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DESCRIPCION
Proceso para la produccion de acido hialurénico en Escherichia coli o Bacillus megaterium
Objeto de la invencion

La presente invencion divulga un proceso para la produccion de acido hialurénico (HA) en Bacillus megaterium a través
de vectores plasmidos episomales en donde el gen esta bajo el control de un promotor fuerte T7 de bacteriéfago T7, y
un sistema para la seleccion de los cepas bacterianas estables productoras de altos niveles de acido hialurénico.

Campo de la invencion

El acido hialurénico es un polisacarido lineal natural que consiste en acido B-1-4 D-glucurénico y B- 1-3 N-acetil
glucosamina alternativos. El acido hialurénico es parte de la familia de glicosaminoglicano, y puede alcanzar un peso
molecular de 107 Da, con aprox. 300000 unidades de sacarido repetitivas. Se distribuye ampliamente en el tejido
conectivo y la matriz extracelular en el epitelio de los organismos eucariotas, donde se encuentra en la superficie
celular, pero también se puede sintetizar en algunos organismos procariotas, tales como los de la familia Streptococcus.
Los glicosaminoglicanos son lubricantes de articulacion ideales, pero también realizan muchos otros papeles
funcionales en la reparacion de tejidos, motilidad celular, adhesién y desarrollo, cancer y angiogénesis. Los productos a
base de acido hialuronico se han desarrollado sobre la base de estas caracteristicas importantes, y se utilizan en
ortopedia, reumatologia, y dermatologia.

Las fuentes naturales mas comunes de la HA incluyen crestas de gallo, el material clasico a partir del cual se extrae HA,
y algunas bacterias, especialmente las que pertenecen a la familia de Streptococcus. Todas estas diferentes fuentes
presentan numerosos inconvenientes: el acido hialurénico obtenido a partir de crestas de gallo puede, por ejemplo,
causar alergias en los seres humanos, ya que es de origen aviar, mientras que HA a partir de fuentes bacterianas debe
estar libre de todas las toxinas presentes normalmente en aquellas bacterias que pueden causar reacciones
inflamatorias/inmunoldgicas posiblemente graves. Por lo tanto, los procesos de purificacion de HA industrial actuales
comprenden muchas etapas diferentes, con el consiguiente aumento de los costes finales de la fabricacion de la materia
prima.

En consecuencia, existe una necesidad muy sentida de fuentes alternativas que eliminan todos los acontecimientos
adversos descritos, mientras que mantiene costes de fabricacion razonables. En los ultimos afios, las vias de biosintesis
para la sintesis de acido hialurénico se han incluido en detalle en numerosos organismos. Mientras que los genes
necesarios para la sintesis de acido hialurénico que estan presentes en organismos eucariotas se distribuyen por todo el
genoma, en sistemas bacterianos dichos genes estan a menudo presentes y organizados en operones. Por ejemplo, en
Streptococcus equi el operdn para el acido hialurénico comprende 5 genes: hasA, hasB, hasC, hasD, y haskE. A veces,
sin embargo, los genes estan presentes en dos operones: en Streptococcus equisimilis un operdn con genes hasA,
hasB y hasC esta presente, y otro con los genes hasC, hasD y haskE. Los genes homdlogos con hasB, hasC, hasD, y
haskE de los Streptococci estan presentes en muchos organismos, y sintetizan las enzimas necesarias para la sintesis
de acido D-glucurdnico precursores de acido hialurénico y N acetil-D glucosamina, que también son los constituyentes
esenciales de las paredes bacterianas. En el caso de los estreptococos, hialuronano sintasa (hasA, que esta presente
en la membrana plasmatica) es la enzima clave para la sintesis final de acido hialurénico, ya que realiza dos funciones:
cataliza la union de acido D-glucurénico y N-acetil D-glucosamina, y transporta la cadena de acido hialurénico recién
formado fuera de la célula. El estudio de las enzimas responsables de la sintesis de acido hialurénico ha permitido el
desarrollo de sistemas recombinantes en diversos organismos, tales como Bacillus subtilis, Lactococcus lactis,
Escherichia coli y Agrobacterium radiobacter. El primer organismo disefiado para producir acido hialurénico fue B.
subtilis, a través de la clonacion en su cromosoma de un operén que lleva el gen hasA a partir de Streptococcus (que
falta en Bacillus), con los genes tuaD y gtaB de Bacillus (que corresponde a hasB y hasC de Streptococcus), bajo el
control de un promotor constitutivo (US2003/175902). De esta manera una via de biosintesis se organizé en operones
similares a las de Streptococcus equi, uno de los principales productores naturales de acido hialurénico. Sin embargo, el
sistema de este modo perfeccionado conduce a la produccion industrial de un acido hialurénico con un peso molecular
medio ponderado de menos de 1 MDA, con rendimientos de fabricacién muy bajos.

El sistema de expresion de acido hialurénico de acuerdo con la presente invencion utiliza las bacterias de la cepa de
Bacillus Megaterium.

Bacillus Megaterium es una bacteria gram-positiva aerébica, que fue descrita hace mas de 100 afios. Su gran tamafio (1
um, esto es, 100 veces mas grande que la E. coli tanto en forma vegetativa como formadora de esporas) la ha hecho
muy popular para los estudios de analisis morfolégicos. Esta bacteria puede contener muchos tipos diferentes de
plasmidos; el ADN de plasmido puede ser transferido por transformacién de protoplastos obtenidos por tratamiento con
polietilenglicol, y todos ellos funcionan muy bien, con una excelente estabilidad estructural. La bacteria puede ser
transducidas con fagos, y la frecuencia de transformacion puede llegar a 108 transformantes por ug de ADN. Varios
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cientos de mutantes estan actualmente disponibles, que cubren diversas rutas de biosintesis: catabolismo, division,
esporulacion, germinacion, resistencia a los antibiéticos y recombinacion.

No menos de siete plasmidos se han encontrado en diferentes cepas de B. megaterium, con tamafios que van desde
5.4 a 165 kb. Los genomas de dos cepas (DSM319: EMBL, nimero de acceso CP001983, y QM B1551:EMBL, nimero
de acceso CP001982) y las de los siete plasmidos naturales estan ahora disponibles. A pesar de que se considera que
es una bacteria presente en el suelo, se ha encontrado B. megaterium en diversos nichos ecoldgicos tales como carne
seca, agua de mar y peces. B. megaterium es capaz de crecer en diversas fuentes de carbono, incluyendo los
desperdicios de carniceria y jarabes industriales con un amplio espectro de azucares (62 de los 95 probados), que
incluyen acidos carboxilicos tales como acetato. B. megaterium se puede cultivar a alta densidad, hasta 80 g de peso
seco por litro. Se ha obtenido conocimiento considerable de diversas enzimas recombinantes con diferentes
aplicaciones industriales que pueden ser secretadas en este organismo, tales como a-amilasa, B-amilasa, penicilina
amidasa, proteasa neutra y 3-glucanasa. De particular importancia son las amilasas, que se utilizan en la industria de la
panificacion, glucosa deshidrogenasa, que se utilizan industrialmente para la produccion de NADH y como un biosensor,
y penicilina amidasa, utilizada para generar nuevos antibiéticos sintéticos. Finalmente, B. megaterium es la principal
fuente de vitamina B12.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion divulga y reivindica un proceso para la produccién de acido hialurénico (HA) con altos
rendimientos industriales en Bacillus megaterium a través de vectores plasmidos episomales en donde los genes para la
sintesis de las enzimas requeridas para la produccion de HA, estan bajo el control del promotor fuerte T7,
preferiblemente del bacteridfago T7, y un sistema para la seleccion de cepas bacterianas de disefio estables,
produciendo grandes cantidades de acido hialurénico que tiene pesos moleculares medio ponderados bien definidos (en
lo siguiente también indicado como MW).

Con el fin de producir proteinas recombinantes (en este caso las proteinas enzimaticas requeridas para la sintesis de
HA) de manera eficiente, necesitan ser disefiados los sistemas que utilizan promotores fuertes altamente controlables.
La invencion divulga un proceso para la transformacion de las bacterias divulgadas anteriormente, utilizando un sistema
muy eficiente para el control de la transcripcion de los genes introducidos, como el gen de interés se coloca bajo el
control del promotor dependiente de la ARN polimerasa T7.

Durante la construccién en E. coli de los vectores que expresan el acido hialurénico en forma de plasmidos, se
descubrié que los genes asi introducidos (que son responsables de la sintesis de las enzimas que producen acido
hialurénico) son toxicos paras las células cuando su control transduccion es un promotor constitutivo fuerte. De hecho,
en E. coli transformado con genes hasA y tuaD, la transduccion de genes de hasA solo conduce a una gran reduccion
en los precursores de acido D-glucurdnico requeridos para constituir la pared bacteriana, con el resultado de que la
célula muere, mientras que la transduccién de genes de tuaD solo genera la sintesis no controlada de acido D-
glucurénico que, por acidificacion de la bacteria y privandola de glucosa (su precursor), provoca su muerte. Por el
contrario, la transduccién de ambos genes por polimerasas bacterianas conduce a la activacion de las dos enzimas en
diferentes momentos, ya que requieren diferentes tiempos de construccion con diferentes procedimientos y sitios de
accion (por ejemplo, hasA es una proteina transmembrana con diferentes dominios cruzados, por lo que un tiempo
mucho mas largo es necesario para su sintesis y plegamiento correcto). La célula so6lo puede sobrevivir si las
cantidades equilibradas de las enzimas precursoras y la enzima necesaria para la sintesis de acido hialurénico estan
presentes. En este caso, el acido D-glucurénico en exceso, que es tdxico en altos niveles en la célula, es utilizado por
hialuronano sintasa (hasA) que, combinandolo con la glucosamina, la incorpora en el acido hialurénico naciente y la
exporta a partir de la célula, manteniendo asi la célula viva.

Por consiguiente, aunque ambos hasA y tuaD son necesarias para la sintesis de acido hialurdnico, esto es esencial para
los dos genes que funcionan en concierto, dejando la célula el tiempo necesario para:

* producir acido D-glucurénico a niveles no toxicos y

» activar la transcripcion del gen hasA de tal manera que este Ultimo sea capaz de disponer de los altos niveles de acido
D-glucurédnico ya que se acumulan en la célula.

En la presente invencion, los problemas descritos anteriormente han sido resueltos por

- colocar los genes del plasmido, necesarios para la sintesis de las enzimas divulgadas anteriormente, bajo el control de
un promotor T7, preferiblemente bajo el control del promotor T7 del bacteriéfago T7, dependiente de ARN polimerasa
T7, que utiliza XyIR represor en B. megaterium para su induccién. El promotor T7 del bacteriéfago T7 es dependiente de
la presencia de polimerasa T7, por lo que los genes de sintesis de HA que estan bajo su control sélo pueden ser
transcritos por la ARN polimerasa T7, no por la accién de las polimerasas presentes de forma natural en la bacteria;
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- perfeccionar un sistema de seleccion de cepas de B. megaterium estables, disefiadas y secretoras, en donde las
enzimas necesarias para la sintesis de HA, estan presentes en cantidades "equilibradas", por lo tanto, no es téxico para
la célula.

Por lo tanto, es objeto de la presente invencidon un proceso para la preparacion de acido hialurénico en Bacillus
megaterium, que comprende las siguientes etapas:

(a) cultivo de células huésped bacterianas de Bacillus megaterium transformadas de manera estable con el sistema de
la ARN polimerasa T7 bajo condiciones apropiadas para la produccién de acido hialurénico en presencia de xilosa como
inductor, en donde dichas células huésped bacterianas se caracterizan por ser transformadas adicionalmente con:

(i) al menos un vector plasmido episomal que comprende una secuencia que codifica para la enzima hialuronano sintasa
y una secuencia que codifica para la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa en tandem, bajo el control del promotor T7
fuerte inducible, preferiblemente bajo el control del promotor T7 de bacteriéfago T7; o

(ii) al menos un vector plasmido episomal que comprende una secuencia que codifica para la enzima hialuronato
sintasa, una secuencia que codifica para la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa, una secuencia que codifica para la
enzima UDP-glucosa pirofosforilasa y una secuencia que codifica para la enzima glucosa 6 fosfato isomerasa, bajo el
control del T7 fuerte inducible, preferiblemente bajo el control del promotor T7 del bacteriéfago T7;

(b) recuperacion del acido hialurénico a partir del medio de cultivo,

en donde dichas células huésped bacterianas de Bacillus megaterium transformadas de manera estable con el sistema
de la ARN polimerasa T7 y con el vector plasmido (i) o (ii) capaz de producir acido hialurénico de la etapa a) se
preseleccionan en la placa en gradiente de xilosa.

El solicitante utilizé B. megaterium (preferiblemente perteneciente a cepas QMB1551 o DSM319), transformado con el
sistema de ARN polimerasa T7, para su posterior transformacién con el plasmido episomal que contiene los genes para
la sintesis de HA, ya que presenta diversas ventajas como huésped de la expresion de ADN heterélogo:

« el HA producido se secreta facilmente;
» esta libre de exotoxinas y endotoxinas, a diferencia bacterias gram-negativas;
* no contiene ninguna proteasa alcalina, y por consiguiente no induce la descomposicion de la proteina producida;

* es estructuralmente muy estable en comparacion con los plasmidos recombinantes: B. megaterium puede contener un
numero mucho mayor de plasmidos episomales que Bacillus subtilis, que son mas estables; B. megaterium también
pueden soportar inserciones mucho mas grandes que E. coli y B. subtilis, y esta caracteristica es muy importante
cuando, como en el caso de la presente invencion, una ruta metabdlica larga como la del acido hialurénico que se va a
disefar.

El sistema de la ARN polimerasa T7 transferido a B. megaterium controla la expresion de los genes responsables de la
sintesis de la ruta de biosintesis de HA (clonado en plasmidos episomales), y certifica

- muy alta actividad y selectividad de la transcripcién génica;
- una consiguiente produccién muy alta de las proteinas recombinantes requeridas para la sintesis de acido hialurénico.

El rendimiento final del producto deseado sera muy alto: mucho mas alto que el obtenido con B. subtilis, donde el
sistema operon se clona en el cromosoma de la bacteria, y estd bajo el control de promotores constitutivos no
inducibles.

De hecho, el sistema de la ARN polimerasa T7 descrito anteriormente es inducible: se introduce artificialmente en la
bacteria y se activa por el solicitante mediante la adicion de sustancias como xilosa (por B. Megaterium en cantidades
entre 0.1% y 10%, preferiblemente entre 0.5% y 1% p/v); en su presencia, los enlaces inductores al represor,
modificando su configuracion, y el represor entonces se separa a partir del promotor, permitiendo las polimerasas de la
bacteria al transductor del gen de la sintesis de la ARN polimerasa T7. Este ultimo, a su vez, sélo puede activar la
transcripcion de genes de los genes colocados bajo el control de un promotor T7. De esta manera la sintesis de todo el
proceso de biosintesis para la produccion de HA se puede controlar. El sistema es tan eficiente porque una sola
polimerasa se dedica al gen de interés, y la ARN polimerasa de la bacteria no esta involucrada. Con esta metodologia,
el sistema de sintesis de proteina de la célula esta saturado, de modo que las proteinas de interés se obtienen en
cantidades de 50% o mas de las proteinas totales.
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Ademas, como se demuestra a continuacién por el solicitante, mediante la modulacién de los tiempos de fermentacion,
el solicitante puede obtener la producciéon de altas cantidades de HA con pesos moleculares medio ponderados
especificos, comprendidos en un intervalo de 100 KD a por encima de 2 MD. Mas particularmente, cuando el proceso de
acuerdo con la invencioén utiliza células huésped bacterianas de B. megaterium y el tiempo de fermentacion esta
compuesto por de 80 a 160 horas, es posible obtener HA que tiene un MW promedio ponderado comprendido en el
intervalo de 100-500 kD; cuando el tiempo de fermentacién se comprende de 40 a 80 horas, es posible obtener HA que
tiene un MW promedio ponderado comprendido en el intervalo de 500-1000 KD; cuando el tiempo de fermentacién se
compone de 12 a 40 horas, es posible obtener HA que tiene un MW promedio ponderado comprendido en el intervalo
de 1x108- 3x10° D.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la secuencia que codifica para la enzima hialuronano sintasa
(hasA) se obtiene a partir de una cepa Streptococcus, preferiblemente a partir de Strepfococcus zooepidemicus, y las
secuencias que codifica para las enzimas UDP-glucosa deshidrogenasa (hasB o tuaD), UDP-glucosa pirofosforilasa
(hasC o gtaB) y glucosa 6 fosfato isomerasa (hasE o pgi), se derivan a partir de B. subfilis.

De acuerdo con una realizacién particularmente preferida de la presente invencion, las secuencias que codifica para las
enzimas hialuronano sintasa, UDP-glucosa deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y glucosa 6 fosfato isomerasa
incluyen una secuencia Shine-Dalgarno en direccion 5'.

Aun mas preferiblemente, dicho vector plasmido (i) comprende o consiste en la secuencia de nucleétidos como se
define en SEQ ID NO:1 o0 en SEQ ID NO:2.

La subsiguiente purificacion de la HA secretada sera extremadamente simple, con el resultado de que el proceso de
produccién industrial sera mucho mas barato que el proceso de acuerdo con el estado de la técnica.

Un sistema también ha sido disefiado en B. megaterium. En este caso, el sistema utiliza dos plasmidos: el primero
conduce a la sintesis de la proteina enzimatica ARN polimerasa T7, y el segundo (disefio) a la del mensajero del gen (o
genes) de interés, bajo el control del promotor T7 del bacteriéfago T7. El primer plasmido, pT7- RNAP (MoBiTec), se
deriva a partir del plasmido pBM100 264 (MoBiTec), que se replica en B. megaterium QM B1551 (MoBiTec) y también
contiene el origen de replicacion de E. coli, la resistencia a la ampicilina y cloranfenicol y el promotor para PXy1A xilosa,
y su represor Xy1R, que controlan la sintesis de la ARN polimerasa T7, cuya secuencia de genes es en el mismo
plasmido. El plasmido para la sintesis de proteinas recombinantes, pPT7 (MoBiTec), se deriva a partir de B. cereus 'y
conduce a un origen de replicacion de B. megaterium y la resistencia a la ampicilina y cloranfenicol, y un origen de
replicacion para E. coliy del promotor T7 controlado por ARN polimerasa T7.

Cuando la proteina de interés se debe sintetizar, se adiciona la xilosa a las células, y activa su promotor y desconecta el
represor. El promotor, liberado, a continuacion, permite que la polimerasa de la bacteria para transcribir el gen para la
sintesis de la enzima ARN polimerasa T7 que, pasando al promotor T7 del otro plasmido, transcribe su gen de interés,
es decir, los genes necesarios para la sintesis de HA. El sistema es muy eficiente, ya que una sola polimerasa se dedica
a la transcripcion del gen de interés, y las mdltiples copias de los dos plasmidos aseguran que los niveles de
transcripcion sean extremadamente altos.

Un objeto adicional de la presente invencion son vectores plasmidos, que contienen los dos genes hasA y tuaD o los
cuatro genes hasA, tuaD, gtaB y pgi (correspondiente a hask), bajo el control del promotor T7 de ARN polimerasa del
bacteriéfago T7, que son apropiados para permitir la produccion en B. megaterium del acido hialurénico con alto
rendimiento, de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente. Preferiblemente, las secuencias que codifican para
la enzima hialuronano sintasa, UDP-glucosa deshidrogenasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y glucosa 6 fosfato isomerasa
incluyen una secuencia Shine-Dalgarno en direccion 5. Estos vectores también pueden ser construidas de manera que
contengan cualquier otro gen relacionado con la biosintesis del acido hialurénico.

A diferencia de los que estan disponibles hasta la fecha, el plasmido de partida es pequeiio, lo que permite el disefio de
toda la ruta de biosintesis del acido hialurénico (esto es, los cuatro genes hasA, Tuad, gtaB y pgi) en un Unico plasmido,
que se denomina en este documento pPT7hasAtuaDgtaBpgi, haciendo la presente invencion econdémicamente
ventajosa y con éxito aplicable a escala industrial. En una realizacion preferida de la presente invencion, el vector
plasmido es pPT7hasAtuaD (SEQ ID NO:1) o pPT7hasAtuaDgtaBpgi (SEQ ID NO:2).

La presente invencion también se refiere a un método y sistema en relaciéon a la produccion/construccion de cepas
bacterianas, transformadas con el plasmido que contiene la ruta de biosintesis del acido hialurénico completa, y la
seleccion de cepas bacterianas estables, viables, replicantes y secretoras de HA con alto rendimiento.

Dicho método de construccion de la cepa de disefio con el vector plasmido de 2 genes o 4 genes para la sintesis de HA
comprende las siguientes etapas:
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* Clonacion del gen tuaD (UDP-glucosa deshidrogenasa) a partir de BacillusSubtilis,

* Clonacion del gen hasA (hialuronano sintasa) a partir de Streptococcus zooepidemicus,
* Construccion del plasmido pGEM4hasA,

+ Construccion de un plasmido con el gen tuaD después de hasA,

* Clonacion del gen hasA-tuaD en el plasmido de B. megaterium pPT7: pPT7hasAtuaD;

el procedimiento para la construccion de la ruta de los 4 genes procede con las siguientes etapas:
+ Clonacion del gen gtaB: construccion del plasmido pGEM4hasA-gtaB,
* Clonacion del gen pgi a partir de Bacillus Subtilis,

» Construccion del plasmido pPT7hasAtuaDgtaBpgi, que se conoce como pT7hyal,

* Transformacion de plasmidos pPT7hasAtuaD y pPT7hasAtuaDgtaBpgi en Bacillus megaterium,
* Seleccion de las células secretoras de acido hialurénico xilosa por gradiente de xilosa para Bacillus megaterium,
» Seleccioén de grandes cantidades estables, viables, replicantes y secretoras de células de HA.

La presente invencion sera ahora divulgada a modo de ejemplo, pero no de limitacién, de acuerdo con realizaciones
preferidas, con particular referencia a las figuras adjuntas, en donde:

La figura 1 muestra una comparacion en placas entre el crecimiento de células de E. coli TOP10, incorporando el
plasmido pHTO01 (control) y células de E. coli TOP10, incorporando pBS5 (hasA + tuaD);

La figura 2 muestra el analisis en gel de la expresion de gen tuaD en E. coli BL21 DES3;

La figura 3 muestra el analisis en electroforesis de gel de la expresion constitutiva de hialuronano sintasa (Strept) en E.
coli; la proteina codificada designado SeHAS tiene 417 aminoacidos de longitud (peso molecular calculado 47,778, Pl
calculado 9.1) y es el miembro mas pequefio de la familia HAS identificado hasta el momento; la enzima migra
andmalamente rapido en la electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (aproximadamente 42000 Da);

La figura 4 muestra el mapa del plasmido pPT7 que comprende el promotor y el terminador de ARN polimerasa T7 del
bacteriéfago T7; el origen de replicacion de Coli y Megaterium; gen de resistencia a ampicilina; gen de resistencia a
tetraciclina;

La figura 5 muestra el mapa de restriccion del plasmido PT7hyal;

La figura 6 muestra el analisis por SDS-page de lisados de células de E. coli BL21 DE3 para verificar la presencia de
proteinas que llevan a la sintesis del acido hialurénico;

La figura 7 muestra la comparacion de la produccion de HA en placa entre las colonias de E. coli BL21 DE3
transformadas con el plasmido pPT7 (control de colonias), pPT7hasAtuaD (colonia 6) y pPT7hasAtuaDgtaBpgi
(pT7Hya1 — Colonia 2) después de 24 horas de crecimiento a 37 °C, en presencia de IPTG;

La figura 8 muestra los resultados de ensayos de siembra en placa para la seleccion de células capaces de expresar
altos niveles de acido hialurénico en la presencia o ausencia de IPTG;

La figura 9 muestra los resultados de ensayos de siembra en placa en presencia de IPTG para probar el grado de
supervivencia de las células capaces de producir HA;

La figura 10 muestra el analisis de carbazol de los precipitados de HA en el tubo de ensayo.

Los siguientes ejemplos describen las diversas etapas necesarias para la realizacion de la invenciéon, a modo de
ejemplo, pero no de limitacion.

Ejemplo 1: Clonacion del gen tuaD (UDP-glucosa deshidrogenasa) a partir de Bacillus subtilis
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La secuencia del gen tuaD, que es 9300 pb de longitud en B. subtilis, esta presente en las bases de datos bajo el
numero de acceso AF015609 en el sistema que codifica el operén acido teicurdnico y comprende ocho genes,
tuaABCDEFGH. En el presente caso, el gen de interés tuaD cae entre las bases 3582-4984 pb. El analisis de software
para enzimas de restriccion indica que los sitios de restriccion Clal, EcoRlI, Pstl, Hindlll y Sphl estan presentes, y por lo
tanto no se pueden utilizar para la clonacién. El codén de inicio no es una metionina, pero una valina; en la presente
invencion, se sustituy6é por el codén para la metionina, que es mucho mas eficiente en la transduccion de la proteina.
Dos cebadores de oligonucledtidos con la siguiente secuencia se utilizan para recuperar la siguiente secuencia:

5’atgaaaaaatagctgtcatiggaacag 3’ (SEQ ID NO:3) y 5'ttataaattgtcgticccaagtct 3' (SEQ ID NO:4).

El ADN genomico de la cepa de B. subtilis 168 (ACTT 23857D-5) se obtuvo con el kit de extraccién de Qiagen. Con 32
ciclos de PCR, utilizando el ADN de B. subtilis como plantilla y los dos dichos oligonucleétidos, se obtuvo un amplificado
del peso molecular esperado. El amplificado obtenido se ensayd para determinar la presencia de la enzima de
restriccion EcoRI. Después de cortar con esta enzima en gel de agarosa al 1%, dos bandas de AND que pesan 470bp y
920bp estaban presentes, que corresponden a los esperados. Para clonar el gen tuaD en un vector de expresion, se
sintetizaron otros dos oligonucledétidos con la siguiente secuencia:

5’gctggatccatgaaaaaatagctgtcattgg 3' (SEQ ID NO:5 y &’ ctcgctagcttataaattgacgcttcccaag 3’ (SEQ ID NO:6) con el fin de
insertar dicha secuencia entre los sitios de restriccion BamHI y Nhel en el vector de expresion, plasmido pRSET B
(INVITROGEN).

Una secuencia Shine-Dalgarno (SD) necesita ser introducida en gen tuaD en direccion 5’ del extremo 5' del gen para
permitir el reconocimiento eficiente por la ARN polimerasa bacteriana. Para este fin, el ADN se amplificd con los
siguientes cebadores de oligonucledtidos:

5’ cgacatatgaaaaaatagctgtcattgg 3’ (SEQ ID NO:7) y 5’ ctcgctagcttataaattgacgcttcccaag 3’ (SEQ ID NO:8).

Dos sitios de restriccion Ndel y Nhel estan presentes en dichos cebadores en 5', que permiten a su clonacién en el
vector pRSET B entre los mismos sitios. Una secuencia SD, en consecuencia, presente en direccion 5 del sitio de
restriccion Ndel del plasmido pRSET B, es particularmente eficiente y necesario para la ARN polimerasa con el fin de
sintetizar la proteina. El sitio de restriccion Xbal, que se requiere para las posteriores clonaciones, también esta
presente incluso antes de dicha secuencia. El vector creado, pRSET B, por lo tanto, se llamé pRSEtuaD.

Asi, en este plasmido, la secuencia que codifica para tuaD cae entre los sitios de restriccion Ndel y Nhel; sitio de
restriccion Xbal, que es necesario para la posterior clonacion, esta presente antes y en direccion 5’ de dicho plasmido, y
otros sitios de restriccion, incluyendo BamHI| - Bglll --Xhol, estan presentes detras del gen tuaD.

El siguiente diagrama resume los sitios de interés presente en el plasmido pRSEtuaD

Xbal-- Ndel tuaD Nhel -BamHI-- Bgll -Xhol

El plasmido descrito es un vector de expresion que funciona no sdélo en B. megaterium sino también en E. coli, debido a
que el gen esta bajo el control del promotor T7 del bacteriéfago T7; si se transforma en células bacterianas BL21 DES3,
que son capaces de transcribir la ARN polimerasa T7, que por lo tanto les permite expresar el gen tuaD. Después de la
induccion con 1 mM de IPTG las células en E. coli son capaces de producir la proteina del peso molecular esperado,
pero no el acido hialurénico. La construccion es particularmente eficaz debido a que el nivel de expresion es muy alto.
Los tamafnos de las colonias que llevan plasmido pRSEtuaD son pequefias en comparacion con las células control
(Figura 1), lo que demuestra la toxicidad del gen tuaD. Esta clonacién es dificil precisamente porque es aparentemente
dificil que las colonias crezcan; el nivel particularmente alto de enzima UDP-glucosa deshidrogenasa probablemente
drena la glucosa de la célula, ya que se requiere para la formacion del precursor de acido hialurénico. Las células en las
que se induce la sintesis de tuaD con IPTG son por lo tanto ya no son capaces de sobrevivir durante un largo tiempo,
por lo que el producto génico es toxico.

En conclusion, el gen tuaD se aisld y se clond en un plasmido, y la secuencia resultd ser correcta. El gen expresado en
E. coli es capaz de producir una proteina del peso molecular esperado (54kDa, Figura 2), que es tdxica para la célula.
Sin embargo, estas células son incapaces de producir cantidades significativas de acido hialurénico, ya que es
deficiente de hialuronano sintasa (hasA).

Ejemplo 2: Clonacion del gen hasA (hialuronano sintasa) a partir de Streptococcus zooepidemicus
La secuencia del gen para hialuronano sintasa esta presente en las bases de datos bajo el numero de acceso
AY173078, y es 3552 bp de largo; la secuencia que codifica para la proteina es entre las bases 1y 1254. Los sitios de

restriccion Hindlll y Stul estan presentes en esta secuencia, y por lo tanto no se pueden utilizar para la clonacion, pero
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pueden ser utilizados para verificar la clonacion. Dos oligonucleétidos para uso con PCR se disefiaron y sintetizaron
para recuperar la secuencia de codificacion:

5’atgagaacattaaaaaacctcataac 3' (SEQ ID NO:9) y 5’taataattttttacgtgttccccag 3’ (SEQ ID NO:10)

El ADN gendmico de la bacteria Streptococcus zooepidemicus se recuperd con el kit de extraccion de Qiagen. La
secuencia codificante de 1254 pb se recuperé con PCR. El amplificado esperado de las dimensiones correctas fue
controlado con la enzima de restriccion Hindlll, y dio lugar a dos bandas de aprox. 100 pb y 1150 pb que se
corresponden con el corte esperado.

Ejemplo 3: Construccion del plasmido pGEM4hasA

Otros dos oligonucleétidos con la siguiente secuencia se crearon para clonar la secuencia de hasA en el plasmido
pGEMA4Z:

5’ ggaggatccatgagaacattaaaaaacctcat 3' (SEQ ID NO:11) y

5’ cagtctagattataataatttttacgtgtcc 3’ (SEQ ID NO:12)

El sitio de restriccion BamH/ fue creado en el primer oligonucledtido cerca de 5', y el sitio de restriccion Xbal fue creado
en el segundo oligonucledtido, de nuevo en 5'. El amplificado obtenido a través de estos dos oligonucledtidos se clond
entre los sitios de restriccion BamH| y Xbal en el plasmido pGEM4Z (PROMEGA) entre los mismos sitios para dar el

plasmido pGEM4hasA.

La secuencia de ADN entre dichos dos sitios de restriccion se analizaron con un secuenciador ABI 7000, resulté ser
correcta, y es idéntica a la publicada.

Hindlll-BamHI hasA Xbal-Sall

Se comprobd el plasmido para la expresion de la proteina recombinante en E. coli y presenté un peso molecular de
aprox. 42 kDa, lo que concuerda con el peso reportado para la proteina en la bibliografia, aunque tiene un peso
molecular tedrico de 47.778 kDa (Figura 3).

La clonacion de hasA a partir de streptococcus, por lo tanto, también se manifestd en términos de expresion de la
proteina. El plasmido es incapaz de producir cantidades significativas de acido hialurénico debido a que carece del gen
tuaD.

Ejemplo 4: Construccion de un plasmido con el gen tuaD después de hasA

Con esta construccion, el gen hasA se coloca en tandem con el gen tuaD. Para este fin, el plasmido pGEM4hasA, que
ya contiene el gen hasA, se utiliza como vector. El plasmido se corté con Xbal y Sall, y la secuencia del gen tuaD del
plasmido pRSEtuaD se corté con Xbal y -Xhol y se clon6é en los mismos sitios (Xhol y Sall son compatibles)
pGEM4hasA

Hindlll- BamHI hasA Xbal-Sall pRSE triaD

Xbal-- Ndel tuaD. Nhel -BamHI-- Bgll -Xhol

se obtiene la siguiente secuencia final:

Hindlll-BamHI hasA: Xbal--Ndel--------- tuaD-Nhel -BamHlI-- Bgll -Xhol
Ejemplo 5 Clonacion del gen hasA-tuaD en el plasmido pPT7 para B. megaterium.

Este plasmido pPT7 (MoBiTec) contiene dos origenes de replicacion, uno para E. coliy uno para B. megaterium, y por lo
tanto se pueden propagar en ambas bacterias. También contiene la resistencia a los antibiéticos ampicilina y
tetraciclina, que se puede utilizar para E. coliy B. megaterium respectivamente, y la secuencia de reconocimiento para
ARN polimerasa T7, es decir, el promotor dependiente de la ARN polimerasa T7 del bacteriéfago T7 seguido por su
terminador.

El plasmido contiene el sitio de restriccion BsrG/ con la secuencia fgtaca unas pocas bases después de la secuencia

Shine-Dalgarno, y un sitio BamHI (ggatcc) después de la metionina inicial. Se sintetizaron dos oligonucleétidos para la
clonacion con el fin de crear los siguientes dos sitios de restriccion en el extremo:

8
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5'GCTTGTACATGAGAACATTAAAAAACCTCA 3’ (SEQ ID NO:13) 5AGGGATCCTTATAAATTGACGCTTCCCAAG 3
(SEQ ID NO:14)

esto es BsrGl 'y BamHI en direccion 5’ y en direccion 3’ de los genes hasA y tuaD respectivamente. El amplificado de
2698 pb obtenido se cort6 con las enzimas de restriccion BsrGl'y BamH! 'y se clond en los mismos sitios de restriccion
como plasmido pPT7 para obtener el plasmido pPT7hasAtuaD (Figura 4).

La secuencia completa de este plasmido, denominado pPT7hasAtuaD, se analizé y se expone a continuacion:
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0 CTTTTTAGGTTCTAAATCGTGTTTTICTTGGART TGTGCTGTTTTATCCTITACCTTGTC
60 TACARACCCCTTARARACGTTTTTAAAGGCTTTTAAGCCGTCTGTACGTTCCTTARAGGCG
120 ARATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCGAATATTAATTAACCAAG
BsplddlI
1B0 GAGGTGAAATGTACARTGAGRACATTAAAAARCCTCATAACTGITGTGGCCTTTAGTATT
1 M R T L E N L I T WV ¥V & F & 1
HindIII
240 TITTGGGTACTGTTGATTTACGTCAATGTTTATCTOTTTGGT GCTAARGGARAGCTTGTCA
1 F w v L L I ¥ ¥V W ¥V ¥ L F G A K G 3 L 3
200 ATTTATGGCTTTTTGCTGATAGCTTACCTATTAGTCARRATGTCCTTATCCTTTTTTTAC
1 1 ¥ ¢ F L L I & Y L L VvV KM 5 L 8 F F ¥
360 AAGCCATTTAAGGGRAGGECTGGGCAATATAAGGTTGCAGCCATTATTCCCTCTTATAAL
1 ¥ P F K & R & ¢ ¢ Y K V A 2 I I P 5 ¥ N
420 GAAGATGCTGAGTCATTGCTAGAGACCTTAARAAGTGTTCAGCAGCARACCTATCCCCTA
l B p a E 3 L L B T L K 3 ¥V g @ @ T ¥ P L
480 GCAGAAATTTATGTTGTTGACGATGGAAGTGCTGAT GAGACAGGTATTAAGCGCATTGAR
1l 22 g I ¥ VvV VDD GG S A D ETGTI KR I E
540 GACTATGTGCGTGACACTGGTGACCTATCARGCAATGTCATTGTTCACCGGTCAGRARAR
1 0 ¥y v >DT ¢ DD L &8 58 N V I V HERE & E K
600  AATCARAGGARAGCGTCATGCACAGGCLCTGGGCCTTTGARAGATCAGACGCTGATGTCTTT
1l ¥ ¢ ¢ K R H & ¢ A W A F E R &8 D A D V F
660 TTEACCGTTGACTCAGATACTTATATCTACCCTGATGCTTTAGAGGAGTTGTTARRRACT
l1 .. vpop s o T ¥ I ¥ P DA L E E L L K T
T20 TTTAATGACCCAACTGTTTTIGCTGLGACGGGTCACCTTAAT GTCAGRARTAGACARRCC
l F W 0 P TV F &2 AT G HUL NV EREHNZEREQT
THO  BATCTCTTRAACACGCTTGACAGATATTCGCTATGATAATGCTTTITGGCGT TGRACGAGCT
l w L. .. T R L T I I R ¥ Db W A2 F G ¥V E R A
840 GCCCRATCCGTTACAGGTAATATTCTCGITTGCTCAGGCCCGCTTAGCGTTTRACAGACGE
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A Q 5 VvV T &« W I L Vv © 8 & P L 3 WV ¥ E R
GAGGTGGTTGTTCCTAACATAGAT AGAT ACATCARCCAGACCTTCCTGGETATTCCTGTA
E vV v v P W I D R ¥ I N Q T F L G I P W
AGTATCGET AT GACAGGTGCTTEACCAARCTAT GCALRCTEGATTTAGGAARGACTGTTTAT
s I & b bR C L T W ¥ A T D L G EKE T ¥V ¥
CAATCCACTGCTARATGTATTACAGATGTTCCTGACAAGATGTCTACTTACT TGAAGCAG
Q2 5 T & K ¢ I T D VvV P D E M 35 T ¥ L E @
CAAAAC OGO T GGAAC AR GTCCT TCTT TAGAGAGT CCAT TATTTCTGTTARGARAATCATG
2 W R W W K 5 F F R E 5 I I 5 WV K K I M
ANCARTCCTTTTGTAGCCCTATGGACCATACTTGAGGTGTCTATGTTTATGATGCTTGTT
W W rp F VvV &2 L wW T I L E ¥V &8 M F M M L W
TATTCTGTGETGGATTTCTTTGTAGGCAAT GTCAGAGAATTT GATTGGCTCAGGGTTTTG
Y 8§ Vv b F F V G W V E E F D W L E WV L
GCCTTTCTGETGATTATCTTCATTGTTGCTCTTTGTCGTAATATT CACTATATGCTTAAG
A& r L VvV I I F I VvV &2 L ¢ R N I H ¥ M L E
CACCCGCTGTCCTTCTTGTTATCTCCGTTTTAT GGEGTACTGCTTTGTTTGT COCTACAGT
H P L & F L L & P F ¥ <& Vv L L € L & ¥ &
CoTTGAAATTGTATTCTCTT TTTACTAT TAGAAAT GOTGACTCGGGARCACGTARARARAT
B
¥bal NdeT
TATTATAATCTAGAAAT AATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGATATACATAT GAARALAL
M E K I
TAGCTGTCAT TGGAAC AGET TAT GTAGGACTCGTAT CAGGCACTTGCTTTGC GGAGATCG
A& vV I ¢ T ¢ ¥ V ¢ L v 858 ¢ T ¢ F A E I G
EcoRV  Clal
GCAATAAAGTTGTTTGCTGTGATATCGAT GAATCAAAAATCAGAAGCCT GAAARATGGGG
¥y K v v ¢ ¢ b I I E 5 E I R 5§ L E N & V

TAATCCCAATCTATGAACCAGGGLTT GCAGACTTAGTTGARRRARATGTGCT GGATCAGT
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I P I ¥ E F ¢& L A D L ¥V E K N ¥V L D Q@ R
EcaRV
GCCTGACCTTTACGARCGATATCCCGTCTGCCATTCGGECCTCAGATATTATTTATATTG
L T T W DI P 5 A I B & 5 D I I ¥ I &
CAGTCGERACGCCTATGTCCARRRCRGETGAAGCTCATTTARCGTACGTCARAGCGECGE
v & T P M 5 K T & BE A D L T ¥ ¥ K A A A
CEARMACAATCGETGAGCATCTTAACGGCTACAARCTGATCGTAARTARRRGCACAGTCE
K T 1 6 E H L B ¢ ¥ K V I Vv N K 5 T vV P
CEGTTGGAACAGGGAAACTCETGCARTCTATCGT TCARARAGCCTCARAGGEGAGATACT
vV & T ¢ K L v g 8 I Vv @ K A 5 KE G R Y 5
EcoRI
CATTTGATGTTGTATCTARCCCTGARATTCCTTCGGGAAGGGTCAGCGATTCATGACACGA
F D VvV ¥V 5 W P E F L E E G & & I H D T M
TGAATATGGAGCGTGCCGTGATTGET TCARC AAGTCATARAGCCGOTGCCATCATTGAGG
¥ M E R &2 Vv I ¢ 58 T &8 H E A & & I I E E
AACTTCATCAGCCATTCCATGCTCCT GTCATTAAAACARAACCTAGAAAGT GCAGAAATGA

L H# ¢ P F H & FP VvV I E T N L E 5 & E M I

TTARARTACGCCGUGAATGCATTTCTGGCGACARAGATTTCCTITATCAACGATATCGCAR
E Y A& A W Ao F L A T K I 5 F I O D I & N
ACATTTGTGAGCGAGT CEECGCAGACGTTTCARARGTTGCTGATGETGTTGGTCTTGACR
I ¢ E R ¥V ¢G 2 D VWV 58 KV &a D c ¥V ¢ L I 5
GCCGTATCGGCAGARAGTTCCTTARARGCTGETATTGGATTCGEGCEGETTCATGTTTTCCAR
E I &6 R K F L K A ¢ I &G F G GG &5 C F F K
AGGATACAACCECGCTGCTTCAAATCGCARAATCGECAGGCTATCCATTCAAMGCTCATCG
p T T A L L Q I A K 5 A G ¥ P F K L I E
AAGCTGTCAT T GARACGARCGARARGCAGCGTGTTCATATTGTAGATAAACTTTTGACT G

A& v I E T W E E ¢ R V H I VvV D K L L T W

12
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2400 TTATGGGAAGCGTCAAAGGGAGAACCATTTCAGTCCTGGGATTAGCCTTCARACCGRATA

3 M & 5 vV K &6 R T I 5 vV L. & L & F EKE P N T
Fatl

2460 COAARCGATGTGAGATCCGCTCCAGCGCTTGATATTATCCCAATGCTGCAGCAGCTGGGCG
3 N n v R 5 A P A L D I I P M L @ @ L G A

HindIII

2520 CCCATGTAARAGCATACGATCCGATTGCTATTCCTGAAGCTTCAGCGATCCTTGGCGAAC
3 H v K A ¥ D P I A2 I P E A &5 A I L G E @

Sphl

2580 AGGTCGAGTATTACACAGATGTGTATGLTGCGATGGAAGACACTGATGCATGCCTGATTT
3 vV BE Y ¥ T D vV ¥ A A M E DD T D A < L I L

2640 TARCGGATTGGCCGGAAGTGARAGARATGEAGCTTGTARAACT GAARRCCCTCTTARRAC
3 T b wW P E ¥V K E M E L Vv K V K T L L K @

2700 AGCCAGTCATCATTGACGGCAGARATTTATTTTCACTTCARACGACGATGCAGGCAGCCGEAT
3 P v I I b & R W L F 5 L BE E M @ A A &G ¥

27Ta0  ACATTTATCACTCTATCGGCCGTCCCGCTGTTCGGEGARCGGARCCCTCTGACARGTATT
3 I ¥y H 5 I ¢& R P & ¥V R G T E P & D E Y F

BamHI

2820 TTCCGGGCTTGCCGCTTGAAGRATTGGCTARAGACT TGGEAAGCGTCAATTTAT BAGGAT
3 P & L P L E E L A E DD L G 5 ¥ N L

Sphl

2880 CCOGCOGCATGCCGGCTRAATCGCGACCGETTAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTARR

2940 CGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGC TARAAGGAGGAACTATATCCGGTCCARGAATTGGAGCCA

3000 ATCAATTCTTGUGGAGAACTGTGAATGLGCAAACCAACCCTTGGCAGARACATATCCATCG

3060 CGTCCGCCATCTCCAGCAGCCGCACGCGGCGCATCTCGEECCGCGTTGCTGGCGTTTTTE

3120 CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGUATCACARARATCGACGOTCAAGTCAGAGETGEIGA

3180 ARCCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCGITICCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGOGITCT

3240 COTGITCCGACCCTGCCGOTTACCGRATACCTETCCGCOTTITCTCCCTTCGEGAAGCGT G
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GeGCTTTCTCATAGCT CACGC T GTAGGTAT CTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGUTCCAAG
CTGGEGCTGT T GCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGLTGCGCCTTATCCGGTARCTAT
CETCTTGAGTCCAACCCGETARGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACT GGTAAC
AGGATTAGCAGAGC GAGETATGTAGGCEGT GCTACAGAGTTCTTGAAGT GGTGECCTARC
TACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGC TCTGCTGAAGCCAGTTACCTTC
GGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACAARCCACCGCTGGTAGCGETGGTTTT
TTTGTTTGCAARGCAGCAGATTACGCGCAGARARARRAGGATCTCARGAAGATCCTTTGATC
TTTTCTACGGGETCTGACGCTCAGTGGAACGAARRCTCACGT TARAGGGATTTTGGTCATG
AGATTATCARARRAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTARATTRARRATGARGTTTTARATCA
ATCTARRAGTATATATGAGTAARCTTGGTCT GACAGTTACCRAATGCTTARTCAGT GAGGCA
CCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAG
ATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCT GGCCCCAGTGCT GCAATGATACCGRGAGAC
CCACGCTCACCGECTCCAGATTTATCACCART AR ACCAGCCAGCCGEAACGCGCCGAGCGE

AGRAGTGETCCTGCAACTTTATCCGL CTCCATCCAGTC TATTAATTGTTGCCGGGAAGCT

AGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTRATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATC
Hpy25I
GTGETGTCACGCTCGTCCTTTGGTAT GEUT TCATTCAGCTCCGGTTCCCARCGATCAAGS
CGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAARARAGUGGT TAGLTCCTTCGGTCCTCCGATC
GTTGTCAGAAGTAAGT TGGCCGCAGT GTTATCACTCATGETTAT GGCAGCACTGCATAAT
Scal
TCTCTTACTGTCATGCCAT CCCT AAGATGCTTTTCTCTGACTGGTGAGTACTCAACCARG
TCATTCTGAGAATAGTGTAT G GEUGACCGAGTTCCTC TT G CCGGUGTCAACACGGGAT
ARTACCGUGCCACATAGCAGARCTTTARAAGTGCTCATCATT GGAAARCGTTCTTCGGGE
CGRAARABCTCTCRAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTARCCCACTCGTGCA
CCCARCTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTITCTGGGTGAGCARARACAGGA
AGGCAARRATGCCGCARALAMGEGAAT ALGECCGACACGGRARAATGTTGARTACTCATACTC
TTCCTTTTTCARATATTAT TGARGCAT TTAT CAGGETTATTGTCTCATGAGCGGATACATA
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TTTGARTGTATTTAGRARAATARRCAARTAGGECTTCCGUGCACATTTCCCCGAARRGT G

CCACCTGACGTCTARGARACCATTAT TATCATGACATTAARCCTATALAALTAGGCGTATC

ACGAGGCCCTTTCETCTTCARGAATTCCTGTTATAARR AR AGEATCALATTTTGAACTCTC

TCCCARAGTTGATCCCTTAACGATTTAGARATCCCTTTGAGAATGTTTATATACATTCAR

GETAACCAGCCAACTAAT GACAATGATTCCTGAAAARAGTAATAACAAATTACTATACAG
ATAAGTTGACTGAT CAACTTCCATAGGTAACAACCTTTGATCAAGT AAGGGTAT GGATAL
TARARCCACCTACAATTGCAATACCTGTTCCCTCTGATAARRAGCTGGTARAGTT ARGCAR
ACTCATTCCAGCACCAGCTTCCTGCTGTTTCAAGCTACTTGARACAATTGTTGATATARC
TETTTT GGTGAACGARAGCCCACCTAARACAARTACGATTATAATTCTCATGARCCATGA
TETTGITTCTARARGRARGGAAGCAGTTAARARGCTAACAGALARGRRAATGTARCTCCGAT
GTTTAARCACGTATARAGGACCTCTTCTATCAACAAGTATCCCACCAATCTAGCCGARART
Scal
AATGACACTCATTGTTCCAGGGARAATAATTACACTTCCGATTTCGGCAGTACTTAGCTG
GTGARACATCTTTCATCATATAAGGAACCATAGAGACARACCCTGCTACTGTTCCARATAT
AATTCCCCCACARAGARCTCCAATCATAAAACCTATATTTTTCCCTAATCOGGGATCARC
AR AT CTGTTACTTTCCTGATATGTTTTACAR ATATCAGGRATGACAGCACGCTARC
GATAAGAAARGARATGCTATATGATGTTGTAAACAACATARAARAATACARATGCCTACAGA
EcoBV
CATTAGTATAATTCCTTTGATATCARAAATGACCTTTTATCCTTACTTCTTTCTTTAAT AR
TTTCATAAGARRCGGAACAGTGATAATTGTTATCATAGGRAT GAGTAGAAGATAGGACCA
ATGAATATAATCGGCTATCAT TCCACCAATCCU T GEACCGACTCCTTCTCCCAT GGCUTAC
Clal
TATCGATCCAATAAGACCARATGCTTTACCCCTATTTTCCTTTGGAATATAGCGCGCART
TACAACCATTACGAGT GCTGEARAT GCAGCTGCACCAGCCCCTTGAATAR A ACGAGCCAT
AATAAGTARGGARARGARAGAATGGCCAACAARCCCAATTACCGACCCGARAARCAATTTAT

TATAATTCCARRTAGGAGTARCCTTTTGATGCCTAATTGATCAGATAGCTTTCCATATAC
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AGCTGTTCCAAT GGARRAGGTTARCATAAAGCCTGTCTTCACCCAGTTTGTACTCGCAGG
TGETTTATTARARTCATTTGCARATATCAGGTAAT GAGACGTTCARARRCCATTTCATTTAR
TACGCTARRARARGAT AAARTGCARAGCCARATTARAATTTGCTTGTGTCGTARATTCGA
TTGETGAATAGGATGTATTCACATTTCACCC TCCAATARTCGAGGGCAGACGTAGTTTATAG
GGTTAATGATACGCTTCCCTCTTTTAAT TGAACCCTGTTACATTCATTACACTTCATAAT
TAATTCCTCCTARACTTGATTARRACATTTTACCACATATARACTARGTTTTARATTCAG
TATTTCATCACTTATACAACAATATGGCCCGTTT GTTGAACTACTCTTTAATARALTAAT
TTTTCCGTTCCCARATTCCACATTGCAATAATAGARARAT CCATCTTCATCGGCTTTTTCGT
CATCATCTETATGRAT CAARTCGCCTTCTTCTGT GTCATCARGGTTTARTTTTTTATGTA
TTTCTTT TAACARRCCACCATAGGAGAT TAACCTTTTACGGTGTARACCTTCCTCCARAT
CAGACAAACGTTTCARATTCTTTTCTTCATCATCGGTCATARRATCCGTATCCTTTACAG
GATATTTTGCAGTTTCGT CAAT TGCCGATT GTATATCCGATTTATATTTATTTTTCGGTC
GAATCATTTGAACTTTTACATTTGGAT CATACTCTAATTTCATTGCCTTTTTCCARALTT
GAATCCATTGTTTTTGATTCACGTAGTTTTCTGTATTCTTAAAATAAGTTGGTTCCACAC
ATACCAATACATGCATGT GCTGATTATAAGRRTTATCTTTATTATTTATTGTCACTTCCG
TTGCACGCAT AARACCAACAAGATTTTTATTAATTTTTTTATATTGCATCATTCGGCGAR
ATCCTTGAGCCATATCTGACARACTCTTAT TTAATTCTTCGCCATCATAAACATTTTTAA
CTGTTAATGT GAGRARCAACCARCGARACTGTTGGCTITTGTTTAATAACT TCAGCARCAR
CCTTTTGTGACTGRAT GCCATGTTTCAT TGCTCTCCTCCAGT TGCACAT TGGACARAGCC
TGGATTTACAAR ACCACACTCGATACARCT TTCTTTCGCCTGTTTCACGATTTTGTTTAT
ACTCTAATATTTCAGCACARTCTTTTACTCTTTCAGCCTTTTTAAATTCAAGARATATGCA
GAAGTTCARAGTAATCAACATTAGCGATTTTCTTTTCTCTCCATGGTCTCACTTTTCCAC
TTTTTGTCTTGTCCACTAARACCCTTGATT TTTCATCT GARTAART GCTACTATTAGGAC
ACATARTATTAARRGAAACCCCCATCTATT TAGTTATTTGTTTIGGTCACTTATAACTTTA
ACAGATGGGETTITTCTGT GCAACCARATTTTAAGGGTITTTCAATACTTTAARRCACATAC
ATACCAACACTTCRAACGCACCTTTCAGCAACTARARTAAARATCGACGTTATTTCTATATG
TATCARAGATAAGARAGAACARAGTTCAARACCATCARARAANGCGACACCTITTCAGGTGCTT
TTTTTATTTTATARACTCATTCCCTGATCT CGACTTCGTTCTTTTTTTACCTCTCGETTA
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7860 TGAGTTAGTTCAAATTCGTT (SEQ ID NO:1)

El plasmido tiene un peso molecular de 7880 pb y contiene los diversos genes responsables de la sintesis de acido
hialurénico bajo el control del promotor fuerte T7 del bacteriéfago T7. La secuencia de la sintasa de hasA a partir de
Streptococcus equi cae entre las bases 196 y 1383, y la del gen tuaD entre las bases 1430 y 2873.

Ejemplo 6: Clonacion del gen gtaB (UDP-Glc pirofosforilasa)

El gen gtaB a partir de Bacillus Subtilis se recuperd del genoma bacteriano como el anterior, y a través de dos
oligonucledtidos que tienen las siguientes secuencias:

5ATGTCTAGAATAATAAGGAAGGTGCCTTTTAAATGAA 3’ (SEQ ID NO:15)
5CTCTCGAGCTAGCTTAGATTTCTTCTTTGTTTAGTAAAG 3’ (SEQ ID NO:16)

El producto amplificado de 925 pb se cortd con Xbal y Xhol y se cloné en el plasmido pGEM4hasA en los mismos sitios
de restriccion; el plasmido pGEMhasA-gtaB se obtiene de esta manera.

Ejemplo 7 Clonacion del gen pgi a partir de Bacillus subtilis en el plasmido pRSET B

El gen pgi (glucosa 6 fosfato isomerasa, también llamado pgi fosfoglucoisomerasa, correspondiente a hask de S.
zooepidemicus) se recuperd a partir del genoma de bacterias como se describe anteriormente con estos dos
oligonucledtidos

5TACATATGACGCATGTACGCTTGACTACTCCAAAAG 3’ (SEQ ID NO:17)
5’ATGCTAGCTCATTTATAATCTTCCAGACGTTTTTCAAG 3’ (SEQ ID NO:18)

y PCR, y se clon6 después del corte con enzimas de restriccion Ndel y Nhel en plasmido pRSETB entre los mismos
sitios de restriccion. El plasmido pRSEpgi se obtiene de esta manera. Se coloca el gen pgi bajo el control de un
promotor T7, y cuando se transfiere a las células de E. coli BL21 DE3 que produce la proteina del peso molecular
esperado. Este plasmido se cortd con Xbal y Pstl, y el fragmento de 1340 pb se cloné en el plasmido pGEMhasA-gtaB
entre los sitios Nhel y Pstl. El sitio de restriccion Xbal, como Nhel, se pierde después de la clonacion. De esta manera el
gen pgi se coloca detras del gen gtaB. El plasmido, denominado pGEM hasA-gtaB-pgi, se corté con Xbal y Xhol, y el
fragmento que contiene las secuencias que codifican para gtaB y pgi se clon6 en el plasmido pRSEtuaD entre los
mismos sitios. El plasmido obtenido se denomina pRSEtuaD-gtaB-pgi.

Este ultimo se corté con Xbal y BamHlI y el fragmento que contiene la secuencia que codifica para tuaD, gtaB y pgi se
clono en el plasmido pPT7hasAtuaD entre los mismos sitios para obtener el plasmido pPT7hasAtuaDgtaBpgi, que se
llama pT7hyal.

La secuencia del plasmido pT7hya1 se muestra a continuacion
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0 CTTTTTAGGTTCTARATCGTGTTITTTCTTGGAATTGTGCTGTTTTATCCTTTACCTTGTC
60 TACAAACCCCTTAAAAACGTTTTTARAAGGCTTTTAAGCCETCTGTACGTTCCTTAAGSCG
120 ARATTAARTACGACTCACTATAGGGAGARCCACAACGETTTCCCGRATATTAATTAACCRAG
Bspld0TI
180 GAGGTGAMATGTACRAATGAGAACATTARRAARACCTCATAACTGTTGTGGICTTTAGTATT
1 ¥ R T L BE W L I T ¥V vV A F 35 I
HindIlI
240 TITTGGGETACTGTTGATTTACGTCAATGTTTATCTCTTTGGT GCTARAGEARGCTTGTCA
l1 P W VvV L L I ¥ ¥V N ¥ ¥ L F G A EKE G 5 L 5
300 ATTTATGGCTTTTTGCTGATAGCTTACCTATTAGTCAAAATGTCCTTATCCTTTTTTTAC
1 1 ¥ ¢& F L L I A ¥ L L ¥ K M 5 L 5 F F ¥
360 AAGCCATTTAAGGGRAGGGUTGGGUAATATAAGGTTGCAGCCATTATTCCCTCTTATAAC
l £ P F E G B A G @ Y K vV A A I I F 5 ¥ N
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GAAGATGCTGAGTCATTGCTAGAGACCTTARAARGT GTTCAGCAGCARRCCTATCCCCTA
E p A E 5 L L BE T L K 5 VvV Q @ ¢ T ¥ F L
GCAGRARTTTATGTTGTTGACGAT GGARGT GCTGAT GAGACAGGTATTRAAGCGCATTGAR
A E I ¥Y vV v D D & 5 A DD E T G I E R I E
GACTATGTGCGTGACACTGGTGACCTATCARGCAATGTCATTGTTCACCGGTCAGARAAR
oYy v R D T ¢ D L 5 5 B V I ¥V HERE 5 EBE K
AATCRAGGARRGCGTCATGCACAGGCCTGGGCCTTTGAARAGATCAGACGCTGATGTCTTT
M 2 ¢ K R H A Q@ A WA F E E 5 D A D V F
TTGACCGTTGACTCAGATACTTATAT CTACCCTGATGCTTTAGAGGAGTTGTTARARACT
L T v op s p T Y I ¥ F DAL E E L L K T
TTTAATGACCCARCTGTTTTIGCTGCGACGGGTCACCTTARTGTCAGRARTAGACARACC
F W D P TV F A A T & HUTL N WV ENER @ T
AATCTCTTAACAC GO TT GRACAGATAT TCECTATGATAATGCTTTTGGCGT TGARCGAGCT
¥ L L T R L T D I R ¥ DD N A F G ¥V E E A
GLCCAATCCGTTACAGGTAATATTCTCGTTTGCT CAGGUCCGCTTAGCGTTTACAGACGC
A g 5 VvV T & Ww I L Vv ¢ 5 G F L 5 WV ¥ R R
GAGGTGGTTGTTCCTAACATAGATAGATACATCAACCAGACCTTCCTGGGTATTCCTGTA
E vV v ¥ p NI D R Y I W Q T F L G I P W
AGTATCGETGATGACAGGTGCTTGACCAACTATGCARCTGAT TTAGGAARGACT GTTTAT
s I « 0 b R C L TN Y A T DL & K T WV ¥
CAATCCACTCCTARATCTATTACAGATGTTCCTGACAAGATCTCTACTTACTTGARGCAG
@ £ T A B ¢ I T D VvV P D EM 8 T ¥ L K @Q
CARMACCGCTGERAAC ARG TCCTTCTT TAGAGAGT CCAT TATT TCTGTTARGARAAATCATG
@2 N R W N K & F F R E 85 I I 8 ¥ K KE I M
AARCAATCCTTTTGTAGLCCTAT GGACCATACTTGAGGT GTCTATGTTTATGATGCTTGTT
N W P F V AL W T I L E V 58 M F M M L WV
TATTCTGTGETGEAT TTCTTTGTAGGCAAT GTCAGAGARATTTGATT GGCTCAGGGTTTTG

¥ & v v b F F VG BV EEVFD WUIL E V L
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GOCTTTCTGETGATTAT CTTCATTGTTGCTCTTTGTCGTAATATTCACTATATGCTTAAG
A F L v I I F I VvV A L © R N I H ¥ M L K
CACCCGCTGTCCTTCTTGTTAT CT COGTTTTATGGGEETACTGUTTTGTTTGTCC TACAGT
H P L 5§ F L L. 53 P F ¥ & V L L € L 5 T 5
CCTTGARATTGTATTCTCTTTTTACTATTAGAAATGCTGACT GGCGAACACGTAARRRAT
F
¥baTl NdeT
TATTATAATCTAGAAATARTTTTGTTTAACTTTAAGRAGGAGATATACATATGARLRAARN
M K K I
TAGCTGTCAT TGGAACAGGTTATGTAGGACTCGTATCAGGCACTTGCTTTGCGGAGATCG
A vV I & T ¢ ¥ vV & L VvV 8 & T ¢ F A E I &

EcoRV

GCAATARAGT TGTTTGCTGTGATATCGATGAATCAARAATCAGAAGCCTGAARAAATGGGG
m K v v <o ¢ p I D E 5 K I R &8 L E N G ¥
TAATCCCAAT CTATGAACCAGGGUTTGLAGACT TAGT TGAAAARALTGTGUTGGATCAGT
I P I ¥ E P ¢ L A D L ¥V E E N V L I g R
EcoBV
GoCTGACCTTTACGAACGATATCCCCTCTGCCATTCGEGCCTCAGATATTATTTATATTG
L T F T H®N D I P & A I E A S DI I Y I A
CAGTCGEAACGCCTATGTCCAARACAGGTGAAGETGATTTARCGTACGTCARAGCGGLGG
v ¢ T p M 5 K T ¢ E A D L T ¥ ¥V K A A A
CGAAARCAAT CGETGAGCATCT TARCGGCTACARAGTGATCGTAAATARRRAGCACAGTCC
K T I & B H L NN ¢ ¥ E V¥V I Vv N K &5 T V P
CEGTTGGAACAGCGAAACT GETGCAATCTATCGTTCARRAAGCCTCALA GCGEGAGATACT
v ¢ T ¢ KE L v o 5 I Vv @ KE A 8§ KE G R ¥ &
EcoRI

CATTTGATGTTGTATCTARCCCTGARTTCCTTCGGGARGGGT CAGCGATTCATGACACGA
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3 F vV v 5 N P E F L R E G 5 A I H D T M
1980 TGAATATGGAGCGTGCCGTGATTGGTTCARCRAGTCATARRGCCGCTGCCATCATTGAGS
3 W M E R A& V I & 5 T 5 H E & A A I I E E
2040 AACTTCATCAGCCATTCCATGCTCCTGTCATTARAACALACCTAGARAGT GLAGARATGA
3 L H @ P F H A FP ¥V I KE T N L E 5 A E M I
EcoRV
2100 TTAAATACGCCGCGAATGCATTTCTGGCGACAAAGATTTCCTTTATCAACGATATCGCAR
3 K ¥ A A N & F L A T K I 5 F I B I I A H
2160 ACATTTGTGAGUGAGTCGGCGCAGRCGTTTCARRAGTTGCTGATGETGTTGETCTTGACA
2 I © B R V 6 A DV 5 K V & D G V G L D &
2220 GCCGTATCGGCAGRRRAGTTCCTTAAAGCTGGTATTGEATTCCGCGGTTCATGTTTTCCAR
3 R I ¢6 R E F L K A ¢ I 6 F ¢ ¢ 5 C F P K
2280 AGGATACAACCGCGCTGCTTCARATCGCAAAATCGGCAGECTATCCATTCAAGCTCATCG
2 oT T & 5L L o I A K & AaA ¢ Y P F E L I E
2340 ARGCTGTCATTGAARACGAACGAARAAGCAGCGTGTTCATATTGTAGATARACTTTTGACTG
3 A v I E T W E K @ R ¥ H I Vv D K L L T WV
2400 TTATGGGAAGCGTCAAAGGGAGARCCATTTCAGTCCTGGEATTAGCCTTCARACCGARTA
3 M ¢ 5 vV K& R T I 5 ¥V L 6 L A F E P H T
PstI
2460 CGAACGATGTGAGATCCGCTCCAGCGCTTGATATTATC CCAATGCTGCAGCAGCTGGGECG
3 ¥ ¥V R 5 &2 PF A L D I I P M L 2 @ L G A
HindIII
2520 CCCATGTAAAMGCATACGATCCGATTGUTATTCCTGARGUTTCAGCGATCCT TGGUGAAL
3 H v K & Y D P I A2 I P E A 5 & I L & E @
SphI
2580 AGGTCGAGTATTACACAGATGIGTATGCTGCGATGGAAGRCACTGATGCATGCCTGATTT
3 v BE Y Y T D v ¥ A& A M E D T D & C L I L

2640 TRACGGATTGGCCGEAAGCTGRAAGARATGGAGCTTGTARRAGT GAARACCCOTCTTARRAD
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T b w P E VvV K EM E L V E V E T L L E @
AGCCAGT CATCATTGACGGLAGARATTTATTTTCACTT GARGAGAT GCAGGCAGCCGGAT
F ¥ I I D G R N L F 38 L E E M @ A A G ¥
ACATTTATCACTCTATCGECCGTCCCGUTETTCGEGEAACGEAACCCTCTGACARGTATT
I ¥ H &8 I ¢& R P A ¥V R < T E P 5 D K ¥ F
TTCCGGGECTTGCCGCT TCAAGAATTGGC TARAGACTTGGGAAGCGTCAATTTATAAGCTA
P & L P L E E L A K D L ¢ &5 ¥V N L
GAATAATAAGGRAGGTGLCTTTTARATGAARALRAGTACGT AAAGCCATARATTCCAGCAGC
M K K v R E & I I F A R
AGGCTTAGGAACACGTTTTCTTCCGGOTAC GAALGCAATGCCGARAGARATGCT TCCTAT
& L « T R F L P A T E &2 M P E E M L F I
CETTGATARACCTACCATTCARTACATAAT TGARGARGCTGTTGARAGCCGGTAT TGAAGR
v 0 E P T I o0 ¥ I I E E & ¥V E A G I E D
TATTATTATCGTARCAGGARARAGCAAGCGTGCGATTGAGGATCATTTTGATTACTCTCC
I I I v T «& K &8 K R A I BE D H F D T &5 F
TGAGCTTGAARGARACCT AGARGARRRAAGEAAARACTGAGCTGCTT GRARAAGT GAAAAL
E L E R N L EE K G K T E L L E K V K K
GGCTTCTAACCTGGCTGACAT TCACTATAT CCGCCARAAAGAACCTARAGCTCTCGGACA
A& 5 WL &2 D I H ¥ I R 0 E E P E G LI G H
TGoTGTCTGETGUGCACGCARCTTTATCGGUGATGAGCCGTTTGCGGTACTGETTGGT GA
A VvV W C A R N F I ¢ D E P F &V L L G D
CGATATTGTTCAGGCTGAAACTCCAGGGTT GCGCCAAT TAAT GGAT GAATAT GAAALRAC
r 1 v g & E T P & L R ©Q L M D E ¥ E K T
ACTTTCTTCTATTATCGGTGTTCAGCAGGT GLCCGARGAAGA R RCACACCGUTACGGCAT
L 5 5 1 I ¢ v @ g ¥V P E E E T H R ¥ G I
TATTGACCCGCTGACAAGTGAAGGCCGCCGTTATCAGGTGARA AR ACTTCGTTGARAAMRCT
I »r P L T & E &RUEY Q ¥V EKEWMNF WV E K P

GCCTAARAGGCACAGCACCTTCTAATCTTGCCATCTTAGGCCGTTACGTATTCACGCCT GA
22
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2 F K ¢ T A P 5 N L A I L & E ¥ vV F T F E
BglTI
3540 GATCTTCATGTATTTAGRAAGAGCAGCAGGTTGGCGCCGGCGERAGRARTTCAGCT CACAGR
2 I F M Y L E E ¢ Qg ¥V G A G G E I ¢ L T D
2e00 CGCCATTCAARRGCCTEAATGARATTCAARGAGTGTTTGCTTACGATTTTGARGGCARGOG
2 &2 I ¢ KL W B I ¢ R V F A Y D F E G K R
3660 TTATGATGTTGGTGAARAGCTCGGCTTTAT CACAACAACTCTTGAATTTGCGAT GCAGGA
2 ¥y b v & E K L ¢ ¥ I T T T L E F A M Q D
3720 TARAGAGCTTCGCGATCAGCTCGTTCCATTTATGGRAGGTTTACTARACARRGARGARAT
2 K BE L R D @ L ¥V P F M E G L L W K E E I
HdeTI
3780 CTRAGCTAGARRTAATTTTGTTTAACTTTAAGRAGGAGATATACATATGACGCATGETACG
2 M T H V R
3B40 CTTGACTACTCCAARAGCGTTGACTTTCTTTCCAACGGARACATGAACTTACATACCTGCG
2 L T T p K A L T F F P T E H E L T ¥ L E
3900 GGACTTTGTARARACAGCACACCATRATATCCATGAGAARRCAGGCGCGGGLAGUGATTT
2 bp Fr v KT A H H W I H E KT &z & G 5 D F
EcoRI
3860 TCTAGGCTGGGTEGACCTCCCT GRACATTATGATARAGRRAGARTTCGUGCGCAT CCARRAR
2 L ¢ WV DL P EH Y D EKEEEF A& R I Q0 K
4020 AAGCGCGGAAMAAAATCCAATCTGACTCTGATGTCTTGCTTCTTETCGGCATCGGCGETTO
2 & A B K I ¢ 5 D g2 D V L L ¥V ¥V G I G G &
4080 TTATCTTGGAGCGLGEGCAGCGATTGAAGCGCTGAATCACGCGTTTTATARCACTTTGCC
2 ¥y L ¢ A R A A I E A L W H & F ¥ N T L P
4140 ARRAGCCABRACGCGGCAATCCGCAAGTCATTTTTAACTTCTCTATTAATGTGATTTCTAR
2 E A ER GNP ©Q VI FN F S5 I NV I 5 K
HindITI

4200 ATCAGETACGACAACTGAACCTGCAATCGCTTTCCGTATTITCCGCAAGCTTCTTGARGA
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& & T T T E P A I A F E I F R KE L L E E
GAARRTACGGTAARGAAGARGCGARAGUGCGCGATTTATGCAACARCT GATARAGAGCGC GG
E ¥ ¢ £ E E A K AFR I ¥ A T T D E E R G
CECATT AR, G T T T TARC R AGARGECTTTGAATCATTCGTAATTCCTGACGATET
44 L E T L & N B E ¢« F E & F VvV I P D D ¥
COEGCGGCCGTTATTCAGTTTTAACAGCTGTAGCTCTCTTGCCGATTGOTGTCAGCGGCGT
G ¢ R ¥ &8 V L T A VvV 6 L L P I & WV 3 G ¥V
CRACATTGACGACATGATGRAARGGLGCCCTGGAT GCGAGCARAGATTTTGCARCATCTGA
m I pbmM M K & A L D A2 5 E D F & T 5 E
ACTGGAAGAT AACCCAGCATACCAAT AT GUGETTGTTCGUCAATGTCCTTTATAAT ARGEG
L E DN P A Y @ ¥ A WV V E N V L ¥ H E G
CRARACAATTGARRTGCTCAT CARCTACGAACCGGUGCTTCAATACTTTGCGGAATGETG
E T I E M L I W ¥ E P 2 L @ ¥ F A E W W
GRAGCAGCTGTTCGGAGARAGCGARGGGAARGAT GAGAAGGGCATTTATCCTTCTTCAGT
E g L F 6 E 5 E & K D E K ¢ I ¥ F 5 5 &
GAACTAT T CARCAGACCTTCATTCTT TAGECCAGTATGTACAAGARGGLCGUAGAGATTT
m Y 5 T I L H & L ¢ Q@ ¥ Vg E ¢ E R D L
ATTCGAAACGGTCCTGAACGTAGAGAAGCCTARACATGAARCTGACAATTGAGGAAGCGGA
F E T VvV L N VvV E K PF EHE L T I E E A D
TRACGATCTTGACGGCTTGRACTATTTAGCCGGTAARACTGTTGATTTCGTTARACARAAR
" L D& L N Y L A & E T WV D F ¥V N E K
AGCATTCCAAGGTACAATGCTTGCCCATACAGACCGAAATGTTCCGAACT TAATCGTTAR
A& F Q& T M L A H T D G N vV P N L I ¥V H
CATTCCTGAGCTGAAT GCATATACTTTT GGATACCTTGTATATTTCTTCGARRAR AGCCTG
I P EL N A Y T F GG ¥ L ¥V ¥ F F E E A C
CGCGATGAGCGGTTACCTCCTTGGCGTCAATCCGTTTGACCAGCCTGGT GTAGAAGTGTA
A M 5 ¢ ¥ L L & ¥V W P F DD Q P G ¥V E A ¥

TARAAGTCARTATGTITGUGTTACTCGGLAAACCT GG TTTGAAGAGARA AR GUAGAGCT
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K v ¥ M F A L L ¢ E P G F E E E KE & E L
Hhel

TEAARAACCTCTGEARGATTAT ARLATGAGCTAGCATGACT GETGEACAGCARATGEETCG

E E ER L E D ¥ K

BamHI EpnI
Agel

GEATCTGETAC GACGAT GACGAT ARCGGAT CCCETACCGECCGCATGCCEECTAAT CECEAL
CEGTTAACTAGCATARCCCCTT GGEGCCTCTAAACGEETCTT GAGGGETTTTTT GCTARR

GEAGGAACTATATCCGETCCAAGARTTEEAGCCAATCARATTCTTGCGEAGARCTGTGAAT

GLECAARCCARACCCTTGGCAGAACATATCCATCGCGTCCGLCATCTCCAGCAGCCGCACG
CGGCGCATCTCGEELCGrGT TGO TGGCGTITTTCCATAGGCTCCGLCCCCCTGACGAGTA
TCRACAAAAATCGACGCTCAAGT CAGAGETGGCGARACCCGACAGGACTAT ARAGATACCA

GECGTTTCCCCCTEEARAGETCCCTCGTECECTCTCCTETTCCGACCCT GCCGCTTACC GG
ATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT TCEGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCT CACGCTGTAG

GTATCTCAGTTCGETGTAGETCGTTCGCTCCARGCTGGECTETGT GCACGARCCCCCCET
TCAGCCCGACCGOTECGLCTTAT COGETAACTATCGTCTTGAGTCCARCCCGETRAGRACA
CGACTTATCGUCACT GECAGCAGCCACT GGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGETATGTAGE

CoCTGCTACAGAGT TCT TGAAGTGET GECCTAAC TACGECTACACT AGAAGGACAGTATT
TGETATCTGCGCTCT GO T GAAGCCAGTTACCTTCGEAARARACAGT T GETAGCTCTTGATC
CGGCAARCARACCACCGUTGETAGCGGTGETTTTITTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCG

CAGARARR AL GCATCTCARGAAGAT CCTTTGATCTTTTCTACGGGETCTGACGCTCAGT G
GAACGARRACTCACGTTARGGGATTTTGGTCATGAGAT TATCARRAAGGATCTTCACCTA
GATCCTTTTAAATTAAARLAT GAAGT TTTARATCAATCTRAARCTATATATGAGTARACTTG
GTCTGACRGTTACCAATGCT TAATCAGT GAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCG
TTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGT GTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACC

ATCTGEoCCCAGTGUTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGUTCCAGATTTATC
AGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGEGUCGAGLGCAGRAGT GGTCCTGCARCTTTATCCGT

CTCCATCCAGTCTATTAATTGT TG CGEGAAGCTAGAGTAACTAGTTCGCCAGTTARTAG
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8480 TTTGCGCAACGTTGTTGCCAT TGUTGLAGECATCGTGGTETCACGCTCGTCGTTTGGTAT
8240 GGECTTCATTCAGCTCCGGTTCCCARCGATCARGGCGRAGTTACATGATCCCCCATGTTETG
8600 CRRRARAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGARGT ARGTTGGCCGCAGT
BE60 GTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTC TTACTGTCATGCCATCCGTAAG
Scal

6720 ATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCARCCAAGTCATTCTGAGRATAGTGTATGCGECG
8780  ACCGAGTTGCTCTTGCCCGGLGTCAACACGGEATAATACCGLGCCACATAGCAGRACTTT
BE40 ARARAGTGCTCATCATTGGARARACGTTCTTCGGEGCGRARACTCTCAAGEATCTTACCGCT
8900 GTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCARCTGATCTTCAGCATCTTTTAC
6260 TTTCACCAGCGTTTCTGGETGRAGCAARARCAGGAAGGCAARATGCCGCARARRRAGGGAAT
TO20 AAGEGCGACACGGARATGTTGRAATACTCATACTCTTCCTTTITTCAATATTATTGARGCAT
TOBO  TTATCAGGETTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGRAATGTATTTAGRARRRTARACH
7140 AATAGGGEGTTCCGCGCACATTTCCCCGARARACTGCCACCTGACGTCTARGRAARCCATTAT
EcoRI

TZ00  TATCATGACATTAACCTATARARARATAGGCGTATCACGRAGGCCOTTTCGTCTTCARGRATT
7280 CCTGTTATARAAAAAGGATCAATTTTGAACTCTCTCCCARAGTTGATCCCTTAACGATTT
T320  AGARRATCCCTTTGAGRATGTTTATATACATTCARGGTARCCAGCCARCTAATCACAATGA
73180 TTCCTGRARARAGTAATAACARARTTACTATACAGATAAGTTGACTGATCAACTTCCATAG
T440  GTARCRACCTTTGATCARGTARAGGGTATGEATARTARACCACCTACAATTGCRARTACCTG
500 TTCCCTCTGATARRRAGCTGETRARAGTTAAGCARACTCATTCCAGCACCAGCTTOCTECT
7580 GTTTCAAGCTACTTGARACAATTGTTGATATAACTGTTTTGETGAACGARAGCCCACCTA
T620 ARACARATACGATTATAATTGTCATGRAACCATGATGTTGTTTCTAAAAGRARAGGRAAGCAG
TEEQD TTARARAGCTAACAGARAGRARTGTARACTCCGATGTTTAACACGTATARRAGGACCTCTTC
7740 TATCAACAAGTATCCCACCAATGTAGCCGARAATARATGACACTCATTGTTCCAGGGARAR

Scal

TH00 TAATTACACTTCCGATTTCGGCAGTACTTAGCTGGTGARCATCTTTCATCATATARGGAR
T80 CCATAGAGRACARACCCTGCTACTGTTCCAAATATAATTCCCCCACARAGRACTCCARTCA

7920 TRARARGGTATATTTTITCCCTAATCCGGGATCARCARRRGGATCTGT TACTTTCCTGATAT
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GTTTTACARATATCAGGRATGACAGCACGCTARCGATARAGRARRGERAATGCTATATGATG

TTGTARAC AR CAT AR AR ATACAATGCCTACAGACATTAGTATAATTCCTTTGATATCAR
AATGACCTTT AT CCTTACTTCTTTCTTTAATAATTTCATAAGAARCGGARCAGTGATAR
TTGTTATCATAGGAATGAGTAGAAGATAGCACCAATGAATATAAT GGGCTATCATTCCAC
CAATCGCTGGACCGACTCCTTCTCCCATGECTACTATCGATCCAATARCACCAARTGCTT
TACCCCTATTTTCCTTTGGAATATAGCGCGCAACTACARCCATTACGAGTGCTGGARATG
CAGCTGCACCAGCCCCTTGRAATARAACGAGCCATAATARGTAAGGAARRGAARGAATGGC
CARCARACCCAATTACCGACCCGRAACAATTTATTATARATTCCARATAGGAGTARCCTTT
TGATGLCTAATT GATCAGATAGCTTTCCATATACAGCTGTTCCAAT GGARRAGGTTAACA
TAAAGECTCT T TCACCCAGT TTCTACTCGCAGGTGGTTTAT TARAATCATTTGCAATAT
CAGGTAATGAGACGTTCAARACCATTTCATTTAATACGCTARARAAAGATARAAATGCARR
GCCAARATTAAAATTTGGTTGT GTCGTARATTCGATTGT GAATAGGATGTATTCACATTTC
ACCCTCCAAT AATCGAGGOCAGACGTAGTTTATAGGGTTAATGATACGCTTCCCTCTTTTA
AT TGARCCCTGT TACATTCAT TACACTTCATAATTAATTCCT CCTARARCTTGAT TARRAC
ATTTTACCACATAT AAACTAAGTTTTARATTCAGTATTTCATCACTTATACAARCAATATG
GCCCGITTGTTGAACTACTCTTTAATARAARTAATTTTTCCGTTCCCAATTCCACATTGCA
ATAATAGAARRTCCATCTTCATCGGCTTTITCGTCATCATCTGTAT GAATCARATCGCCT
TCTT TG AT AR GCTTTAATTTTTTAT GTATTTCTTTTAACAARCCACCATAGGAG
ATTARCCTTTTACGGTGTARACCTTCCTCCARATCAGACARACGTTTCAAATTCTTTTCT
TCATCATCGGTCAT ARAATCCGTATCCTTTACAGGATATTTTGCAGT TTCGTCAATTGCC
GATTGTATATCCGATTTATATTTATTTTTCGGTCGAATCATTTGAACTTTTACATTTGGA
TCATAGTCTAAT TTCATTGCCTTTTTCCARARTTCGAATCCATTGTTTTTGAT TCACGTAG
TTTTCTGTATTCTTAAARATAAGTTGGTTCCACACATACCARTACATGCATGTGCTGATTA
TAAGAATTATCTTTATTATTTATTGTCACTTCCGTTGCACGCATAARAACCAACARGATTT
TTATTAATTTTTTTATAT TGLATCATTCGGLGAAATCCTTGAGCCATATCTGACAARCTC
TTATTTAATTCTTC GO CATCATARACATTTTTAACTGTTAAT GTCGAGARACARCCARCGA

ACTGTTGGCTTTTGITTAATAACTTCAGCAACARCCTTTTGTGACTGAATGCCATGTTTC
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9600 ATTGCTCTCCTCCAGTTGCACATTGGACARRGCCTGGATTTACARARACCACACTCGATAC
9660 AACTTTCTTTCGCCTGTTTCACGATTTTGTTTATACTCTAATATTTCAGCACARATCTTTT
9720 ACTCTTTCAGCCTTTTTAAATTCAAGAATATGCAGRAAGTTCAAAGTAATCAACATTAGCG
9780 ATTTTCTTTTCTCTCCATGETCTCACT TTTCCACTTTTTGTCTTGTCCACTARAACCCTT
9840 GATTTTTCATCTGAATARAATGCTACTATTAGGACACATAATATTALARAGARRCCCCCATC
9500 TATTTAGTTATTTGTTTGGTCACTTATAACTTTAACAGAT GGEETTTTTCTGTGCARCCA
9960 ATTITTAAGGGTTTTCAATACTTTAARLCACATACATACCAACACTT CARCGCACCTTTCA
10020 GCARCTARARTAL AL ATGACGTTATTTCTATATGTATCAAGATAAGARRGARCAAGTTCA
10080 AAACCATCARAARAACACACCTTTTCAGGT GCTTTTTTTATTTTATARACTCATTCCCTG
10140 ATCTCGACTTCGTTCTTTTTTTACCTCTCGGTTATGAGTTAGTTCARATTCGTT

(SEQ ID NO:2)

Este plasmido tiene un peso molecular de 10194 bp y contiene los diversos genes responsables de la sintesis de acido
hialurénico bajo el control de un promotor fuerte T7 de bacteriéfago T7. La secuencia hasA a partir de Streptococcus
equi esta incluida entre las bases 196 y 1383, la del gen tuaD entre las bases 1430 y 2873, la secuencia que codifica
para gtaB entre las bases 2905 y 3781, y que para gpi entre las bases 3824 y 5125.

Ejemplo 8: Mapa de restriccion del plasmido pT7hya1

Cuando el plasmido pT7hyal se corta con enzimas de restriccion que dan lugar a un mapa de restriccion que
corresponde al que se espera después de la secuenciacion. En la columna 1 de la Figura 5, se muestra que el corte con
la enzima EcoRI da lugar a tres bandas de 4900 pb, 3240 pb y 2020 pb a partir del plasmido; en la columna 2 se
muestra que el corte con EcoR! y Hindlll da lugar a seis bandas de 3290 pb, 2950 pb, 1660 pb, 1400 pb, 610 pb y 290
pb; en la columna 3 se muestra que el corte con Hindlll da lugar a tres bandas de 6240 pb, 2240 pb y 1690 pb, y en la
columna 4 se muestra que, el corte con enzima de restriccion Xbal, un sitio Unico da lugar a una Unica banda ( Figura 5).

Ejemplo 9: Comprobar en la sintesis de las proteinas que dan lugar a la sintesis de acido hialurénico

Los dos plasmidos pPT7hasAtuaD y pPT7hasAtuaDgtaBpgi (pT7Hya1) se transformaron en células bacterianas de E.
coli BL21 DES3. Después de la induccion con IPTG, las células se lisaron, y la muestra obtenida se cargd en una SDS-
PAGE para detectar la presencia de las proteinas que conducen a la sintesis de acido hialurénico (Figura 6). La
preparacion en la columna 2 corresponde a células que llevan el plasmido pPT7hasAtuaD: como se muestra en la
Figura 6, en comparacion con las colonias de control en la columna 1, columna 2 presenta una proteina con un peso
molecular de 54 kDa que corresponde a tuaD, y una proteina con un peso de 42 kDa que corresponde a hasA. Las
muestras de la columna 7 y 8 que llevan el plasmido pPT7hasAtuaDgtaBpgi producen, en comparacién con colonias de
control 5 y 6, una proteina con un peso molecular de 54 kDa que corresponde a tuaD, una proteina con un peso
molecular de 51 kDa que corresponde a pgi, una proteina con un peso de 42 kDa que corresponde a hasA, y una
proteina con un peso molecular de 32 kDa que corresponde a gtaB. En conclusién, ambos plasmidos producen las
proteinas de peso molecular esperado requerido para la sintesis de acido hialurénico.

Ejemplo 10: Sintesis de acido hialurénico en E. coliy seleccion por gradiente de IPTG

Los plasmidos pPT7 (colonia control), pPT7hasAtuaD (colonia 6) y pPT7hasAtuaDgtaBpgi (pT7Hya1 - colonia 2) se
transformaron en células bacterianas BL21 DE3. Después de un crecimiento de 24 horas a 37 °C, se analizaron las
colonias para la produccion de acido hialurénico. En solucion, las células que llevan plasmidos pPT7hasAtuaD (colonia
6) o plasmidos pPT7hasAtuaDgtaBpgi (colonia 2) crecen mucho mas lentamente, y después de la induccion con IPTG
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s6lo producen niveles bajos de acido hialurénico. Después las células se sembraron en placas en presencia de IPTG
(Figura 7).

Las colonias de control que llevan plasmido pPT7 (y ningln gen de sintesis de acido hialurénico) crecen mas facilmente
y son mas grandes y mas planas, que la colonia 6 y colonia 2, en la que las bacterias participan en la produccion de
acido hialurénico; de hecho, colonias 2 y 6 son mas brillantes que la del control, ya que producen acido hialurénico. Para
seleccionar células capaces de expresar altos niveles de acido hialurénico, las células se sembraron en placas en
presencia o ausencia de IPTG (Figura 8). En presencia de IPTG la mayoria de las colonias mueren, y so6lo algunas
sobreviven, especialmente aquellos cercanos al gradiente de IPTG formado. Se seleccionaron estas células y se
volvieron a sembrar en presencia de IPTG para establecer su tasa de supervivencia (Figura 9): todas ellas quedaron
con vida, manteniendo su capacidad de sintesis de HA.

Las declaraciones anteriores se demuestran por el hecho de que las células de las colonias de 6 y 2 se cultivaron en
solucion durante 48 horas en la presencia de IPTG y 1% de sacarosa. Se centrifugd 1 ml de este cultivo bacteriano para
obtener el precipitado, y después el precipitado bacteriano se lisaron en presencia de 0.1% de SDS durante 10 minutos.
Después de la adicion de 2 volimenes de alcohol etilico absoluto, el resultado fue como se muestra en la Figura 10.

Como se vera, solo las colonias 6 y 2 dan lugar a un precipitado de acido hialurénico (que se probd con el ensayo de
carbazol).

Ejemplo 11: Transformacion de plasmidos pPT7hasAtuaD y pPT7hasAtuaDgtaBpgi en Bacillus megaterium

El B. megaterium utilizado en la presente invencion ya esta pretransformado con el plasmido pT7-RNAP (QM B1551
MoBiTec) (este plasmido es capaz de replicarse tanto en E. coli como B. megaterium, ya que contiene dos origenes de
replicacion que permita su propagacion en ambas bacterias). También contiene la resistencia a la ampicilina y
cloranfenicol, que puede ser utilizado para E. coli y B. megaterium, respectivamente. El plasmido contiene la secuencia
capaz de codificar para la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor inducible por la xilosa, y también contiene el
represor para el promotor de xilosa; si se mantienen las células en ausencia de xilosa, que por lo tanto no son capaces
de transcribir la ARN polimerasa T7.

Para la transformaciéon de esta bacteria fue necesario eliminar su pared bacteriana para obtener los protoplastos a
utilizar para la transformacién. Para eliminar la pared bacteriana, se introdujeron 50 ml de medio LB en un matraz
Erlenmeyer de 300 ml, y se adiciond 1 ml de Bacillus megaterium cultivado durante la noche bajo condiciones
aerodbicas. Cuando la densidad celular en OD578 alcanza el valor de 1, las células se centrifugaron a 4500 rpm durante
15 minutos. A continuacion, las células se suspendieron en 5 ml de 17.5 g/L de medio de antibiéticos no. 3, sacarosa
500 mM, maleinato de sodio 20 mM y MgCl, 20 mM pH 6 (solucién reguladora de SMMP). 50 ml de 1 mg/ml de lisozima
se adicionaron en solucién reguladora de SMMP y la mezcla se mantuvo a 37 °C durante 60 minutos, con el fin de
eliminar la pared celular; a continuacion, las células se centrifugaron suavemente a 1300 rpm durante 10 minutos. Las
células bacterianas se suspendieron en 5 ml de solucién reguladora de SMMP fresco sin agitacion, ya que los
protoplastos son sensibles al estrés fisico. Este lavado se repiti6 una vez mas. Después de la suspension, los
protoplastos estaban listos para ser utilizados directamente para la transformacion o ser congeladas a -80 °C en SMMP,
que contiene 15% de glicerol. Sin embargo, las transformaciones son mucho mas eficientes cuando los protoplastos se
preparan. Para la transformacién, se mezclaron 500 pl de suspension de protoplastos con 1 ug de ADN del plasmido
pPT7hasAtuaD o pPT7hasAtuaDgtaBpgi; a continuacion, se adicionaron 1.5 ml de PEG-P (40% p/v de PEG6000 en
1xSMM) y la mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se adicionaron 5 ml de SMMP, y los tubos se
mezclaron suavemente por rotacion.

Las bacterias se centrifugaron suavemente a 3000 rpm, durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
se descartd y el sedimento casi invisible contenia las bacterias de interés. Se adicionaron 500 pul de SMMP a las
bacterias, que se incubaron a continuacion durante 90 minutos a 37 °C bajo agitacion lenta, a un maximo de 10 rpm; a
continuacion, se prepararon 2.5 ml de agar superior CR5 en tubos estériles en un bafio caliente a 43 °C.

El agar superior CR5 fue preparado por la mezcla de dos componentes:
a) 51.5 g de sacarosa, 3.25 g de MOPS y 0.33 g de NaOH en 250 ml de H»0 pH 7.3, esterilizado por filtracion
b) 2.0 g de agar, 0.1 g de casaminoacidos, 5 g de extracto de levadura y 142.5 ml de H.0.

Después de la esterilizacion en autoclave durante 20 minutos, los dos ingredientes, enfriados a 50 °C, se mezclaron
entre si.

Después del cultivo, se adicionaron 100 pl de la preparacion celular divulgada anteriormente a 2.5 ml de agar superior,
se mezcld suavemente por rotacion con ambas manos, y se depositan sobre una placa precalentada que contiene el
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antibiotico (4.5 ug/ml de cloranfenicol y 10 ug/ml de tetraciclina). La mezcla se incubé durante la noche a 37 °C; Las
colonias resultantes mayor o menor, dependiendo de su acceso al aire.

Ejemplo 12: Expresion de acido hialurénico en B. megaterium

Las células de B. megaterium transformadas se cultivaron en medio LB con tetraciclina y cloranfenicol hasta una
densidad optica a 578 nm de 0.4 a 37 °C. La induccién se llevo a cabo con la adicion de 0.5% de D-xilosa (p/v), seguido
de incubacion a 37 °C. La densidad 6ptica de las bacterias se leyd cada 30 minutos hasta que la densidad éptica a 600
nm alcanzé 1.5; en este punto las células alcanzaron el estado estacionario. Estas células, como en el caso de E. coli,
son incapaces de producir acido hialurénico directamente después de la induccion.

Ejemplo 13: Sistema para la seleccion de las células secretoras de acido hialurénico

Para obtener células B. megaterium capaces de producir acido hialurénico, se empled el sistema de seleccion de placa
presentado para E. coli, utilizando la xilosa como inductor en lugar de IPTG. A continuacion, se seleccionaron las células
que producen altos niveles de acido hialurénico en la placa. Esas células sobreviven y se pueden cultivar. El
sobrenadante contiene el acido hialurénico producido (su presencia se confirmé por analisis de carbazol cuando se
precipité con dos volumenes de etanol).

Ejemplo 14: La fermentacion de las células de B. megaterium transformada seleccionadas en gradiente

Las células de Bacillus megaterium transformadas con dos genes plasmido pPT7hasAtuaD o con cuatro genes del
plasmido pPT7hasAtuaDgtaBpgi, y seleccionados en gradiente de xilosa se cultivaron en un fermentador de 20 Len 5 L
de medio MM ++ y glucosa o sacarosa como fuente de carbono.

Se adiciono xilosa como inductor después del inicio de la fermentacion.

A continuacion, algunos procesos de fermentacion para la produccion de HA se ilustran, dichos procesos difieren
principalmente debido a:

- la fuente de partida de carbono;
- la alimentacién adicionada (glucosa o sacarosa);

- la temperatura de fermentacion (la temperatura se puede establecer en un intervalo desde 20 a 38 °C, preferiblemente
desde 25 a 35 °C);

- tiempo de fermentacion.

Medios de cultivo utilizados:

Caldo LB (Miller), pH 7

MM ++ (Medio Minimo Bs), pH 7, que contiene por litro:

1 g de (NH4)2 HPOy4; 1 g de NH4NO3; 2.5 g de K;HPO4; 2.5 g de KH2PO4; 0.2 g de MgS0O47H20; 0.01 g de FeSO47H20;
0.007 g de MnSO47H,0.

Ejemplo 14a: Produccion de HA que tiene un MW promedio ponderado comprendido en el intervalo de 100 - 500 KD

Se utilizé la cepa bacteriana B. megaterium (QM B1551), transfectada con el plasmido pPT7hasAtuaDgtaBpgi
seleccionado en gradiente de xilosa al 0.5% p/v, como se describe en el Ejemplo 13,.

Proceso: se inoculd una unica colonia resistente a la xilosa en 5 ml de medio LB estéril que contenia 5 mg/l de
tetraciclina y el inductor. El cultivo se hizo crecer a 37 °C, con agitacion a 200 rpm.

Después de 8 horas, se inocularon 50 uyml de este cultivo en un matraz que contenia 50 ml del medio mencionado
anteriormente (que contiene el inductor), y se hizo crecer en las mismas condiciones descritas anteriormente.

Posteriormente, pasadas 14-16 horas adicionales, se inocularon 2 ml de este cultivo en un matraz que contenia 500 ml
del medio anterior, y se hicieron crecer en las mismas condiciones hasta alcanzar un D.O. "™ de 0.6-0.8.

500 ml del cultivo obtenido de este modo a continuacion, se inocularon en el fermentador que contiene medio MM++, y
las condiciones de fermentacion que participan que mantienen el cultivo con agitacion a 600 rpm, aireaciéon con 20-24
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litros de aire/min, una temperatura de 37 °C (la temperatura de fermentacion se puede establecer en un intervalo entre
25°Cy 38°C), yun pH de 6.9 a 7.1. La fuente inicial de carbono fue de 2% de sacarosa.

Después de 4 horas de fermentacion, se adiciond un suministro de sacarosa al 2%. A las 24 horas de fermentacion, se
adiciono xilosa a una concentracion final de 0.5%; esta induccion procedié durante 4 horas; al final, se adicion6 10% de
sacarosa en las etapas.

Al final de la fermentacion (130 horas), el cultivo bacteriano se descargd y se centrifugd a 7500 rpm a 8 °C, durante 20
minutos.

El caldo de fermentacion obtenido de este modo, clarificado como libre del componente celular, se analizé para
determinar la concentracion de HA con el método de carbazol (Bitter and Muir, 1962, Anal Biochem. 4:330-334).

Resultados: El analisis dio como resultado una concentracion de HA de 3.5 g/l
Determinacion del peso molecular MW medio ponderado:

Para su analisis se utilizé el método de la viscosidad intrinseca (como se describe en Terbojevich et al.,. Carbohydr. Res
1986, 363-377, incorporado en este documento por referencia).

Resultados: la muestra de HA analizada mostré un peso molecular MW medio ponderado en el intervalo de 100-300 KD.

Ejemplo 14b: Produccion de HA que tiene un peso molecular medio ponderado comprendido en el intervalo de 1x108-
2x10 D

Se utilizo, la cepa bacteriana B. megaterium (QM B1551), transfectada con los dos genes del plasmido pPT7hasAtuaD y
con los cuatro genes del plasmido pPT7hasAtuaDgtaBpgi, seleccionado en gradiente de xilosa, como se describe en el
Ejemplo 13,.

Procedimiento: para cada plasmido que se utilizd, se procesoé una Unica colonia resistente a la xilosa como se indica en
el ejemplo 14a. La fuente inicial de carbono fue sacarosa al 2%: en este ejemplo, el suministro adicional fue glucosa
(ensayos experimentales adicionales mostraron que puede estar sustituido con cantidades iguales o inferiores de
sacarosa). Las condiciones de fermentacion fueron las mismas que las utilizadas en el ejemplo 14a con la Unica
diferencia de la temperatura de fermentacion: 25 °C.

Los medios de cultivo utilizados para la fermentacion fueron los divulgados de acuerdo con el ejemplo 14a.

Al final del proceso (termind después de 24 horas), se analizé el caldo de fermentacion para determinar la concentracion
de HA con el método de carbazol.

Resultados: B. megaterium (QM B1551), transfectada con los dos genes del plasmido pPT7hasAtuaD: el analisis dio
como resultado una concentracion de HA de 2.5 g/l;

B. megaterium (QM B1551), transfectada con los cuatro genes del plasmido pPT7hasAtuaDgtaBpgi: el analisis dio como
resultado una concentracion de HA de 3.2 g/L;

Determinacién del peso molecular MW medio ponderado:
Para su andlisis se utiliz el método de la viscosidad intrinseca como se indica en el ejemplo anterior 14a.

Resultados: la muestra analizada HA producida por B. megaterium transfectada con los dos genes del plasmido
mostraron un peso molecular MW medio ponderado en el intervalo de 1.3x108-1.7x10°D;

la muestra analizada HA producida por B. Megaterium transfectada con los cuatro genes del plasmido mostré un peso
molecular MW medio ponderado en el intervalo de 1.6x10%-2x10°D.

El sistema disefiado en B. megaterium es inducible, por lo que el proceso de fermentacion se puede continuar mediante
la estimulacién de la produccion de HA para obtener el peso molecular MW medio ponderado deseado; tiempos de
fermentacion entre 80 y 160 horas resultan en un peso molecular MW medio ponderado medio-bajo, comprendido en el
intervalo entre 100-500 KD, tiempos de fermentacion entre 40 y 80 horas dan lugar a un peso molecular medio
ponderado en el intervalo entre 500-1000 KD, tiempos de fermentacion entre 12 a 40 horas dan lugar a un peso
molecular MW medio ponderado en el intervalo 1x108-3x108 D.
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Con los experimentos y los resultados obtenidos anteriormente, el solicitante ha demostrado que ha perfeccionado un
sistema de produccion de HA en B. megaterium mediante vectores plasmidos por:

» disefio de vectores plasmidos de 2 genes (0 4 genes) para la sintesis de las enzimas necesarias para la produccion de
dicho polisacarido, cuyo control del gen se coloca bajo el control de un promotor fuerte T7 del bacteriéfago T7;

* perfeccionamiento de un sistema de seleccién de estas cepas transfectadas para la produccion de cepas estables,
viables, replicantes y secretoras de HA;

* creacion de un sistema inducible de la produccién de HA, por lo tanto, controlable tanto con el fin de obtener altas
concentraciones de HA y para la produccion de dicho polisacarido en diferente peso molecular MW medio ponderado.
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Reivindicaciones
1. Proceso para la preparacion de acido hialurénico en Bacillus megaterium, que comprende las siguientes etapas:

(a) cultivo de células huésped bacterianas de Bacillus megaterium transformadas de manera estable con el sistema de
la ARN polimerasa T7, bajo condiciones apropiadas para la produccion de acido hialuronico en presencia de xilosa
como inductor, en donde dichas células huésped bacterianas se caracterizan por ser transformadas adicionalmente con:

(i) al menos un vector plasmido episomal que comprende una secuencia que codifica la hialuronano sintasa de la
enzima y una secuencia que codifica para la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa en tandem, bajo el control del
promotor T7 fuerte inducible, preferiblemente bajo el control del promotor T7 fuerte inducible del bacteriéfago T7; o

(ii) al menos un vector plasmido episomal que comprende una secuencia que codifica para la enzima hialuronato
sintasa, una secuencia que codifica para la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa, una secuencia que codifica para la
enzima UDP-glucosa pirofosforilasa y una secuencia que codifica para la enzima glucosa 6 fosfato isomerasa, bajo el
control del promotor T7 fuerte inducible, preferiblemente bajo el control del promotor T7 fuerte inducible del bacteriéfago
T7;

(b) recuperacion del acido hialurénico del medio de cultivo,

en donde dichas células huésped bacterianas de Bacillus megaterium transformadas de manera estable con el sistema
de la ARN polimerasa T7 y con el vector plasmido (i) o (ii) capaz de producir acido hialurénico de la etapa a) se pre-
seleccionan en la placa en un gradiente de xilosa.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde se adiciona el inductor xilosa en cantidades entre 0.1% y 10%,
preferiblemente entre 0.5% y 1% p/v.

3. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde dichas células huésped bacterianas de
Bacillus megaterium transformadas con el sistema de la ARN polimerasa T7 pertenecen a la cepa de B. megaterium QM
B1551 o DSM319.

4. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la secuencia que codifica para la
enzima hialuronano sintasa (hasA) se obtiene a partir de una cepa de Streptococcus, preferiblemente Streptococcus
zooepidemicus, y las secuencias que codifican para enzimas UDP-glucosa deshidrogenasa (hasB o tuaD), UDP-glucosa
pirofosforilasa (gtaB) y glucosa 6 fosfato isomerasa (pgi o haskE) se obtienen a partir de Bacillus subtilis.

5. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en las cuales las secuencias que codifican para
la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa, hialuronano sintasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y glucosa 6 fosfato isomerasa
incluyen una secuencia Shine-Dalgarno en direccion 5'.

6. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicho vector plasmido (i) comprende o
consiste en la secuencia de nucleétidos como se define en la reivindicacion 14.

7. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicho vector plasmido (ii) comprende o
consiste en la secuencia de nucleétidos como se define en la reivindicacion 16.

8. Proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, el tiempo de fermentacion esta comprendido en el
intervalo entre 80 y 160 horas para producir HA que tiene un peso molecular medio ponderado comprendido en el
intervalo de 100-500 KD.

9. Proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el tiempo de fermentacion esta
comprendido en el intervalo entre 40 y 80 horas para producir HA que tiene un peso molecular medio ponderado
comprendido en el intervalo de 500-1000 KD.

10. Proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el tiempo de fermentacién esta
comprendido en el intervalo entre 12 y 40 horas para producir HA que tiene un peso molecular medio ponderado
comprendido en el intervalo 1x10%-3x10°D.

11. Vector plasmido que comprende un promotor T7 fuerte inducible del bacteriéfago T7, unido operativamente a una

secuencia que codifica para la enzima hialuronano sintasa y una secuencia que codifica para la enzima UDP-glucosa
deshidrogenasa en tandem.
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12. Vector plasmido que comprende un promotor T7 fuerte inducible del bacteriéfago T7, unido operativamente a una
secuencia que codifica para la enzima hialuronato sintasa, una secuencia que codifica para la enzima UDP-glucosa
deshidrogenasa, una secuencia que codifica para la enzima UDP-glucosa pirofosforilasa y una secuencia que codifica
para la enzima glucosa 6 fosfato isomerasa.

13. Vector plasmido de acuerdo con las reivindicaciones 11 o 12, en donde dicha secuencia que codifica para la enzima
hialuronano sintasa es el gen hasA a partir de Streptococcus zooepidemicus, y dicha secuencia que codifica para la
enzima UDP-glucosa deshidrogenasa es el gen tuaD a partir de Bacillus subtilis.

14. Vector plasmido de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende o consiste en la siguiente secuencia de
nucleétidos:

CTTTTTAGGTICTAAATCGTGTITITCTTGGAATTGTGCTGTTITATCCTTTACCTIGTCTAC
AAACCCCTTAAAAACGTTTTITAAAGGCTTTTAAGCCGTCTGTACGTTCCTTAAGGCGAAATT

AATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCGAATATTAATTAACCAAGGAGGTGA

AATGTACAATGAGAACATTAAAAAACCTCATAACTGTTGTGGCCTITTAGTATTTTTITGGGTA
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CIGTTGATTTACGTCAATGTITATCTCTTTGGTGCTAAAGGAAGCTTGTCAATTTATGGCTTT
TIGCTGATAGCTTACCTATTAGTCAAAATGTCCTTATCCTTTTTTITACAAGCCATTTAAGGGA
AGGGCTGGGCAATATAAGGTTGCAGCCATTATTCCCTCTTATAACGAAGATGCTGAGTCATT
GCTAGAGACCTTAAAAAGTGTTCAGCAGCAAACCTATCCCCTAGCAGAAATTTATGTTGTTG
ACGATGEAAGTGCTGATGAGACAGGTATTAAGCGCATTGAAGACTATGTGCGTGACACTGG
TGACCTATCAAGCAATGTCATTGTTCACCGGTCAGAAAAAAATCAAGGAAAGCGTCATGCAC
AGGCCTGGEGCCTTTGAAAGATCAGACGCTGATGTCTTTTTGACCGTTGACT CAGATACTTAT
ATCTACCCTGATGCTTTAGAGGAGTTGTTAAAAACCTTTAATGACCCAACTGTTTTTGCTGC
GACGGGTCACCTTAATGTCAGAAATAGACAAACCAATCTCTTAACACGCTTGACAGATATTC
GCTATGATAATGCTTTTGGCGTIGAACGAGCTGCCCAATCCGTTACAGGTAATATTCTCGTT
TGCTCAGGCCOGUTTAGOGTTTACAGACGUCGAGGTGGTTGTTCCTAACATAGATAGATACAT
CAACCAGACCTTCCTGGGTATTCCTGTAAGTATCGGTGATGACAGETGCTTGACCAACTATG
CAACTGATTTAGGAAAGACTGTTTATCAATCCACTGCTAAATGTATTACAGATGTTCCTGAC
AAGATGTCTACTTACTIGAAGCAGCAMAACCGCTGGAACAAGTCCTTCTTTAGAGAGTCCAT
TATTTCTGTTAAGAAAATCATGAACAATCCTITIGTAGCCCTATGGACCATACTTGAGGTGT
CTATGTTTATGATGCTTGTITATTCTGTGGTGGATTTCTITGTAGGCAATGTCAGAGAATTT
GATTGGCTCAGGGTTTTGGCCTTTCTGGTGATTATCTTCATTGTTGCTCTTTGTCGTAATATT
CACTATATGCTTAAGCACCCGCTGTCCTICTTGTTATCTCCGTTTTATGGGGTACTGCTTTGT
TIGTCCTACAGCCCTTGAAATTGTATTCTCTTTTTACTATTAGAAATGCTGACTGGGLEAACAC
GTAAAAAATTATTATAATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG
AAAAAAATAGCTGTCATTGGAACAGGTTATGTAGGACTCGTATCAGGCACTTGCTTTGCGGA
GATCGGCAATAAAGTTIGTTTGCTGTGATATCGATGAATCAAAAATCAGAAGCCTGAAAAATG
GGETAATCCCAATCTATGAACCAGGGUTTGCAGACTTAGTTGAAAAAAATGTGCTGGATCA
GCGCCTGACCTITACGAACGATATCCCGTCTGCCATTCGGGUCTCAGATATTATTTATATTG

CAGTCGGAACGCCTATGTCCAAAACAGGTGAAGCTGATTTAACGTACGTCAAAGCGGCGGC
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GAAAACAATOGGTGAGCATCTTAACGGCTACAAAGTGATCGTAAATAAAAGCACAGTCCCG
GTTGGAACAGGGAAACTGGTGCAATCTATCGTTCAAAAAGCCTCAAAGGGGAGATACTCAT
TTGATGTTGTATCTAACCCTGAATTCCTTCGGGAAGGGTCAGCGATTCATGACACGATGAAT
ATGGAGCGTGCCGTGATTGGTTCAACAAGTCATAAAGCCGCTGCCATCATTGAGGAACTTCA
TCAGCCATTCCATGCTCCTGTCATTAAAACAAACCTAGAAAGTGCAGAAATGATTAAATACG
COGCGAATGCATTTCTGGCCACAAAGATTTCCTTTATCAACGATATCGCAAACATTTGTGAG
CEAGTOGGCGCAGACGTTTCAAAAGTTGCTGATGGTGTTGGTCTTGACAGCCGTATCGGCA
GAAAGTTCCTTAAAGCTGGTATTGGATTCGGCGGTTCATGTTTTCCAAAGGATACAACCGCG
CTGCTTCAAATCGCAAAATCGGCAGGCTATCCATTCAAGCTCATCGAAGCTGTCATTGAAAC
GAACGAAAAGCAGCGTGTTCATATTGTAGATAAACTTTTGACTGTTATGGGAAGCGTCAAA
GGGAGAACCATTTCAGTCCTGGGATTAGCCTTCAAACCGAATACGAACGATGTGAGATCCG
CTCCAGCGUTTGATATTATCOCAATGCTGUAGCAGCTGGGUGUCCATGTAAAAGCATACGAT
CCGATTGCTATTCCTGAAGCTTCAGCGATCCTTGGCGAACAGGETCGAGTATTACACAGATGT
GTATGCTGCGATGGAAGACACTGATGCATGCCTGATTTTAACGGATTGGCCGGAAGTGAAA
GAAATGGAGCTTGTAAAAGTGAAAACCCTCTTAAAACAGCCAGTCATCATTGACGGCAGAA
ATTTATTTTCACTTGAAGAGATGCAGGCAGCCGGATACATTTATCACTCTATCGGCCGTCCC
GCTGTTCGGEEAACGGAACCCTCTGACAAGTATTTTCCGGGCTTGCOGCTTGAAGAATTGG
CTAAAGACTTGGGAAGCGTCAATTTATAAGGATCCGGUCGCATGCCGGCTAATCGCGACCG
GTTAACTAGCATAACCCCTTGGGGUCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTITTITTGCTAAAGAG
GAACTATATCCGGTCCAAGAATTGGAGCCAATCAATTCTTGCGGAGAACTGTGAATGOGCAA
ACCAACCCTTGGCAGAACATATCCATCGCGTCCGCCATCTCCAGCAGCCGCACGCGGCGCAT
CTCGGGCCGOGTIGCTGGOGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAAT
COACGUTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGUGTTTCCCC
CTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGUTTACCGGATACCTGTCCGOC

ITTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGT
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GTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCOGTTCAGCCCGACCGCTGE
GOCTTATCOGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGC
AGCAGCCACTGOTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTG
AAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGA
AGCCAGTTACCTTCGGAAAMAGAGTTGGTAGCTCTTGATCOGGCAAACAAACCACCGCTGGT
AGCGGTGGTTTITTTTGTITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGCGATCTCAAGAAG
ATCCTTTGATCTTTTCTACGGGETCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATT
TTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTT
TAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTG
AGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGT
AGATAACTACGATACGGGAGGGUTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGUAATGATACCGUGAGA
CCCACGCTCACCGGUTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGC
AGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGUCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGETAG
AGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGG
TGTCACGCTCGTCGTTIGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTOCCAACGATCAAGGCGAGTT
ACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAG
AAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTG
TCATGOCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAA
TAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGUGTCAACACGGGATAATACCGOGCCAC
ATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGUGAAAACTCTCAAGG
ATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGC
ATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTICTGGETGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAN
AGGEAATAAGGGOGACACGGAAATCTTGAATACTCATACTCTTCCTITTTCAATATTATTGA
AGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGUGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAM

ACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTA
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TTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTC
CTGTTATAAAAAAAGGATCAATTTTGAACTCTCTCCCAAAGTTCGATCCCTTAACGATTTAGA
AATCCCTTTGAGAATGTITATATACATTCAA GGTAACCAGCCAACTAATGACAATGATTCOT
GAAAAAAGTAATAACAAATTACTATACAGATAAGTTGACTGATCAACTTCCATAGGTAACAA
CCTTTGATCAAGTAAGGGTATGGATAATAAACCACCTACAATTGCAATACCTGTTCCCTCTG
ATAAAAAGCTGGTAAAGTTAAGCAAACTCATTCCAGCACCAGCTTCCTGCTGTTTCAAGCTA
CTTGAAACAATTGTTGATATAACTGTTTTGGTGAACGAAAGOCCCACCTAAAACAAATACGAT
TATAATTGTCATGAACCATGATGTTGTTTCTAAAAGAAAGGAAGCAGTTAAAAAGCTAACAG
AAAGAAATGTAACTCCGATGTTTAACACGTATAAAGGACCTCTTCTATCAACAAGTATCCCA
CCAATGTAGCCGAAAATAATGACACTCATTGTTCCAGGGAAAATAATTACACTTCCGATTTC
GGCAGTACTTAGCTGGTGAACATCTTTCATCATATAAGGAACCATAGAGACAAACCCTGCTA
CTGTTCCAAATATAATTCCCCCACAAAGAACTCCAATCATAAAAGGTATATTTTTCCCTAATC
CGGGATCAACAAAAGGATCTGTTACTTTCCTGATATGTTTTACAAATATCAGGAATGACAGC
ACGCTAACGATAAGAAAAGAAATGCTATATGATGTTGTAAACAACATAAAAAATACAATGCC
TACAGACATTAGTATAATTCCTTTGATATCAAAATGACCTTTTATCCTTACTTCTTTCTTTAAT
AATTTCATAAGAAACGGAACAGTGATAATTGTTATCATAGGAATGAGTAGAAGATAGGACC
AATGAATATAATGGEGCTATCATTCCACCAATCGCTGGACCGACTCCTTCTCCCATGGCTACT
ATCGATCCAATAAGACCAAATGCTITACCCCTATTITCCTTTGGAATATAGCGCGCAACTACA
ACCATTACGAGTGUTGGEAAATGCAGCTGCACCAGCCCCTTGAATAAAACGAGUCATAATAAG
TAAGGAAAAGAAAGAATGGCCAACAAACCCAATTACCGACCCGAAACAATTTATTATAATTC
CAAATAGGAGTAACCTTTTGAT GCCTAATTGATCAGATAGCTTTCCATATACAGUTGTTCCA
ATGGAAAAGGTTAACATAAAGGCTGTGTTCACCCAGTITGTACTCGCAGGETGGTTTATTAAA
ATCATTTGCAATATCAGGTAATGAGACGTTCAAAACCATTTCATTTAATACGUCTAAAAAAA(G
ATAAAATGCAAAGCCAAATTAAAATTTGGTTGTGTCOTAAATTCGATTGTGAATAGGATGTA

TTCACATTTCACCCTCCAATAATGAGGGCAGACGTAGTTITATAGGGTTAATGATACGCTTCC
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CTCTTTTAATTGAACCCTGTTACATTCATTACACTTCATAATTAATTCCTCCTAAACTTGATTA
AAACATTTTACCACATATAAACTAAGTTTTAAATTCAGTATTTCATCACTTATACAACAATAT
GGCCCGTTTGTTGAACTACTCTTTAATAAAATAATTTTTCCGTTCCCAATTCCACATTGCAAT
AATAGAAAATCCATCTTCATCGGCTTTTTCGTCATCATCTGTATGAATCAAATCGCCTTCTTC
TGTGTCATCAAGGTTTAATTTTTTATGTATTTCTTTTAACAAACCACCATAGGAGATTAACCT
TTTACGGTGETAAACCTTCCTCCAAATCAGACAAACGTTTCAAATTCTTTTCTTCATCATCGGT
CATAAAATCOGTATCCTITACAGGATAT T TTGCAGTTTCGTCAATTGOUGATTGTATATCCGA
TITATATTTATTTTICGGTCGAATCATTTGAACTTTTACATTTGGATCATAGTCTAATTTCAT
TGOCTTTTTCCAAAATTGAATCCATTGTTITITGATTCACGTAGTTTTCTGTATTCTTAAAATA
AGTTGGTTCCACACATACCAATACATGCATGTGUCTGATTATAAGAATTATCTTTATTATTTAT
TGTCACTTCOGTTGCACGCATAAAACCAACAAGATTTTTATTAATTTTTTTATATTGCATCAT
TCGGUGAAATCCTTGAGCCATATCTGACAAACTCTTATTTAATTCTTCGCCATCATAAACATT
TTTAACTGTTAATGTGAGAAACAACCAACGAACTGTTGGCTTTTGTTTAATAACTTCAGCAA
CAACCTTTTGTGACTGAATGCCATGTTTCATTGCTCTCCTCCAGTTGCACATTGGACAAAGCT
TEGATTTACAAAACCACACTCGATACAACTTTCTITCGCCTGTITCACGATTTTGTTTATACT
CTAATATTTCAGCACAATCTTTTACTCTTTCAGCCTTTTTAAATTCAAGAATATGCAGAAGTT
CAAAGTAATCAACATTAGCGATTTTCTTTTCTCTC CATGGTCTCACTTTTCCACTTITTGTCTT
GTCCACTAAAACCCTTGATTTTTCATCTGAATAAATGCTACTATTAGGACACATAATATTAAA
AGAAACCCCCATCTATTITAGTTATTTGTTITGGTCACTTATAACTTTAACAGATGGGGTTITTC
TGTGCAACCAATTTTAAGGGTTTTCAATACTTTAAAACACATACATACCAACACTTCAACGCA
CCTTTCAGCAACTAAAATAAAAATGACGTTATTTCTATATGTATCAAGATAAGAAAGAACAA
GTTCAAAACCATCAAAAAAAGACACCTTTTCAGGTGCTTTTTITATTITATAAACTCATTCCC
TGATCTCGACTTCGTTCTTTTTTTACCTCTCGGTTATGAGTTAGTTCAAATTCGTT

SEQ ID NO:1

39



ES 2 575252 T3

15. Vector plasmido de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde dicha secuencia que codifica para la enzima
hialuronano sintasa es el gen hasA a partir de Streptococcus zooepidemicus, dicha secuencia que codifica para la
enzima UDP-glucosa deshidrogenasa es el gen tuaD a partir de Bacillus subtilis, dicha secuencia que codifica para la
enzima UDP-glucosa pirofosforilasa es el gen gtaB a partir de Bacillus subtilis y dicha secuencia que codifica para la
enzima glucosa 6 fosfato isomerasa es el gen pgi a partir de Bacillus subtilis.

16. Vector plasmido de acuerdo con la reivindicacion 15, que comprende o consiste en la siguiente secuencia de
nucledtidos:

CTTTTTAGGTTCTAAATCGTGTTITITCITGGAATTGTGCTGTTITATCCTITACCTTGTC
TACAAACCCCTTAAAAACGTTTTITAAAGGCTTTTAAGCCGTCTGTACGTTCCTTAAGGCG
AAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCGAATATTAATTAACCAAG
GAGGTGAAATGTACAATCGAGAACATTAAAAAACCTCATAACTGTTGTGGCCTTTAGTATT
TITTGGGTACTGTTGATTTACGTCAATGT TTATCTCTTTGGTGCTAAAGGAAGCTTGTCA
ATTTATGGCTTITIGCTGATAGCTTACCTATTAGTCAAAATGTCCTTATCCTTTTTTTAC
AAGCCATTTAAGGGAAGGGCTGGGUAATATAAGGTTGCAGCCATTATTCCCTCTTATAAC
GAAGATGCTGAGTCATTGCTAGAGACCTTAAAAAGTGTTCAGCAGCAAACCTATCCCCTA
GCAGAAATTTATGTTGTTGACGAT GGAAGTGCTGATGAGACAGGTATTAAGCGCATTGAA
GACTATGTGCGTGACACTGGTGACCTATCAAGCAATGTCATTGTTCACCGGTCAGGAAAAA
AATCAAGGAAAGCGTCATGUCACAGGCCTGGGCCTTITGAAAGATCAGACGUTGATGTCTTT
TTGACCGTTGACTCAGATACTTATATCTACCCTGATGCTTTAGAGGAGTTGTTAAAAACC
TTTAATGACCCAACTGTTTITGCTGCGACGGGTCACCTTAATGTCAGAAATAGACAAACC
AATCTCTTAACACGCTTGACAGATATTCGCTATGATAATGCTTTITGGCGTTGAACGAGCT
GUCCAATCCGTTACAGGTAATATTCTCGTTTGCTCAGGCCCGCTTAGCGTTTACAGACGC
GAGGTGGTTGTTCCTAACATAGATAGATACATCAACCAGACCTTCCTGGGTATTCCTGTA

AGTATCGGTGATGACAGGTGUTTGACCAACTATGCAACTGATTTAGGAAAGACTGTTTAT
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CAATCCACTGCTAMATGTATTACAGATGTTCCTGACAAGATGTCTACTTACTTGAAGCAG
CAAAACCGCTGGAACAAGTCCTTCTITAGAGAGTCCATTATTTCTGTTAAGAAAATCATG
AACAATCCTTTTGTAGCCCTATGGACCATACTTGAGGTGTCTATGTTTATGATGCTTGTT
TATTCTGTGGTGGATTTCTTTGTAGGCAATGTCAGAGAATTTGATTGGCTCAGGGTTTTG
GCCTITCTGGTGATTATCTTCATTGTTGCTCTTTGTCGTAATATTCACTATATGCTTAAG
CACCCGCTGTCCTICTTIGTTATCTCCGTTTTATGGGGTACTGCTTTGTTTGTCCTACAGC
COTTGAAATTGTATTCTCTTTTTACTATTAGAAATGCTGACTGGGGAACACGTAAAAAAT
TATTATAATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAAAAAA
TAGCTGTCATTGGAACAGGTTATGTAGGACTCGTATCAGGCACTTGCTTTGCGGAGATCG
GCAATAAAGTTGTTTGCTGTGATATCGATCGAATCAAAAATCAGAAGCCTGAAAAATGGGE
TAATCCCAATCTATGAACCAGGGUTTGCAGACTTAGTTGAAAAAAATGTGCTGGATCAGC
GUCTGACCTTTACGAACGATATCCCGTCTGUCATTCGGGUCTCAGATATTATTTATATTG
CAGTCGGAACGLCTATGTCCAAAACAGGTGAAGCTGATTTAACGTACGTCAAAGCGGCGG
CEAAAACAATCGGTGAGCATCTTAACGGCTACAAAGTGATCGTAAATAAAAGCACAGTCC
COETTGGAACAGGGAAACTGGTGCAATCTATCGTTICAAAAAGCCTCAAAGGGGAGATACT
CATTTGATGTTGTATCTAACCCTGAATTCCTTOGGGAAGGGTCAGCGATTCATGACACGA
TGAATATGGAGCGTGCCGTGATTGGTTCAACAAGTCATAAAGCCGCTGCCATCATTGAGG
AACTTCATCAGCCATTCCATGCTCCTGTCATTAAAACAAACCTAGAAAGTGCAGAAATGA
TTAAATACGCCGUGAATGCATTTCTGGCGACAAAGATTTCCTTTATCAACGATATCGCAA
ACATTTGTGAGCGAGTCGGCGCAGACGTTTCAAAAGTTGCTGATGGTGTTGGTCTTGACA
GUCGTATCGGCAGAAAGTTCCTTAAAGUTGGTATTGGATTCGGUGGTTCATGTTTTCCAA
AGGATACAACCGCGCTGCTTCAAATCGCAAAATCGGCAGGCTATCCATTCAAGCTCATCG
AAGCTGTCATTGAAACGAACGAAAAGCAGOGTGTTCATATTGTAGATAAACTTTTGACTG
TTATGGGAAGCGTCAAAGGGAGAACCATTTCAGTCCTGGGATTAGCCTTCAAACCGAATA

CGAACGATGTGAGATCCGCTCCAGCGCTTGATATTATCCCAATGCTGCAGCAGCTGGGCG
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CCCATGTAAAAGCATACGATCCGATTGCTATTCCTGAAGCTICAGCGATCCTTGGCGAAC
AGGTCGAGTATTACACAGATGTGTATGCTGUGATGOAAGACACTGATGCATGCCTGATTT
TAACGGATTGGCOGGAAGTCAAAGAAATCGAGCTTEGTAAAAGTGAAAACCCTCTTAAAAC
AGCCAGTCATCATTGACGGCAGAAATTTATTTTCACTTGAAGAGATGCAGGCAGCCGGAT
ACATTTATCACTCTATCGGCCGTCCCGCTETTCGGEGAACGGAACCCTCTGACAAGTATT
TTCCGGGCTTGCCGCTTGAAGAATTGGCTAAAGACTTGGGAAGCGTCAATTTATAAGCTA
GAATAATAAGGAAGGTGOCCTTTTAAATGAAAAAAGTACGTAAAGCCATAATTCCAGCAGC
AGGCTTAGGAACACGTTTTCTTCCGGCTACGAAAGCAATGCCGAAAGAAATGCTTCCTAT
CGTTGATAAACCTACCATTCAATACATAATTGAAGAAGCTGTTGAAGCCGGTATTGAAGA
TATTATTATCGTAACAGGAAAAAGCAAGCGTGCGATTGAGGATCATTTTGATTACTCTCC
TGAGCTTGAAAGAAACCTAGAAGAAAAAGGAAAAACTGAGCTGCTTGAAAAAGTGAAAAA
GGOTTCTAACCTGGUTGACATTCACTATATCOGUCAAAAAGAACCTAAAGGTCTCGGACA
TGCTGTCTGGTGCGCACGCAACTTTATCGGCGATGAGCCGTTTGCGGTACTGCTTGGTGA
CGATATTGTTCAGGCTGAAACTCCAGGGTTGCGCCAATTAATGGATGAATATGAAAAAAC
ACTTTCTTCTATTATCGGTGTICAGCAGGTGCCCGAAGAAGAAACACACCGCTACGGCAT
TATTGACCCGCTGACAAGTGAAGGCCGUCGTTATCAGGTGAAAAACTTCGTTGAAAAACC
GCCTAAAGGCACAGCACCTTCTAATCTTGCCATCTTAGGCCGTTACGTATTCACGCCTGA
GATCTTCATGTATTTAGAAGAGCAGCAGGTTGGCGCCGELGEAGAAATT CAGCTCACAGA
CGCCATTCAAAAGUTCGAATGAAATTCAAAGAGTGTITGCTTACGATTTTGAAGGCAAGCG
TTATGATGTTGGTGAAAAGUTCGGUTTTATCACAACAACTCTTGAATTTGOGATGCAGGA
TAAAGAGCTTCGCGATCAGCTCGTTCCATTTATGGAAGGTITACTAAACAAAGAAGAAAT
CTAAGCTAGAAATAATITIGTTTAACT ITTAAGAAGGAGATATACATATGACGCATGTACG
CTTGACTACTCCAAAAGUGTTGACTTTCTTTCCAACGGAACATGAACTTACATACCT GG
GOACTTTGTAAAAACAGCACACCATAATATCCATGAGAAAACAGGCGOGGGCAGCGATTT

TCTAGGCTGGGTGGACCTCCCTGAACATTATGATAAAGAAGAATTCGOGCGCATCCAAAA
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AAGCGCGEAAAAMATCCAATCTGACTCTGATGTCTTGCTTGTTGTCGGCATCGGCGGTTC
TTATCTTGGAGCGUGGGCAGCGATTGAAGCGUCTGAATCACGUGTTTITATAACACTTTGCC
AAAAGCCAAACGOGGCAATCCGCAAGTCATTTTTAACTTCTCTATTAATGTGATTTCTAA
ATCAGGTACGACAACTGAACCTGCAATCGCTTTCCGTATTTTCCGCAAGCTTCTTGAAGA
GAAATACGGTAAAGAAGAAGCGAAAGCGCGGATTTATGCAACAACTGATAANGAGCGCGG
CGCATTAAAAACGCTTTCTAACGAAGAAGGCTTITCGAATCATTCGTAATTCCTGACGATGT
CGGOGGOCGTTATTCAGTTTTAACAGCTGTAGGTCTCTTGCCGATTGCTGTCAGCGGOGET
CAACATTGACGACATGATGAAAGGCGCCCTGGATGUCGAGCAAAGATTTTGCAACATCTGA
ACTGGAAGATAACCCAGCATACCAATATGCGGTTGTTCGCAATGTCCTTTATAATAAGGG
CAAAACAATTGAAATGCTCATCAACTACGAACCGGCGCTTCAATACTTTGCGGAATGGTG
GAAGCAGCTGTTCGGAGAAAGOGAAGGGAAAGATGAGAAGGGCATTTATCCTTCTTCAGC
GAACTATTCAACAGACCTTCATTCTTTAGGCCAGTATGTACAAGAAGGCOGCAGAGATTT
ATTCGAAACGGTCCTGAACGTAGAGAAGCCTAAACATGAACTGACAATTGAGGAAGCGGA
TAACGATCTTGACGGCTTGAACTATTTAGCCGG TAAAACTGTTGATTTCGTTAACAAAAA
AGCATTCCAAGGTACAATGCTTGCCCATACAGACGGAAATGTICCGAACTTAATCGTTAA
CATTOCCTGAGCTGAATGCATATACTTTTGGATACCTTGTATATTTCTTCGAAAAAGCCTG
CGCGATGAGCGGTTACCTCCTTGGCGTCAATCCGTTTGACCAGCCTGGETGTAGAAGCGTA
TAAAGTCAATATGTTITGCGTTACTCGGCAAACCTGGCTTTGAAGAGAAAAAAGCAGAGCT
TGAAAAACGTCTGGAAGATTATAAATGAGCTAGCATGACTGETGCACAGCAAATGEGTCG
GGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGGTACCGGUUGCATGUCCGGCTAATCGCGAC
CGGTTAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTAAA
GGAGGAACTATATCCGGTCCAAGAATTGGAGCCAATCAATTCTT GCGGAGAACTGTGAAT
GCGCAAACCAACCCTTGGCAGAACATATCCATCGCGTCOCGUCATCTCCAGCAGCCGCACG
CGGOGCATCTCGGGUCOCGCGTTGOTGGCGTITITCCATAGGCTCCGCCCCCCTACGAGCA

TCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCA
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GGCGTTTCCCCCTIGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTICCGACCCTGCCGCTTACCGG
ATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGEAAGUGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAG
GTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGUTOCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGT
TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACA
CGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGG
CGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATT
TGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATC
CGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCG
CAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTG
GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTITTGGTCATCGAGAT TATCAAAAAGGATCTTCACCTA
GATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTG
GTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTC G
TTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTOCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACC
ATCTGGCCCCAGTGCTGUCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGUTCCAGATTTATC
AGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGUCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTITATCCGC
CTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAG
TTTGOGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTAT
GGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGUGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTG
CAAAAAMAGOGETTAGCTCCTTCGGETCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGT
GTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAG
ATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCG
ACCGAGTTGCICTTGCCCGGLGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTT
AAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGUGAAAACTCTCAAGEATCTTACCGCT
GTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTAC

TTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAAT
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TTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGUG GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACA
AATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTAT
TATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATT
CCTGTTATAAAAAAAGGATCAATTTTGAACTCTCTCCCAAAGTTGATCCCTTAACGATTT
AGAAATCCCTTTGAGAATGTTTATATACATTCAAGGTAACCAGCCAACTAATGACAATGA
TTCCTGAAAAAAGTAATAACAAATTACTATACAGATAAGTTGACTGATCAACTTCCATAG
GTAACAACCTTTGATCAAGTAAGGGTATGGATAATAAACCACCTACAATTGCAATACCTG
TTCCCTCTGATAAAAAGCTGGTAAAGTTAAGCAAACTCATTCCAGCACCAGCTTCCTGCT
GTTTCAAGCTACTTGAAACAATTGTTGATATAACTGTITIGE TGAACGAAAGCCCACCTA
AAACAAATACGATTATAATTGTCATGAACCATGATGTTGTTTCTAAAAGAAAGGAAGCAG
TTAAAAAGCTAACAGAAAGAAATGTAACTCCGATGTTTAACACGTATAAAGGACCTCTTC
TATCAACAAGTATCCCACCAATGTAGCCGAAAATAATGACACTCATTGTTCCAGGGAAAA
TAATTACACTICCGATTTCGGCAGTACT TAGCTGGTGAACATCTTTCATCATATAAGGAA
CCATAGAGACAAACCCTGCTACTGTTICCAAATATAATTCCCCCACAAAGAACTCCAATCA
TAAAAGGTATATTTTTCCCTAATCCGGGATCAACAAAAGGATCTGTTACTTTCCTGATAT
GTTTTACAAATATCAGGAATGACAGCACGCTAACGATAA GAAAAGAAATGCTATATGATG
TTGTAAACAACATAAAAAATACAATGCCTACAGACATTAGTATAATTCCTTTGATATCAA
AATGACCTITTATCCTTACTTCTTTCTTTAATAATTTCATAAGAAACGGAACAGTGATAA
TTGTTATCATAGGAATGAGTAGAAGATAGGACCAATGAATATAATGGGCTATCATTCCAC
CAATCGCTGGACCGACTCCTTCTCCCATGGUCTACTATCGATCCAATAAGACCAAATGCTT
TACCCCTATTTTCCTTTGGAATATAGCGCGCAACTACAACCATTACGAGTGCTGGAAATG
CAGUTGCACCAGCCCCTTGAATAAAACGAGUCATAATAAGTAAGGAAAAGAAAGAATHGO
CAACAAACCCAATTACCGACCCGAAACAATTTATTATAATTCCAAATAGGAGTAACCTTT

TGATGCCTAATTGATCAGATAGCTTTCCATATACAGCTGTTCCAATGGAAAAGGTTAACA
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TAAAGGCTGTGTTCACCCAGTTTGTACTCGCAGGTGGTTTATTAAAATCATTTGCAATAT
CAGGTAATGAGACGTTCAAAACCATTTCATTTAATACGCTAAAAAAAGATAAAATGCAAA
GOCAAATTAAAATTTGGTTGTGTOGTAAATTCGATTGTGAATAGGATGTATTCACATTTC
ACCCTCCAATAATGAGGGCAGACGTAGTTTATAGGGTTAATGATACGCTTCCCTCTTTTA
ATTGAACCCTGTTACATTCATTACACTTCATAATTAATTCCTCCTAAACTTGATTAAAAC
ATTTTACCACATATAAACTAAGTTTTAAATTCAGTATTTCATCACTTATACAACAATATG
GOCCGTTTGTTGAACTACTCTTTAATAAAATAATTTTTCCGTTCCCAATTCCACATTGCA
ATAATAGAAAATCCATCTTCATCGGCTTTTTCGTCATCATCTGTATGAATCAAATCGCCT
TCTTCTGTGTCATCAAGGTTTAATTTTTTATGTATTTCTTTTAACAAACCACCATAGGAG
ATTAACCTTTTACGGTGTAAACCTTCCTCCAAATCAGACAAACGTTTCAAATTCTTITCT
TCATCATCGGTCATAAAATCCGTATCCTTTACAGGATATTTTGCAGTTTCGTCAATTGCC
GATTGTATATCCGATTTATATTTATTTTTCGGTCGAATCATTTGAACTTTTACATTTGGA
TCATAGTCTAATTTCATTGCCTTTTTCCAAAATTGAATCCATTGTTTTTGATTCACGTAG
TITTCTGTATTCTTAAAATAAGTTGGTTCCACACATACCAATACATGCATGTGCTGATTA
TAAGAATTATCTTTATTATTITATTGTCACTTCCGTTIGCACGCATAAAACCAACAAGATTT
TTATTAATTTTTTTATATTGCATCATTOCGGCGAAATCCTTGAGCCATATCTGACAAACTC
TTATTTAATTCTTCGCCATCATAAACATTTTTAACTGTTAATGT GAGAAACAACCAACGA
ACTGTTGGCTTTTGTTTAATAACTTCAGCAACAACCTTTTGTGACTGAATGCCATGTTTC
ATTGCTCTCCTCCAGTTGCACATTGGACAAAGUCTGOATTTACAAAACCACACTCGATAC
AACTTTCTTTCGCCTGTTTCACGATTTTGTITATACTCTAATATTTCAGCACAATCTTTT
ACTCTTTCAGCCTTTTTAAATTCAAGAATATGCAGAAGTTCAAAGTAATCAACATTAGCG
ATTTICTTTTCICTCCATGGTCTCACTTTITCCACTTTTTIGTCTTGTCCACTAAAACCCTT
GATTTTTCATCTGAATAAATGCTACTATTAGGACACATAATATTAAAAGAAACCCCCATC
TATTTAGTTATTTGT T TGO TCACTTATAACT TTAACAGATGGGGTTTTTCTGTGCAACCA

ATTTTAAGGGTTTTCAATACTTTAAAACACATACATACCAACACTTCAACGCACCTTTCA
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GCAACTAAAATAAAAATGACGTTATTTCTATATGTATCAAGATAAGAAAGAACAAGTTCA
AAACCATCAAAAAAAGACACCTTTTCAGGTGCTTTTTTTATTTTATAAACTCATTCCCTG
ATCTCGACTTCGTICTTTTTITACCTCTCGGT TATGAGTTAGTICAAATTCGTT

SEQ IDNO:2

17. Vector plasmido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-16, en donde la secuencia que codifica
para la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa, hialuronano sintasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y glucosa 6 fosfato
isomerasa comprende una secuencia Shine-Dalgarno en direccion 5’.

18. Uso de al menos un vector plasmido como se define de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-17 para la
transformacion de una célula bacteriana huésped de Bacillus megaterium previamente transformado de manera estable
con el sistema de la ARN polimerasa T7 para la produccion de acido hialurénico por estas células mediante induccion
con xilosa, después de la seleccion en placa en el gradiente de xilosa.

19. Célula bacteriana recombinante huésped que es Bacillus megaterium previamente transformada de manera estable
con el sistema de la ARN polimerasa T7, que comprende al menos un vector plasmido como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 11-17.

20. Uso de las células bacterianas huésped como se define en la reivindicaciéon 19, para la produccion de acido
hialurénico por induccion con xilosa, después de la seleccion en placa en un gradiente de xilosa.

21. Método para la obtencién de células bacterianas huésped recombinantes, como se define de acuerdo con la

reivindicaciéon 19, que son capaces de producir altos niveles de acido hialurénico, que comprende la seleccién en placa
sobre un gradiente de xilosa.
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Expresién de HAS1 y TUAD en E. coli TOP-10

Células gue incorporan el plasmido HTO1 son mas grandes con BS5
[dificultad para crecer)

[Células que incorporan BS5 son mas amarillas que las células madre)

Fig. 1
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Expresion de TUAD en E. coli BL21 DE3

Fig. 2
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Expresion constitutiva de hialuronano sintasa (Streptc) en E. coli

de longitud (pezo molecular calculado 47,778, Pl calculado 5.1) y ez el
miembro mas pequeiio de la familia HAS identificado hasta el momento; la
enzima migra anomalamente rapido en la electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS (aproximadamente 42000 Da). La proteina seHAS muestra no =im-

1 23 4 56 equisimiliz . La proteina codificada designada seHAS tiene 417 aminoacidos

ST

KEda

Fig. 3
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Fig. 7
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Fig. 8

Fig. 9
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