula sin kanamicina y detectando el fenotipode RecA'.

La cepa AZL se construyé a partir de la cepa DC, mediante la inactivacion de NanA usando el plasmido pMAK705
suicida (Hamilton et al., 1989) como se describié anteriormente (Priem et al., 2002).

Para construir la cepa ZLKA a partir de la cepa DC, se destruyeron los genes NanKETA suprimiendo un segmento

de 3,339 kb en el ADN cromosémico utilizando el procedimiento de una etapa anteriormente descrito que utiliza
cebadores de RCP para proporcionar la homologia con la secuencia diana (Datsenko y Wanner, 2000). La
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secuencia del cebador aguas arriba fue 5’GCAATTATTGATTCGGCGGATGGTTTGCCGATGGTGGTGTAGGCTG
GAGCTGCTTC (SEC. ID. n® 11) y la secuencia del cebador aguas abajo fue 55CTCGTCACCCTGCCCGGCGCG
CGTGAAAATAGTTTTCGCATATGAATATCCTCCTTAG. ((SEC. ID. n° 12).

El mismo procedimiento se utilizé para inactivar el gen NanK en la cepa AZL para obtener la cepa AZK excepto que
el tamafio del fragmento eliminado fue de 0,537 kb y que la secuencia del cebador aguas arriba fue

5’CACTGGCGATTGATATCGGCGGTACTAAACTTGCCGCCGTGTAGGCTGGAGCTGC
TTC (SEC ID n° 13).

Ejemplo 2: Clonacién de los genes  neuBCA

Un fragmento de 2.995 ADN que contiene la secuencia de los genes neuBCA se ampli6é por RCP utilizando el ADN
gendmico de la cepa 43438 de la ATCC de Campylobacter jejuni como plantilla.

Un secuencia de Kpnl se afadio al cebador izquierdo:
5'GGTACCTAAGGAGGAAAATAAATGAAAGAAATAAAAATACAA (SEC ID n° 14)

y una secuencia Xhol se afiadié al cebador derecho
5'CTCGAGTTAAGTCTCTAATCGATTGTTTTCCAATG (SEC ID n° 15).

El fragmento ampliado se clond en primer lugar en el vector pCR4BIlunt-TOPO (Invitrogen) y a continuacion se
subclond en las secuencias Kpnl y Xhol del vector pBBR1-MCS3 para formar pBBR3-SS.

Ejemplo 3: Produccion de sialil-lactosa por cepas de E. coli metabolicamente modificadas

Se investigdé la produccién de sialil-lactosa con diferentes cepas mutantes contenidas en el gen nst de N.
meningitidis para a-2, 3-sialiltranferasa y el plasmido pBBR3-SS que contenia los genes neuC, NeuB y neuA de C.
jejuni que codifican la N-acetilglucosamina-6-fosfato-epimerasa, la acido sialico sintasa y CMP-Neu5Ac sintetasa,
respectivamente. La produccién de sialil-lactosa se estimé por analisis cuantitativo colorimétrico del acido sialico
tanto en fracciones intracelulares como extracelulares (Tabla 2). Los resultados demostraron que el mutante AWI de
NanA y la cepa DC6, que no contenia ninguna mutacion en el operdn de acido sialico, produjeron baja cantidad de
sialil-lactosa con un rendimiento de produccién similar. Los dos mutantes AZK1 y DC7 que llevaban las mutaciones
NanK y NanA ambas producen cantidades cuatro veces mayores de sialil-lactosa. No pudo detectarse nada de acido
sialico en el cultivo de referencia de DC7 incubado sin lactosa, lo que indica que la alta concentracion de acido
sialico total correspondia a la formacién de sialil-lactosa.

La mejora de la produccion de sialil-lactosa se confirmé también por andlisis de TLC, que demostré que la banda
correspondiente a sialil-lactosa era mucho mas intensa en extractos de DC7 y AZK1 que en extractos de DC6 y
AW1.

Tabla 2. Andlisis cuantitativo colorimétrico de acido sialico en fracciones intracelulares y extracelulares de cultivos de
alta densidad celular de cepas genéticamente modificadas para la produccion de sialil-lactosa

Cepa Mutacién Genes heterologos expresados | Aceptador Concentracion de Neu5Ac
(9 I'l) intracelular extracelular

DC ninguno lactosa 0 0

DC6 neuBCA nst lactosa 0,94 0,43

AW1 NanA neuBCA nst lactosa 1,13 0,27
DC7 NanKETA neuBCA nst lactosa 2,32 3,25
DC7 NanKETA neuBCA nst ninguno 0,11 0

DCO NanKETA neuBCA lactosa 0 0

AZK1 NanK NanA neuBCA nst lactosa 2,16 2,93

El acido sialico total se analizd cuantitativamente por el método de la difenilamina (Werner y Odin, 1952). Los
cultivos se incubaron 30 horas después de la adicién de la lactosa suministrada a una concentracion de 7,5 g/l
excepto para el cultivo de referencia de DC7 sin lactosa.

Ejemplo 4: Produccion a gran escala de sialil-lactosa con alimentacién continua de lactosa

Este rendimiento de la produccion se aumenté ampliando el tiempo de cultivo a 71 horas. Se afiadio lactosa a una
concentracion de 2 g-l'l al comienzo de las fases de alimentacion discontinua. Se afiadié en primer lugar de forma
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continua con un ritmo de aporte de 0,52 g-l'l-h'1 durante 5 horas en la fase con un ritmo alto de alimentacién de
glicerol. El ritmo de aporte de lactosa se disminuy6é a continuacién a 0,3 g-I'l-h'1 hasta el final del cultivo en la
segunda fase con un ritmo de bajo alimentacion de glicerol. El analisis por TLC demostré que sialil-lactosa
(compuesto 2, figura 10) se produjo continuamente hasta el final del cultivo y que la produccién sialil-lactosa no
estuvo limitada por el aporte de lactosa (compuesto 1) que siempre pudo detectarse en pequefia cantidad a lo largo
del cultivo en el fraccion intracelular.

El andlisis cuantitativo colorimétrico del acido sidlico indicé que la sialil-lactosa se acumulaba principalmente en la
fraccion intracelular en la primera Parte del cultivo. La concentracion de sialil-lactosa intracelular se estabilizé
entonces a aproximadamente 10 g-I" y la sialil-lactosa, que se produjo ademas, se segregé en el medio extracelular
donde se acumulé a una concentracion final de 15,5 g-I’1 (figura 11).

Ejemplo 5: Purificacion de sialil-lactosa

Se purifico sialil-lactosa procedente de un litro de cultivo de DC7 obtenida como se describe en el ejemplo 4. Al final
del cultivo, la fraccion extracelular se separé de las células por centrifugacion. El pH de la fraccion extracelular se
redujo a 3,00 mediante la adicién de una resina de intercambio catiénico fuerte (Amberlite IR120 forma H*). Esto dio
lugar a la precipitacion de las proteinas que se separaron por centrifugacién. El pH del sobrenadante claro se ajusto
a 6,0 mediante la adicion de un intercambiador aniénico débil (Dowex 66 forma de base libre) y después la mitad del
sobrenadante se carg6 en una columna (5 x 20 cm) Dowex 1 (forma HCOS3). La resina Dowex 1 retuvo la sialil-
lactosa y, después de lavar con agua destilada, se eluy6é con un gradiente continuo de NaHCO3 0-500 mM. El
mismo procedimiento se repitid con la otra mitad del sobrenadante. Las fracciones eluidas que contenian sialil-
lactosa se agruparon y el NaHCO3 se extrajo mediante un tratamiento con Amberlite IRL 20 (forma H") hasta pH 3,0.
El pH se ajust6 a 6,0 con NaOH y la sialil-lactosa se liofilizé.

Para la purificacion de la fraccion intracelular, las células se permeabilizaron por calentamiento (100°C, 45 min) y se
volvieron a poner en suspensién en el mismo volumen que el medio de cultivo inicial. Los oligosacaridos se
difundieron libremente fuera de las células y se recuperaron en el sobrenadante después de la centrifugacion. La
purificacion de sialil-lactosa se llevd a cabo a continuacion utilizando el mismo protocolo que para la fraccion
extracelular.

A partir de un cultivo de un litro de la cepa DC7, el rendimiento de la sialil-lactosa purificada fue de 9 gramos de la
fraccion extracelular y 6 gramos de la fraccion intracelular. La identificacién del producto purificado como sialil-
lactosa se confirmé por andlisis de espectrometria de masas.

Ejemplo 6: Produccion de azlUcares de GD3 y GT3

La produccion de los azlUcares de GD3 y GT3 procedentes de lactosa exdgena y NeuS5Ac se ha descrito
anteriormente utilizando la cepa metabdlicamente modificada que expresa el gen cstll de Campylobacter jejuni para
la 0-2,3 y 0-2,8 sialiltransferasa bifuncional (Antoine et al., 2005). En la presente memoria se ha investigado la
produccién de estos dos oligosacaridos sin suministro exégeno de acido sialico utilizando el sistema descrito en el
ejemplo 3. La cepa NF3 productora de GD3 era un mutante de NanKEAT que coexpreso cstll y neuBCA (Tabla I). La
cepa NF3 se cultivd a alta densidad celular en presencia de 3 g-l'l de lactosa. El analisis por TLC (figura 12)
demostré que la lactosa se convirtié por completo en tres compuestos que se supone que son los azlcares de GM3
(1) GD3 (2) y GT3 (3).

La fraccion intracelular del cultivo de la cepa NF03 se purificd por cromatografia de intercambio iénico sobre Dowex
1 como se describe en el ejemplo 4 y se separaron tres fracciones de oligosacaridos que contienen los azlcares de
GM3, GD3 y GT3 respectivamente. Los rendimientos de las tres fracciones de azucar fueron 0,16 g, 0,75 gy 1,26 g,
respectivamente. La identificacion se confirmé por analisis de espectrometria de masas de las fracciones
purificadas.

Ejemplo 7: Produccién de azucar de GM1 utilizando la sialiltransferasa de N. meningitidis y la UDP-GICNA ¢
C4 epimerasa de P. aeruginosa .

La produccion de azicar de GML1 partir de lactosa exégena y de Neu5Ac se ha descrito anteriormente utilizando una
cepa metabdlicamente modificada que expresa: (i) el gen nst de N. meningitidis para a-2,3-sialiltranferasa; (ii) el gen
cgtA de cepa OH4384 de C. jejuni O:19, que codifica una B-1,4-GalNAc transferasa; (iii) el gen cgtB de la cepa
NCTC 11168 de Campylobacter jejuni, que codifican B-1,4-galactosiltransferasa, (iv) el gen wbpP de P. aeruginosa
gue codifica una UDP-GIcNAc C4 epimerasa (Antoine et al., 2003). Los primeros intentos para producir azlcar de
GM1 sin adicién exdgena de acido sidlico coexpresando cgtA, cgtB y nst con neuBCA indicaron que la etapa
limitante era la conversién de sialil-lactosa en aztcar de GM2 por la CgtA GalNAc transferasa. Se ha demostrado
que las GalNAc transferasas existen en diferentes versiones dependiendo de las cepas de Campylobacter. Se
sefialé que la versién clonada de cgtA procedente de la cepa OH4384 tiene una actividad especifica mucho mas
baja que las de las versiones de la cepa ATCC 4356 o NTCC 11168 (Gilbert et al., 2002; Varki, 1993). El gen cgtAll
por lo tanto se cloné por RCP a partir del ADN gendmico de la cepa ATCC 4356 y se subclon6 con el gen nst en un
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plasmido pBluescript, produciendo el plasmido nst-pBS-cgtAll (Tabla I). El gen wbpP se clon6 a partir del plasmido
pBBRwbpP (Antoine et al., 2003) aguas abajo del gen neuBCA en pBBR3-SS, produciendo pBBR-SS-wbpP. El gen
cgtB se clond a partir del plasmido pACT3cgtAB (Antoine et al., 2003) en el plasmido pSU27-18, produciendo
pSU18-cgtB. La cepa DC15 se construy6 transformando la cepa ZLKA mutante de NanKEAT con los tres plasmidos
pBS-cgtAll-nst, pBBR-SS-wbpP y pSU18-cgtB (tabla 1).

Como se muestra en la figura 13, la cepa DC15 no acumul6 el azicar de GM3 (1), lo que indica que la CgtAll
procedente de la cepa ATCC 4356 era considerablemente mas activo que CgtA procedente de la cepa OH4384. Al
final del cultivo, los principales productos eran un compuesto (5) que migraba mas lento que el azicar de GM1 y un
compuesto (2') que migraba como el azUicar de GM2. Después de la purificaciéon en Dowexl, el andlisis de
espectrometria de masas indicé que el compuesto (2') era un analogo de aziicar de GM2 que presenta un resto de
Gal en lugar de GalNAc y que ademas se designdé como azUcar de GA2 (Tabla 3). La estructura era: Galp-
4(Neu5Aca-3)GalB4Glc. El espectro de masas del compuesto (5) sugiere que era un octasacarido disialilado
formado por la transferencia de dos restos de azucar (una HexNAc y un Hex) en el azicar de GD1a. Dado que estos
dos azlicares son mas probablemente afiadidos por CgtAll y CgtB, la estructura del compuesto (5), que fue
designado ademas como azlcar de Gal, es probable que sea: GalB-3GalNAcB-4Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-
4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (Tabla 3).

Tabla 3 Estructura de analogos de azucar de ganglidsido formados como subproductos durante la sintesis de azlcar
de gangliésidos en razén de la actividad de B-1,4Galactosiltransferasa de la CgtA 3-1,4-GalNActransferasa.

Estructura Denominacion en el texto
GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc GAl
GalB-4(Neu5Aca-3)GalB4Glc GA2
GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc GA3
GalB-4(Neu5Aca-3)GalB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc GA4
Neu5Aca-3GalB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc GA5
GalB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-3)GalB-4Glc GA6

Ejemplo 8: Produccion de azucar de GM1 utilizando la sialiltransferasa de N. meningitidis y la UDP-Gal C4
epimerasa de Campylobacter(GNE).

El azGcar de GA2 se produjo por cultivo de DC15 porque la CgtAll es muy activa y se puede utilizar UDP-Gal como
donante de azlcar en lugar de UDP-GalNAc en caso de escasez de UDP-GalNAc. Ya que esta escasez puede ser
debida a una actividad insuficiente de la UDP-GIcNAc C4 epimerasa codificada por wbpP, se investigoé la utilizacién
de la epimerasa codificada por el gen gne de C. jejuni. Se ha demostrado recientemente que este gen es mas activo
gue WbpP (Bernatchez et al., 2005). El gen gne se cloné por RCP a partir del ADN gendémico de la cepa NCTC
11168 de C. jejuni y se subcloné en el plasmido pBBR-SS aguas abajo de los genes neuBCA. El plasmido pBBR-
SS-gne resultante se utilizé para construir la cepa DC21 que era similar a la cepa DC15, excepto que expresaba gne
en lugar de wbpP. (Tabla 1).

Como se muestra en la figura 14, la expresion adicional de gne ha suprimido casi en su totalidad la acumulacion de
azucar de isoGM2 vy los dos productos principales fueron el azicar de GM1 (3) y el azucar de GA1 (5). El GM1 se
acumulé temporalmente; su concentracién intracelular alcanzé un maximo de 28 horas después de la adicién de
lactosa y a continuacion disminuy6 debido a la formacién del compuesto (5).

Ejemplo 9: Produccién de azlcar de GM1 utilizando el C. jejuni sialiltransferasa Cstlll

El gen cstlll se cloné por RCP utilizando ADN gendémico de la cepa NCTC 11168 de C. jejuni O:2 como plantilla. El
gen cstlll se subcloné a continuacién en un plasmido pBluescript aguas arriba de cgtAll. El plasmido resultante pBS-
cstlll-cgtAll se utilizé para construir la cepa DC22 que también expreso cgtB y los genes neuBCA para la biosintesis
de CMP-Neus5.

El analisis por TLC (figura 15) demostrd que el azicar de GM1 (3) era casi el Unico oligosacéarido encontrado en la
fraccion intracelular de la cepa DC22 al final del cultivo. La sialil-lactosa (1) y el azicar de GM2 (2) apenas pudieron
ser detectados como producto intermedio. Después de la purificacion en Dowex1 como se describe en el ejemplo 5,
el rendimiento de azdcar de GM1 fue de 6 g en un litro de cultivo.

Ejemplo 10: Produccién de aztcar de GM2
La produccién de azucar de GM2 se investigd con la cepa ZWT que era similar a la cepa DC21 productora de GM1
excepto que no expreso el gen cgtB. Como se muestra en la figura 16, la cepa ZWT convirti6 la lactosa muy

rapidamente en los compuestos (2) que migraron como GM2. Inesperadamente se produjo también un compuesto
(3) que migraba mas lento que GM2.
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Los compuestos (2) y (3) se purificaron a partir de la fraccion intracelular del cultivo de la cepa ZWT por
cromatografia en Dowexl1. El analisis de espectrometria de masas indicé que el compuesto purificado (2) consistia
en una mezcla de aztcar de GM2 y del analogo de azlcar de GA2.

El espectro de masas ESI de la fraccion B mostré dos picos a m/z 1310 y 1269. El pico a m/z 1310 probablemente
corresponde a los iones casi moleculares [(M+Na-H)-H] derivado del hexasacarido GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-
4(Neub5Aca-3)GalB-4Glc que fue designado ademas como azlcar de GA3 (Tabla 3). El segundo pico a m/z 1269
corresponde a los iones casi moleculares [(M+Na-H)-H] derivados de la estructura GalB-4(Neu5Aca-3)GalB-
4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (denominado azucar de GA4).

La formacion de los azlcares de GA3 y GA4 se explica como se ilustra en la figura 11 por una actividad secundaria
de la Nst sialiltransferasa que parece ser capaz de sialilar el terminal Gal no reductor del azicar de GA2. El
pentasacérido disialilado resultante (azlcar de GA6) puede servir como aceptor para que la CgtAll se convierta en
los azlcares de GA3 0 GA4.

Ejemplo 11: Construccién de mutantes de  galU

Para construir el mutante galU, un fragmento de ADN de 1,88 kb que contiene la secuencia galU se amplié por RCP
utiizando el ADN genomico de E. coli K12 como plantila y los dos cebadores siguientes:
5'CAATGCCAAATATGGGGAAC (SEC. ID. n° 16) y 55GCGGCCGCGTCTTTTCTGGCTAA (SEC. ID. n° 17)

El fragmento ampliado se cloné en el vector pCR4blunt-TOPO (Invitrogen) y un fragmento de 0,244 kb situado entre
las dos secuencias Ndel presentes en la secuencia galU se escindié por digestién con Ndel. El gen galU truncado se
subcloné en las secuencias Sall Notl del vector pKO3. La ruptura de galU se llevo a cabo en la cepa ZLKA segun el
protocolo de sustitucion de genes pKO3 (Link et al., 1997), produciendo la cepa anfitriona ZWU.

Ejemplo 12: Produccion de azUcar de GM2 por mutantes de galu

El cepa ZWU?2 era similar a la cepa ZWT utilizado para la produccion de aztcar de GM2 en el ejemplo 10, excepto
que la cepa ZWU de galU se utilizé6 como cepa anfitriona en lugar de la cepa ZLKA (Tabla 1). Como se muestra en la
figura 17, no se detectaron mas subproductos (3) al final del cultivo de ZWU2. Ademas el andlisis de espectrometria
de masas demostr6 que el compuesto (2) s6lo se componia de azticar de GM2 y que el analogo de azUcar de GA2,
que estaba presente en el compuesto (2) purificado a partir del cultivo ZWT, se pudo detectar (figura 18).

Ejemplo 13: Produccion de azUcar de GD2

El primer intento de producir el aztcar de GD2 se realizé con la cepa NF08 que se construyo transformando la cepa
anfitriona ZLKA con los tres plasmidos pUC18-cstll, pBBR3-SS-gne, pWKS-cgtAll (Tabla 1). La caracterizacion de
oligosacaridos producidos por la cepa NFO8 mostré que los principales productos eran el azicar de GM2 y su azUcar
de GA2 analogo galactosilado. También se form6 una pequefia cantidad de azicar de GD2 pero se purific6 como
una mezcla con los analogos GA5 y GA6 galactosilados (figura 5).

El gen cgtAll se subclono en el plasmido pBAD 33 bajo el control del activador arabinosa (Pars). De esta manera la
expresion de cgtAll podria regularse independientemente de los demas genes que estaban bajo el control del
activador Pi,c. La cepa NF09 que contiene el plasmido pBAD33-cgtAll en lugar de pWKS-cgtAll se cultivd sin
arabinosa durante las primeras 24 horas siguientes a la adicion de lactosa (39-I'1). Después se afiadid arabinosa y la
cepa se cultivd por un periodo adicional de 24 horas. Esta estrategia resultd eficaz en la disminucion de la
produccion de aztcar de GM2 con un aumento simultaneo en el rendimiento de aztcar de GD2. Sin embargo, los
analogos galactosilados GA5 o GA6 se producian todavia en cantidad significativa. Para evitar la formacion de estos
analogos, que son muy dificiles de separar de GD2, se investigé la produccion de GD2 en la cepa ZWU1 mutante de
galu.

La cepa ZWUL1 era similar a la cepa NF09 excepto que la cepa ZWU de galU se utilizé6 como cepa anfitriona en lugar
de la cepa ZLKA (Tabla 1). Se afiadié arabinosa después de 25 horas de cultivo para aumentar la expresion de
cgtAll después de que casi la totalidad de la sialil-lactosa ha desaparecido. La purificacion de la fraccién intracelular
en Dowex1 condujo a la separacion de cuatro fracciones (figura 19). El andlisis de espectrometria de masas indico
que la fraccion A estaba compuesta de azucar de GM2 y que la fraccion B consistia en azlcar de GD2. La fraccién
C contenia principalmente GD3 y la fracciébn D contenia azlUcares de GT2. No pudieron detectarse analogos
galactosilados y el aztcar de GD2 se obtuvo como producto principal.

Ejemplo 14: Produccién de GD1b y GT1
Los dos genes cstll y cgtB se clonaron en el mismo plasmido pBluescript (pBS-cstll-cgtB). La cepa NF21 se
construyo transformando la cepa anfitriona ZLKA con el plasmido pBS-cstll-cgtB y los dos plasmidos pBBR-SS-gne y

pBAD33-cgtAll. La cepa NF21 se cultivo a alta densidad celular como se describe para la cepa NF09 en el ejemplo
13, en las condiciones que favorecieron la formacion de GD2. Los oligosacaridos producidos a partir de un cultivo de
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un litro de la cepa NF21 se purificaron en primer lugar en la resina Dowex 1 (HCO3) y tres fracciones (A, By C) se
eluyeron con un gradiente de NaHCO3 (0-1 M).

El andlisis de espectrometria de masas indicé que la fraccion A (490 mg) contenia azlcar de GD1, que la fraccion B
(870 mg) contenia una mezcla de azicar de GD1 con analogo de GA5 o GAB, y que la fraccién C (960 mg) contenia
azlcar de GT1. Los azucares de GD1 y GT1 se purificaron a partir de las fracciones A y C por cromatografia de
exclusién por tamafio en una columna Toyopearl HW40S utilizando NaHCO3 100 mM como eluyente. Como se
muestra en la Tabla 4, el andlisis de 'H RMN demuestra que los desplazamientos quimicos de protones del H-1 de
la galactosa terminal tanto de GD1 como GT1 estaban muy proximos al valor del H-1 del azicar de GM1a en el que
la galactosa terminal no esta sustituida. Por el contrario la sefial del H-1 de la galactosa terminal de GDla y GTla
cambi6 a 4,62 ppm en razén de su sustitucion con un &cido sialico. Estos resultados indicaban claramente que los
azlcares de GD1 y GT1 producidas por la cepa NF21 tenian la estructura de GD1b y GT1c.

Tabla 4. Desplazamiento quimico de la RMN de proton de azlcares de gangliésidos a 343°K

Cepa | Azlcar purificado | Galactosa terminal Galactosa interna | GalNAc Glucosa

H-1 H-3 H-1 H-3 H-1 aH-1 B H-1
DC22 GMla 4,57 3,84 4,56 4,17 4,83 5,25 4,68
NF17 GDla 4,62 4,11 4,54 4,17 4,83 5,25 4,68
NF17 GTla 4,62 nd 4,53 nd 4,83 5,25 4,68
NF21 GD1b 4,55 nd 4,53 nd 4,83 5,25 4,68
NF21 GTlc 4,55 3,81 4,52 4,17 4,83 5,25 4,68

Ejemplo 15: Produccién de azlcar de GT1la

Los dos genes cstll y cgtA se clonaron en el mismo plasmido pBluescript para coexpresarse con cgtB y los genes
neuABC en una cepa anfitriona ZLKA mutante de NanKEAT (Tabla 1). El gen cstll se clon6 aguas abajo de cgtA
para presentar una expresion maxima de cgtA y menor expresion de cstll a fin de minimizar la formacion de GDS3.
Como se muestra en la figura 20, el analisis por TLC del cultivo de NF17 indicaba que los compuestos que migran
como sialil-lactosa (1) y aztcar de GM1 (3) se produjeron temporalmente. Una pequefia cantidad de compuesto (2)
gue migré como GD3 se recupero6 al final del cultivo, pero los principales productos finales fueron los compuestos (4)
y (5) que migraron mas despacio que GM1. El andlisis de espectrometria de masas de los compuestos purificados
indic6 que los compuestos (4) y (5) tienen un peso molecular correspondiente a GD1a y GT1a respectivamente.

Ejemplo 16: Produccion de sialilgalactosa

La cepa GLKA se construy6 suprimiendo los genes NanKEAT en el cromosoma de la cepa GLK mutante de GalK
(Dumon et al., 2005.). La cepa GLK7 se obtuvo transformando la cepa GLKA con los plasmidos pBS-nst y pBBR3-
SS (Tabla 1). El cultivo de la cepa GLK7 a alta densidad celular en presencia de 3 g-I’1 de galactosa dio lugar a la
formacion de un disacarido que se identific6 como sialilgalactosa por analisis de espectrometria de masas. El
rendimiento de la produccion de sialilgalactosa se estimé en 6 g-I'* por analisis cuantitativo colorimétrico de acido
sidlico total.

Ejemplo 17: Produccion del tetrasacarido Neu5Ac  a-3GalB-4GIcNAc B-4GIcNAc

El plasmido pBS-nst-nodC se construyé clonando el gen nodC de A.caulinodans procedente del plasmido pBS-nodC
(Cottaz y Samain, 2005) en los secuencias EcoRV Kpnl de pBS-nst. La cepa SN4 se obtuvo transformando la cepa
ZLKA con los tres plasmidos pBS-nst-nodC, pBBR3-SS, pWKS-IgtB-chiA (Tabla 1). El cultivo de la cepa SN4 a alta
densidad celular dio lugar a la produccion de un oligosacéarido principal que se identific6 como Neu5Aca-3GalB-
4GIcNAcB-4GIcNAc por andlisis de espectrometria de masas.
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acaatactac
gtgttctazat
ttattttect
ttattttaaa
tgcagtajct
aaatgggtca
ttttasaaat
agaatttcta
agcaaatttt
raactacsact
tattaatttt
attaagatta

<223> Campylobacter glucosiltransferasas, nimero de registro NCBlI AR271702

<400> 3

atgaaaaaag
ctaccaaatg
cttggraaaa
actttaaaac
tttaaccaag
gatgctcatt
tttcacgaaa
atagccctag
tcttatgett
gataattecac
gaaazaactt
atagaactag
azagatatac
aaaaaaataa
cctagtgata

<210>4

ttattattgce
attttgatqgr
aatgcaaagce
atttaatcca
ctecatctaga
tgggatatcga
tttatttcaa
gatacaaaga
ttgataccaa
actatatcgg
acgaaataaa
cgccaaattt
tcataccttc
aaattaaaga
taaagcatta

tggaaatgga
atttagatge
agtattttac
aaatcaagaa
aaatcaasat
ttitticaaa
tcaaagaatt
aatttatctt
aCaaazaaat
acatagtaaa
gctatattgt
agattcaaat
tagtgaggct
azatattiat
titcaaagya

ccaagtttaa
aatcaattit
adatcctagte
tatgagaccg
tttgtaaaaa
caacttaaag
acctcaggayg
tcgggaattyg
cttttaaaat
aatacagata
ttatgtecta
tttatcatac
tatggaaaat
tacaagttga
aaataa

aagaaattga
attttgaaga
rrrrtrttga
aactaatcat
ctttttacga
aattcaatgc
tctatatgtg
attttcateca
tggctectaa
taaaagcttt
acagtctitt
aagasaaaaa
ttacaaaaaa
taaaagaict

23

ttattcaaga
taaatactat
acaatactac
gtgttctaat
ttattttect
ttattttaaa
cacagtagec
aaatggatca
ttttaaaaat
agaatttcta
agcaaatttt
taactatact
tattaatttt
zttaagatta

60
120
180
240
300
360
420
480

“ 540

600
660
720
780
§40
876

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
&40
876

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
876
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<211> 876
<212> ADN

<213> Campylobacter jejuni

<220>

ES 2456292 T3

<223> Campylobacter glucosiltransferasas, nimero de registro NCBI AX934429

<400> 4

atgaaaaaag
ctaccaaatg
cttggtaaaa
actttaaaac
tttaaccaag
gatgctcatt
tttcacgeaa
atagcecetag
tcttatgett
gataattcac
gaaaaaactt
atagaactay
aaagatatac
aaaaazaataa

cctagtgata

<210>5
<211>1116
<212> ADN

ttattatogc
attttgatgt
aatgcaaaygc
atttaatceca
cteatctaga
tgggatatya
titatttcaa
gatacaaaga
ttgataccaa
actatatcgg
acgaaataaa
cgecaaatit
tcatacctte
aaattaaaga

‘taazgcatta

tggaaatgga
atttagatge
agtatittac
aaatcaagaa
aaatcaaaat
ttttttcaaa
tcaaagaatt
aatttatectt
acadaaazal
acatagtaaa
gctatattgt
aaattcaaat
tagtgaggct
aaatatttat
tttcaaagga

<213> Neisseria meningitidis

<220>

ccaagtttaa
aatcaatttt
aatcctagte
tatgzgaccyg
tttgtaaaaa
caacttaaag
acctragggg
tcgggaattg
ctcttaaaat
aatacagata
ttatgtccta
tttatcatac
tatggaaaas
tacaagttga

aaataa

aagaaattga
attttgaaga
trtetettga
aactaatcat
ctttttacga
gattcaatgc
tctatatgtg
atttttatca
tggctcctaa
taaaagecttt
acagtctttt
aagaazaaaa
ttacaaaaaa .
taaaagatct

ttattcaaga
taaatactat
acaatactac
gtgttctaat
ttattttect
ttattttaaa
cacagtagcc
aaatggatca
ttttaaaaat
agaatttcta
agcaaatttt
taactatact
tattaatttt
attaagatta

<223> nst alfa-2,3-sialiltransferasa, nimero de registro GenBanK U60660

<400> 5

atgggcttga
ttttatacat
aascttitea
atgaaggtaog
atgtctgaaa
gagcgggegt
acgatggcgg
gecaagtttgg

aaaaggctty
ttgaccgggt
atgasgaggy
cggaaaggal
acaggaatga
acttttteca
agctgaaggt
aaaaagtcag

saaacctt-g acgacqggan

rtttctgtada
atcgccaaaa
attatggacg
aagacgggygy
atcaaggaaa
cecogocaaa
gactatattt
ttcagegcscg
ccggettoce
ggcatccoga

<210>6
<211>371
<212> PRT

acgggacgat
ccegeaatge
acggeoogocg
acgaaacggg
tttecggaaaa
cotacggget
tgcgcgagat
cggegttgac
ttecggaaga
ttttgacatt

tttgaccgtg
aaatcagggqg
ggaaccggtc
tatggcgcag
aaaatacgat
cctgecctac
aaagtcgatg
cattgcegec
aggcaattta
caagcggaat
ttccgacgag
caagatgact
cggcacgytyg
ggcggcaaaa
ttecggegta
taagaaaaac

gatgaaggat

ttattggcte
tgacgataaa

<213> Neisseria meningitidis

<220>

ttgtgttiga
gaaaggaatg
aatctgattt
catccygggcyg
tattatttca
ggtttgaaca
ctgctgeega
ttttrgagea
attcaaagca
tttgccegya
cattacacga
tacctgoege
cggatacttt
aacttcaaza
accacattaa
ccgeatacaa
ttteecaatg
aageceggtgt
aattaa

ttgttittly
cggtttecct
tctogttatac
agcegglitta
atcagataaa
aatcgtttaa
zaytcaagey
cttaccecgga
gcagetattt
tgatyatcgy.
tattcaagyg
tgttcgatgce
tgggtteyce
tacaatatgt
attegeecta
ggtatgeaat
fgcacgttts
atgeccetgtt

<223> Alfa-2,3-sialiltransferasa, Proteina id AAC44541.1

<400> 6

24

Ltteggyata
gctgaaggayg
catattgeag
tgtygtgcty

ggataaggcg

tttcattecey
gatttattitg
tgeggaaatce
g3ggcgatgag

agattggagc 7'

tttgaaaaac
gtccgaactg
cgacaaagay
cgegecgeat
tgteatcgaa
tgataccttt
cgecattgaaa
tacccaatcc

60
120
180
240
200
360

420

480
540
600
560
720
780
840
8746

60
120
180
240
300
360
428
480
54¢C
600
660
720
780
840
900
%60

1020
1080
1136
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Met
14
Cys

Pro
CGlu
a5

Met
Lys

Asn

Arg
Asp
Gly
225
Lys

Pro

Gly
Arqg
30%
Phe
Tyr
Val

Asp

Gly

Phe

 Ala

Vel
50

Arg
Ser

Asp

Lys

r Met

130
val

Thr

Gly

Met

Glu
210
Arg

Thx

Asp

Ile
val
290
Glu
Ser
Ela
Tyr

Lys
370

<210>7
<211>933

<212> ADN
<213> Neisseria meningitidis

<220>
<223> Gen LgtC, GenBank U65788

Leu
Gly
Val

35
Asn

Ser
115
Len

Pne
Asp
Met
195
His
Arg

Gly

Lys

Gin
275
Thr

Tle

Lys
Ile
20

Ser
Leu

Met

Asn

Ala

100
Phe

Leu

Ile
Asp
Glu

180
Ile

Lys
Asp
Glu
260
Tyr
Thr
Lys
RAla
Lys

349
Lea

Lys
Phe
Leu
ILle
Ala
Arg
85

Glu

Asn

Pro

Ala
Asp
165
FPhe
Gly
Thr
Met
Glu
245
Met
Val
Leu
Lys
Ala
325
P;o

Phe

Ala

Tyr

Fhe
Gln
70

Asr
Arg

Phe

ASp
Ile
Thr
230
Thr
Lys
Rla
Asn
Asn
310
Leu

Ala

Thr

Cys
Thr
Lys
Cys.

55
His

Ile

Val
135
Fhe

Thr G

Val
Trp

Phe
215

Tyr I

Gly
Glu
Prq
Ser

295

Pro

Leu
Phe
=1lu

40
Tyr

Pro G

Pro
120
Lys

Leu

Asn
Ser

200
Lys

Gly
Ile
His
280

Pro

His
Leu

Ser
360

Thr
Asp
25

Lys

Thr

Tyx

Phe

-105

Thx

Arg

Asn
Gly
185
Ile

Gly

Pro

Thr
Ser
265
Fro

Tyr

Thy

Lys

Pro
345
Gly

ES 2456292 T3

Val
10

Aryg
Leu
Ile
Glu
Asp
96

Phe

Mel

‘Iie

Thr
Leu
170
Thr
Ala
Leu
Leu
val
250
Glu
Arg
Val
Arg
Bsp
330

Glu

Ile

Leu
Val
Phe
Leu
Rrg
75

Tyr

His

Tyr

Tyxr
155
Ile
Ile
Lys
Lys
Fhe
235
Aryg

Lys

Gln

Ile
Tyr
315
Phe
Asp

Fro

Cys
Asn
Asn
Gln
60

Phe
Tyr

Leu

Leu
140
Fro

Gln

Lys

Asn
220
Asp

Ile’

Ala
Thr
Glu
200
Glu

Fro

Tle

Leu
Gln
Glu
a5

Met
Tyr
Phe
Pro
Leu

125
Ala

asp

Ser
Arg
Arg
205
Ile
Ala
Leu
Ala
Tyr
285
Asp

Ile

Asn

Trp

Leu
365

25

Ile

Gly

30

Glu
Lys
val
Asn
Tyr
110
Lys
Ser
Ala
Ser
Asn
190
Asn
Met
Ser
Leu
Lys
270
Gly
Tyr
Tyr
Val
Leu

350
Thr

Val Phe
.5

Glu Arg
Gly Glu
Val Ala

Val Leu
. 8¢
Gln Ile
95

Gly Leu

Val Lys
Leu Glu

Glu Ile
16C

Ser Tyr

175

Phe Ala

Ala Ser
Asp Asp

Glu Leu
240

Gly Ser

255

Lsn Phe

Leu Ser
Ilé Leu’
Thr Phe

320

His Val
33%

‘Lys Pro

Phe Asp



10

<4Q0> 7

atggacatcg
agcgtyggaay
agtgaggcaa
atagacgtaa
acgacttatg

ctggatatag.

gataactgge
aaaatcggta
aaaaagtggc
gacgtgatgce
tatgcgaaca
gegteecgcee
gtcagccate
gaacgthtca
cttgecegtce
ctgtcetgeea

<210>8
<211> 323
<212> PRT

Latttgegqge
cggeccatce
accgggegge
accccgaaga
cccgottgaa
acgtattggt
ttggegogty
tggcggacgy
ggcagcacga
aatatcagga
gccgtttcaa
ataccgacct
attgcggeece
cagaattggc
cgcaccgtgt
gattcttacyg

agacgacaac
cgatacyggaa
ggttgctgee
tttcgeegge
attggucgaa
cagggacage
catcgatttg
agaatattat
tattttcaaa
tcaggatatt
ctttatgecy
getttaceqe
ggcaaageeg
gggcagecetyg
gtttccgaca
caagatttat

<213> Neisseria meningitidis

<220>

ES 2456292 T3

tatgcegect
alcayggticc
aatttgcggg
ttccecttaa
tacattygceg
ctgaagccct
tttgtegaaa
Licaatgcey
atggcocetgey
ttgaacgggo
accaatgaty
gaccggactt
tggcacaggg
acgagegtte
aagcgtatge
tga

<223> Proteina LgTC, proteina id AAB48385.

<400> 8
Glu
Gin
Glp‘Asn
Ser

50
Ser

Leu
Ile

65

Leu Gly

Ile Ala’
Asn
Lys
Lys
145
Asn
Glu

Phe

Asn
Tyr
Leuw
35

His

Asn

s . Leu

Cys Pro
Ile
20
Glu -

Bsp
Ile
Leu Glu
Tyr
Ser

85
Sex

Ile

18Q -
Ser

145

Ala
210
Asn

Glu

Tyr
225
Ile Thr

Ser Val

Leu Lys

Leu
His
Tyr
Ser

Ser

Val

Glu Gln

Leu
245
Leu

Tyr

Leu
260

Ile Leu

275

Thr
290
Lys

Ile

Leu
305

Val Ile

Ser

Gln

Leu Leu

Asn Leu

Phe

ile

Glu

Thx Alé

o

e Pha

Val

Tyr
His

Lys
310

Val Sexr

Ser 1le:

val Tle
40
Ile Ser
55
Leu Gly

Lys Tyr

Ile Glu

Gly
120

s O

Lys Ile

Ile Tyr
Met
Z80
Ile

Glu

Phe
293

Ile Ile

Ser G

Iie
10
Ser

Lys

Asn
75
Arg

Phe
Phe
Lys Val
105
Ser Leu
Lys

Glu
155

[V APV N
Arg

rigeu
170
Tyr Pro

Leu Gly Cys

His Gly

Lys - Lys
235
Ile Asp
250

Val

Gly
His
265
Tyr

Asp

Met Ser

Lys Tyr His
Fhe
315

Lys Lys

Asn.

atctttgegt
acgtcctcega
gggggggtaa

.acatcaggea

attgcgatza
tatgggatac
ggcagaatgce
gegtattget
aatgggtgga
tgtttaaagg
cetttatgge
atacggcgat
actgcaccge
ccgaagaatyg
ttcaaagatg

Cys Rla

Tle. Asn

Thr
45
Arg

Ser
Lys

60

Ser Leu

Met Asp
Thr Tyr
Zle

125

Met I

Ala

Tyr
Gln
30

Asp
Ilc

Bsn

Ala

e Val

Gly Asp

Glu

tgcggcaaaa
tgccggeate
tatccgettt
catttccatc
agtcctgtat
cgatttgggc
ttacaaacas
gatcaacctyg
acaatacaag
cggggtgtgt
gaacaggrtt
gectgtegec
gtggggtgeg
gecgeggcaaa
gcgeagaaaqg

Asn
15
Thr

Leu Thr

Ile
Ile Gly
80

Asp Asp
95 .
Glu Lys
Glu
Ile

Phe

Tyr
175

Asp Tyr

1920

Ala
205
Thr

Leu

Gln
220
Ile Lys

Tle Lys

Lys Ser

Asn
Ser
Arg
Val

Asn

Tyr Pro

Ser Val

Asn
240
Asn

Glu

Tle
255

Lys Val

270

Leu Asp
285
Leu Glu
300 :

Ile Arg

26

Lys
Leu

Lys

Tyr Thr

Phe

Ile Asn

320

a0
120
180 -
240
300
360
420
480
540
600
6560
720
780
840
900
933
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grttgtgete
acttatgaaa
catttagaaqg
ttagggttca
agaatggatqg
gagaazaatqg
tgtggsatta
aatgatattt
agagcaaatyg
gattataagt
ttagtaaaat
gagacagcta
Jatataaaag

aaagtgttga.

tcactcttac
attataaaaa

Val Ile
10

Ser

Val
Ser Ile
25

Asn Asp

Lys Leu

Phe Ile Asn

15

Phe Alz Arg
30

Lys Ile Val

1G5

Ser

Tyr Leu

Gln Tyr Lys
Glu
155
Arg

Ile Cys
Ile. Met
170
Asp Tyr Pro
185
Leu Gly Cys

Gly Ash

Lys Lys
235
Ile

ataacgctga
atctagaaat
aaatatctaa

taaattcttt

ctgatgatat
atcatattac
tcggttetca
gtgaagctat
tatatagaga
tttggtcaga
atagactaca
azaagataaa
taattaatag
aaagtatact
attttattaa
agttcataagy

Cys Ala

Ile Asn

‘Thr
45
Arg

Ser

Lys
60
Ser Leu

Met. RAsp

Thr Tyr

Glu Ile
128
Thr Gly
140
Ala Met

Ala Asn

Tyr Ala

Tyr
Gln
30

Asp

Ile

Leu
110
Ile
Rsp
Leu

Val

Glu

graatatata

tatagttatc -
attagataaa

gaatataggc
agctaaacca
agcaatggga
atatazaact
getttictat
gcataaatta
ggttagtagyg
tggaaaccaa
gagggaaaat
tgtgtcgttg
ttatgagatg
atatcatctt
aasaataaat

Asn Ala
15
Thr Tyr

Leu Thr

Lys Ile

Ile

Asp
95
Glu

val Glu

Ile Trp

Phe Tyr
160
Tyr Arg
-175

Asp Tyr

190

Ala
205
Thr S

Leu

Gln
220

Ile Lys

<210>9
<211>972
<212> ADN
<213> Haemophilus influenzae
<220>
<223> Gen IgtD, GenBank bajo el nimero de registro U32832
<400>9
atggaaaatt gtccattagt atcggttartt
gatgaaagca tttcatccat tattaatcag
aatgatygtt caacagatlt gactttgtct
aggataaaaa ttatcagtaa taaatataat
cttggttgtt tttcaggtsa atattttgea
tegtggatig agaaaaltayl Lacetalctyg
tcatacttag agattattgt agaéaaagaa
ggagatatat ggaaaaatcc attgctacat
aatccgatac ataacaacac baltgattatg
atctttaata aagattatco gtatgcagaa
cttggttgtt tagctaatta tcctgaagca
acatcatcag tttataatca tgagragaat
atrtacatatt acclttaataa gataggtata
ctagaaatat atcatgtgga tzaaagtaat
tatatgagct tagataaata Lactataact
gaattatttg atttaasagca aaatttaaag
gttatatttt ag
<210> 10
<211> 323
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae
<220>
<223> IgtD, proteina id AAC23227
<400> 10
Met Glu Asn Cys Pro Leu Val Ser
1 5 ‘
Glu Gln Tyr Ile Asp Glu Ser Ile
20
Glu Asn Leu GlLu Ile Ile Val Ile
35 40
Leu Ser His Leu Glu Glu Ile Ser
50 55
Ile Ser Asn Lys Tyr Asn Leu Gly
65 70 ‘
Leu Gly Cys Phe Ser Gly Lys Tyr
- 85 '
Ile Bla Lys Pro Ser Trp Ils Glu
160
Asn Asp His Ile Thr Ala Met Gly
S 118 120
Lys Glu Cys Gly Ile Ile Gly Ser
130 135
Lys Asn Pro Leu Leu His Asn Asp
145 150
Asn Pro Ile His Asn Asn Thr Met
165 ‘
Glu His Lys Leu Ile Phe Asn Lys
) 180
Lys Phe Trp Ser Glu Val Ser Arg
195 200
Glu Ala Zeun Val Lys Tyr Arg Leu
210 218
Tyr Asn His Glu Gln Asn Glu Thr
25 230 ‘
Ile Thr Tyr Tyr Leu Asn Lys Ile

Asp

Ile Lys

27

Asn

Arg

Val

Tyr Pro

‘Val
Asn

240
Asn

60
120
180

900
960
872
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245 250

Ser Val Ser Leu Leu Glu Ile Tyr His Val Asp Lys Ser Asn
260 265 270
Leu Lys Ser Ile Leu Tyr Glu Met Tyr Met Ser Leu Rsp Lys

215 280 285

Ile Thr Ser Leu Leu His Phe Ile Lys Tvr His Leu Glu Leu

290 295 300

Leu Lys Gln Asn Leu Lys Ile Ile Lys Lys Phe Ile Arg Lys

305 310 315
Val TIle Phe '

<210> 11

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 1 aguas arriba

<400> 11

gcaattatg attcggcgga tggtttgccg atggtggtgt aggctggagce tgcttc
<210>12

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador aguas abajo

<400> 12

ctegtcaccce tgeccggege gegtgaaaat agttttcgea tatgaatate ctecttag
<210> 13

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2 aguas arriba

<400> 13

cactggcgat tgatatcggc ggtactaaac ttgccgecgt gtaggcetgga getgette
<210> 14

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador izquierdo

<400> 14

ggtacctaag gaggaaaata aatgaaagaa ataaaaatac aa
<210> 15

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador derecho

28

2585
Lys

Tyx
Phe

lle

Val
Thr

Asp

‘Asn

320

56

58

58

42
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25

30

35

<400> 15

ctcgagttaa gtctctaatc gattgttttc caatg

<210> 16
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 16

caatgccaaa tatggggaac

<210> 17
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17

gcggcecgegt cttttctgge taa

<210> 18

<211> 425
<212> PRT
<213> Helicobacter pylori

<220>
<223> FutA, ATCC 26695

<400> 18

Met
1
Lys
Asn
Tyr
Asn
65
Lys
Asn

Glu

Phe
Met
Trp
Phe
50

Glu

Ile

Gln
Ala
Tro

35
Ile

Phe §

Pro
Ser
20

Gly

Leu

Leu

Lys S

Azp
Sexr
Asp

Tyr
85

o Asn

Asn

Leu

Glu
Gln
Leu
70

Gln

Fhe

Asp
Pro

Glu

Arg
55

Val
Asn

Asn

Arg

Ala
PO
Ile

40
Tyr

Phe S

Thr

Leu

Tyr'

Fhe

Pro
25
Lys

2la

Phe
105
Leu

ES 2456292 T3

Ile
10

Pro
Glu
Tle
Asn
Arg
a0

AsSp

Arg

Glu

Leu

Phe

Thr
Pro
75

val
Tyr

Met

Ser
Lys
Lys
Leu
c0

Leu
FPhe
Ala

Pro

Ala
Ille
Lys
45

His
Gly
Tyr

Ile

Leu

29

RAla
30
Ser

Gln

Ala

Thr '

Gly
119
TYr

Ile
i5

val
Val
Asn
hla
Gly

95
Phe

Tyr -

Glu
Ala
Leu
Pro
Arg
Glu
As;.)

Ala

35

20

23
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115 120
His Leu His Tyr Lys Ala Glu Leu Val
130 - : 135
Lys Leu Lys Asp &sn Ser Lel Tyr Ala
145 150
Fhe ‘Lys - Glu Asn Eis Pro Asn Leu Cys
- 185 ‘
Asp Leu Leu Lys Ary Gly Phe Ala Ser
180 185
Ala Pro Met Arg Bsn Ala Phe Tyr &sp
195 . 200
Val Thr Gly Gly Gly Ser vzl Rrg Asn
210 ) 215
Asn Lys Ser Glu Phe Leu Ser Gln Tyr
225 S 230 .
Asn Ser Gin Gly Tyr Gly Tyr Val Thr

Phe Ser His Thr Ile Pro Ile Tyr Trp
260 265

sn Pro Lys Ser Phe Val Asn

7% 280

la Ile Asp Tyr Ile Lys Tyr

Tyr Leu Asp Met Leu Tyr Glu Asn Pro

Alz Tyr Phe Tyr .Gln Asp Leu Ser FPhe
. 325
Lys Thr Ile Leu Glu Asn Asp Thr Ile
349 345
Phe Met Trp Glu Tyr Asp Leu His Lys
358 360
Leu Arg Val Asn Tyr Asp Asp Leu Arg
370 375
GIn Asn Ala Ser Pro Leu Leu Glu Leu
385 - 390
Ile Tyr Arg Lys ARla Tyr Gln Lys Ser
) . 405
Arg Lys Leu Val Lys Lys Leu Gly Leu
' 420 425

<210> 19

<211> 476

<212> PRT

<213> Helicobacter pylori

<220>
<223> FutB (gen HP 0651), ATCC 26695

<400> 19

Met Phe Gln Pro Leu Leu Asp Ala Phe

1 5 - )

Lvs Met Val Ser Lys Ser Pro Pro Pro
20 25

Asn Trp Trp Gly Asp Glu Glu Ile Lys-

Tyr Phe Ile Leu Ser Gln Arg Tyr Ala
50 55

Asn Glu Ser Ser Asp Leu Val Phe Ser

65 70

ES 2456292 T3

Esn
Leu
Al
176
Fhe
Ala
fhr
Lys
Glu

250
Gly

Leu
Leu
Lys
330
Tyr
Pro
val

Ser

Leu
110

Ile
i0

Pro
Glu
Ile

Asn

ASp
Lys
i35
val
Val
Leu
Leu
Phe
235

Lys

Ser

His

Asn
315

TYS

His
Leu
Asn
Gln

395
Pro

Leu

Phe

Thr

Pro
75

Thr
140

Lys

Val
Nla
Asn
Gly
220
Asn

Ile

380
Asn

Le:.

lu Ser

Lys
Lys
Leu

€0
Leu

125

Thr

Pro

Asrn

Ser

Ser

. 205
Tyr

Leu

Leu 7

Sar |

| Py

rie
285
His
Leu
Leun
Phe
Ser
365
Asp
Thr

Leu

Ala
Ile
Lys
45

His

Gly

30

Asp

Asn
190
Ile

Asp

ASp
Ser
350
Ile
Arg
Thr

Arg

Ala
30
Ser

Gln

‘Ala

Pro
His
Glu

175
Ala

Glu-

Val

Phe

Asn
Gly
Phe
335
Thr
Asp
Leu
ZPhe

Ala
415

‘Ile

15
Val

Val
Asn

Bla

Tyr
His
160

Ser

Asn

Lys
320
Phe

Ser

Glu
Ala
Leu
Pro

Arg



Lys
Asn
Glu
HBis
Lys
14:§
Phe
Asp
Ala
Val
Asn
Z25
Asn
Fhe
Asp
Asp
Tyr
305
Ala
Lys
Fhe
Val
Tyr
385
Asp
Arg
Bsn

Gin

Pro
465

Ile
Glu
Leu
Leu
130
Leu

Lys
Leu
Pro
Thr
210
Lys
Ser
Ser
Fhe
Glu
290
Leu
Tyr
Thr
Tyr
Asn
370
Asp
Leu
Val
Tyr

Asn
150

Leu 1

o
1]
[

Asp
115
His
Lys

Glu

Met
195

Gly

Ser

Gln

His
Asn

275
Ala

lie
Arg
355
Tyr

Asp

Bsn

Asp
435
Thr

Ser
Pro
100
Phe

Tyr

Asp

Asn
Lys
180
Arg
Gly
Glu
Gly
Thr
260
Fro
Tie

Met

Leu
340
Asp
Asp

Leu

Tyr
420

Arg’

Thr

1 Arg

Tyr Gin hAsn

85
Asn

Asn
Glu
Asn
His
165

Arg

Asn

Gly S

Phe
Tyr
245
Ile
Lys
hsp

Leu

Gln

325
Glu

Leu
Asp

BArg

CAsn

405
Asp

Leu
Phe

Thr

Phe
Asp
Ala

Ser

150

Pro
Gly

hla

Leu
230
Gly
Pro

Ser

Tyr

Tyr

310
Asp

Asn
His
Leu
Val
390
Tyr
Bsp
Leu
Lys

Ile
470

Asn
Arg
Giu
135
Leu
Asn
Phe
Phe
Val
215
Ser
Tyr
Ile
Phe
Ile
295
Glu
Leu
Asp
Glu
Arg
373
AsD
AsSp
Leu

Gln

Ile

455

Arg

Thr
Leu
Tyr

120
Leu

Leu
Ala
Tyr
200
Arg

Gln

Tyr
Val
280
Lys
Aszn
Ser
Thr
Pra

360
Val

Asp
Arg
Asn
4410
Tyr

Arg

Lys
Phe
165
Len
Val

Ala

Cys

ES 2456292 T3

Arg
90

hsp
Arg
Asn

Leu

Ala

© 170

Ser
185
Asp
Bsn
Tyr
Thx

Trp
265

Asn-

Tyr

Pro

Phe

Ile
345

Leu.

Asn
Asp
Leu

Val
425

ala

Ar

FPhe
Ala

Thr

Glu
250
Gly

val

Leu
Leu
Lys
330
Tyr

Tyr

Arg
410
Asn

Ser

Val
Tyr

Met

155
Val

val
Leu
Lea
Phe
235
Lys
Ser
His
His
Asn
315
Lys

His

Phe
Ala
Fro
Thr

140
Lys

val’

Ala
Asn
Glv
220
Asn
Ile
Pro
Asp
Thr
300
Thr
Tle

Asn

Ile

Tyr
Ile
Leu

125
Thr

Asn
Ser
Ser
205
Tyr

Leu

Leu

Phe
285
His
Leu
Leu

Asn

Asp

. 365

Asp
380
Arg

Asn

Tyr
460
Lys

Leu

Val

Asp

Leu
445
Gln

31

Thrx
Gly
110
Tyr
Ala
Ser

Asp

Asn

S190

Tle

Asp

val
270

Asn,

PL’O

Asn
Lsp

Leu
430

Glu

Lys

Gly
95

Phe
Tyr
Pro
His

Glu

Glu
Asp
Ala
Tyr
His

1690
ser

175

Ala

Glu

-Val

Phe
Ala
255
Bla
Asn
Asn
Gly
Phe

338
TPhe

Tyr
Asp
415
Arg

Leu

Ser

Gly
Glu
240
Tyr
Lys

Phe

.Ala

Lys
320
Phe

Ile

Asp
400
Leu
Val

Ser

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2456292 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién de oligosacaridos que comprenden al menos un resto de acido sidlico, a los
gue se hace referencia en la presente memoria como oligosacaridos sialilados, que comprende la etapa de cultivar
un microorganismo en un medio de cultivo, que comprende opcionalmente un precursor exégeno, en el que dicho
microorganismo comprende genes heterdlogos que codifican una CMP-Neu5Ac sintetasa, una acido sialico sintasa,
una GIcNAc-6-fosfato 2-epimerasa y una sialiltransferasa, y en el que los genes enddégenos que codifican la acido
sidlico aldolasa (NanA) y la ManNac cinasa (NanK) se han suprimido o inactivado, pudiendo dicho microorganismo
producir acido sialico activado internamente.

2. Procedimiento seguln la reivindicacion 1, en el que el gen heterdlogo de sialiltransferasa se selecciona de entre a-
2,3-sialiltransferasa, a-2,3- y a-2,8-sialiltransferasa (cstll), y a-2,6-sialiltransferasa.

3. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el gen heterélogo de CMP-Neu5Ac sintetasa es
neuA, el gen heterélogo de acido sialico sintasa es neuB y el gen heterélogo GIcNAc-6-fosfato 2-epimerasa es neuC.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que los genes neuA, neuB y neuC se aislan de cepas bacterianas
que contienen la estructura sialilada en sus membranas celulares, tales como la cepa de C. jejuni n° de registro
43438 de la ATCC.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los genes nanT, NanA, NanK y nanE se
suprimen o inactivan.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho microorganismo codifica ademas una
proteina que facilita la absorcion de lactosa y carece de enzimas que metabolizan la lactosa.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho microorganismo es una cepa de E. coli,
que es LacY+, LacZ- y opcionalmente MelA-.

8. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el precursor exégeno se selecciona de entre
lactosa, galactosa, B-galactésido y a-galactosido, tal como globotriosa (Gala-4GalB-4Glc).

9. Microorganismo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
10. Medio de cultivo celular que comprende lactosa como precursor y el microorganismo de la reivindicacion 9.

11. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 8, para la produccion de 3'sialil-lactosa o 6'sialil-lactosa, en
el que el microorganismo se cultiva a una alta densidad celular en un sustrato de carbono, tal como glucosa o
glicerol, y se alimenta con lactosa que esta interiorizada por la lactosa permeasa y sialilada por dicha
sialiltransferasa recombinante utilizando el CMP-Neu5Ac enddégenamente generado a partir de UDP-GIcNAc.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la producciéon de GD3, en el que el gen
heterélogo de sialiliransferasa es una a-2,3 y a-2,8 sialiltransferasa bifuncional, tal como el gen cstll de
Campylobacter jejuni depositado en la ATCC con n° de registro 43438, que cataliza la transferencia de un resto
sialilo o de una molécula de acido sidlico activado producida internamente a la Neu5Aca-3GalB-4Glc (GM3) para
formar Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-4Glc (GD3).

13. Procedimiento segun la reivindicacion 12, que se extiende a la produccion de GT3, en el que el microorganismo
se cultiva ademas de tal manera que la sialiltransferasa bifuncional cataliza la transferencia de un resto sialilo de una
molécula activada de &cido sialico producido internamente del Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-4Glc (GD3) para formar
Neu5Ac5a-8Neu5Aca-8Neu5Aca-3Galp-4Glc (GT3).

14. Procedimiento segun la reivindicacién 11, que se extiende a la producciéon de la parte de hidratos de carbono del
gangliésido GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (GM1), en el que el microorganismo comprende ademas
secuencias heterdlogas que codifican -1,4GalNActransferasa y B-1,3-galactosiltransferasa, transfiriendo dicha (-
1,4GalNActransferasa un resto UDP-GalNac a sialil-lactosa (GM3) para formar GalNAcB-4 (Neu5Aca-3) GalB-4Glc
(GM2) y la B-1,3-galactosiltransferasa transfiere un resto galactosil a GM2 para formar GM1.

15. Procedimiento segun la reivindicacién 14, en el que el microorganismo comprende ademas una secuencia
heterdloga que codifica una UDP-GIcNAc 4-epimerasa, tal como el gen wbpP de P. aeruginosa o el gen gne de C.
jejuni.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 11, que se extiende a la produccion de Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-
4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (GD1a) y GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)Galp-3GalNAcB-4(NeubAca -3)GalB-4Glc (GAL).

17. Procedimiento segun la reivindicacion 14 o 15, para la producciéon especifica de GM1, en el que la sialil
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transferasa heteréloga es una a-2, 3 sialiltransferasa codificada por el gen cstlll aislado de cepas de C. jejuni que
expresan las estructuras de lipooligosacéarido que imitan al gangliésido GM1, tal como la cepa de C. jejuni con n° de
registro 11168 en la NCTC.

18. Procedimiento segun la reivindicaciéon 11, que se extiende a la produccion de la parte de hidratos de carbono del
gangliésido GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (GM2), en el que el microorganismo comprende ademas secuencias
heterdlogas que codifican una -1,4-GalNActransferasa, tal como el gen CgtAll de la cepa de C. jejuni O:36 con n°
de registro 43456 de la ATCC y una UDP-GIcNAc 4-epimerasa y en el que el microorganismo presenta por lo menos
uno de los tres genes siguientes suprimidos o inactivados para interrumpir la produccién endégena de UDP-Gal: el
gen galE que codifica la UDP-glucosa epimerasa, el gen GalU que codifica la UDP-GIc pirofosforilasa y el gen pgm
que codifica la fosfoglucomutasa.

19. Procedimiento segun la reivindicacién 11, que se extiende a la producciéon de la parte de hidratos de carbono del
gangliésido de GD2 GalNAcB-4GalB-4GlcNeu5Aca-8Neu5Aca3 en el que el microorganismo comprende ademas
unas secuencias heterélogas que codifican UDP-GIcNAc 4-epimerasa y una -1,4-GalNActransferasa que utilizan el
azucar de GD3 como aceptor, tal como la proteina CgtAll de la cepa de C. jejuni O:36 con el n° de registro 43456 de
la ATCC.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 19, que se extiende a la produccién de azucar de GD1b (GalB-3GalNAcB-
4(Neu5Aca-8Neu5Aca-3)GalB-4Glc) y azicar de GTlc (GalB-3GalNAcB-4(NeuSAca-8Neu5Aca-8Neu5Aca3)Galp-
4GlIc) en el que el microorganismo comprende ademas una secuencia heteréloga que codifica un gen de 3-3 Gal
transferasa, tal como el gen cgtB de la cepa O:2 de C. jejuni con el n° de registro 11168 de la NCTC.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 20, que se extiende a la produccion de GT1b (Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-
4(Neu5Aca-8Neu5Acal3)GalB-4Glc), GQlc (Neub5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-8NeuS5Acald)GalB-
4Glc), GQlb (Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Acal3)GalB-4Glc) y GPl1lc (Neu5Aca-
8Neu5Aca-3GalB- 3GalNAcB-4(Neu5Aca-8Neu5Aca-8NeuS5Acald)GalB-4GIc) en el que el microorganismo
comprende ademas una secuencia heteréloga que codifica un gen que codifica una sialiltransferasa utilizando GD1b
y GT1lc como aceptor.

22.Procedimiento segun la reivindicacién 19, en el que el microorganismo presenta por lo menos uno de los tres
genes siguientes suprimidos o inactivados para interrumpir la produccion endégena de UDP-Gal: el gen galE que
codifica la UDP-glucosa epimerasa, el gen galU que codifica la UDP-Glc pirofosforilasa, y el gen pgm.

23. Procedimiento segun la reivindicacién 11, que se extiende a la produccién de la parte de hidratos de carbono del
gangliésido de GT1b:

Neu5Ace3 Galf-3GalNAcB-4GalB-4Glc

|
NeuSAca-8NeusAcal

en el que el microorganismo comprende ademas unas secuencias heterdlogas que codifican UDP-GIcNAc 4-
epimerasa, una 3-1,4-GalNActransferasa que utilizan el azicar de GD3 como aceptor, tales como la proteina CgtAll
de la cepa 0:36 de C. jejuni con el n° de registro 43456 en la ATCC y una B-1,3-galactosiltransferasa, tal como el
gen cgtB de la cepa O:2 de C. jejuni con el n° de registro 11168 en la NCTC.

24. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-
4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (GD1a) y Neu5Aca-8Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-4(Neu5Aca-3)GalB-4Glc (GT1a), en el que
el microorganismo comprende unas secuencias heterélogas que codifican una a-2,3 a-2,8-sialiltransferasa
bifuncional, tal como el gen cstll de la cepa de C. jejuni con n° de registro 43438 en la ATCC, una B-1,4GalNAc
transferasa, tal como el gen cgtAll de la cepa 0:36 de C. jejuni con el n° de registro 43456 en la ATCC, que no utiliza
el aztcar de GD3 como aceptor, y una -1,3-galactosiltransferasa, tal como el gen cgtB de la cepa O:2 de C. jejuni
con el n° de registro 11168 en la NCTC.

25. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8 para producir el pentasacarido LSTp (Neu5Aca-3Gal-
4GlIcNacB-3GalB-4Gilc), en el que la sialil transferasa es una a-2,3-sialil transferasa, tal como el gen nst, y en el que
el microorganismo comprende ademas los genes heterélogos IgtA y IgtB que codifican B-1,3-GIcNAc transferasa y 3-
1,4-galactosiltransferasa respectivamente.

26. Procedimiento segun la reivindicacion 23 para la producciéon de oligosacaridos de sialil-lewis X, en el que el
microorganismo comprende ademas una secuencia heter6loga que codifica una a-1,3-fucosil-transferasa tal como
futA de H. pylori (SEC. ID. n° 18) o futB (SEC. ID. n° 19).

27.Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccién de sialosilgalactosil globdsido
(Neu5Aca-3GalB-3GalNAcB-3Gala-4GalB-4Gal), en el que el microorganismo se cultiva en un medio con globotriosa
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y es LacY+, MelA-, nanT+, NanA- NanK- y comprende IgtD heterélogo, tal como el gen IgtD de HI1578 de
Haemophilus influenzae, ndmero de registro U32832 en Genbank, genes para la a-2,3-sialiltransferasa y UGP-
GIcNAc C4-epimerasa, asi como los genes neuABC.

28. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8 para la produccion de sialilgalactosa (Neu5Aca-3 Gal) y
oligosacaridos sialilados con una galactosa terminal reductora, en el que el microorganismo es galK-, NanA- y NanK-
(o NanKEAT-) y expresa el gen de la sialiltransferasa y los genes neuBCA y se cultiva en un medio con galactosa.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 1 para la produccion de oligosacaridos sialilados con estructura de quito-
oligosacarido en su extremo reductor, tal como el heptasacarido sialilado Neu5Aca-3GalB-4[GIcNAcB-4]4GIcNAc, en
el que la sialiltransferasa es una a-2,3-sialiltransferasa tal como el gen nst de Neisseria y el microorganismo
comprende ademas una quitin-oligosacarido sintasa tal como el gen nodC de Azorhizobium caulinodans y un gen de
B-1,4-galactosiltransferasa tal como el gen IgtB de Neisseria meningitidis.

30. Procedimiento segin la reivindicacion 29 para la produccion del tetrasacéarido sialilado Neu5Aca-3Galp-
4GIcNACcB-4GIcNAc, en el que el microorganismo comprende ademas una secuencia heteréloga que codifica una
quitinasa, tal como el gen chiA.

31. Procedimiento segun la reivindicacién 29 o 30, en el que no se afiade ningun precursor exdgeno al medio de
cultivo.

32. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 11 a 31, en el que los microorganismos se estan cultivando en
glicerol o glucosa como sustrato de carbono.

33. Microorganismo tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 12, 14, 15, 17 y 18 a 30.
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