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DESCRIPCION
Produccion biotecnoldgica de condroitina.
Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo microorganismo recombinante que produce condroitina y a un
procedimiento para la produccién biotecnolégica de condroitina.

En la presente invencion, el término condroitina se refiere a un polisacarido lineal definido como un
glucosaminoglicano lineal constituido por residuos alternos de &cido D-glucurénico (GIcUA) y N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc) unidos mediante enlaces B1-3 (GIcUA — GalNAc) y f1-4 (GalNAc — GIcUA).

Antecedentes de la invencion

El condroitin sulfato es un glucosaminoglicano en el que acido glucurdnico (GlcUA) y N-acetil-D-galactosamina
(GalNAc) se unen lineal y alternativamente mediante enlace $1-3 y enlace $1-4, respectivamente, para formar
una cadena polisacérida lineal que esta sulfatada en grados variables en sus residuos de GalNAc.

Se encuentra presente en animales, en cartilagos y tejido conectivo, y desempefia un papel importante en la
adhesioén celular, la regeneracion de los tejidos, el crecimiento de los nervios y similares.

La produccion de condroitina a partir de fuentes no animales es una etapa importante y deseable hacia la
produccion de condroitin sulfato de origen no animal.

La literatura de patentes disponible describe varios procedimientos para la produccion de condroitina de origen
no animal.

Ademas, se han clonado y secuenciado varios genes de condroitina sintasa derivados tanto de animales como
de microorganismos.

Se ha proporcionado un procedimiento para la produccion de condroitina mediante la utilizacion de una bacteria
Bacillus Gram-positiva recombinante en la que se ha introducido un gen de condroitina sintasa derivado de
Pasteurella multocida (documento US 2007/0281342 Al).

Una invencién adicional describe un procedimiento para producir condroitina mediante la introduccion de los
genes kfoC y kfoA, derivados de Escherichia coli O5:K4:H4 en una bacteria productora de UDP-acido
glucurénico (documento n® WO2008/133350), en la que dicho microorganismo no presenta de manera natural el
gen kfoE.

Otra invencidn describe una sintesis in vitro de condroitina en un sistema enzimatico que comprende tanto la
condroitina sintasa de Escherichia coli 05:K4:H4 y los precursores de la reaccion (documento US 2009/0263867
Al).

Es conocido que Escherichia coli O5:K4:H4 es capaz de producir un polisacarido capsular (el polisacarido K4)
con la misma estructura esquelética que la condroitina, en la que se unen residuos de fructosa a los residuos de
GIcUA (ver, por ejemplo, N. Volpi, Glycocon;j. J. 25:451-457, 2008). Por lo tanto, el polisacarido K4 consta de una
unidad trisacarido repetida que comprende una fraccion acido D-glucurénico (GlcUA) y una fraccion N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc) unidas mediante un enlace f1-3 (GIcUA — GalNAc) y un residuo de fructosa unido al
grupo hidroxilo de C3 del residuo GIcUA. De esta manera, los residuos de fructosa constituyen ramas del
polisacarido lineal resultante.

La eliminacién de los residuos de fructosa se ha conseguido mediante el tratamiento hidrolitico bajo condiciones
acidas (N. Volpi, Electrophoresis 25:692-696, 2004). Analogamente, la eliminacion de las unidades de fructosa
de la condroitina producida en una cepa E. coli K4 mediante tratamiento acido también se da a conocer en Volpi
et al., Glycoconjugate Journal 25(5):451-457, 2007.

Aunque el complejo génico del antigeno capsular de Escherichia coli O5:K4:H4, asi como las rutas metabolicas
que conducen a los azlcares que constituyen el polisacarido lineal K4, han sido estudiados ampliamente, la
actividad de glucosil-transferasa responsable de la adicién de las fracciones fructosa al polisacéarido lineal para
proporcionar el polisacarido K4 hasta el momento no han sido identificadas.

La nueva caracteristica de la presente invencién es la produccién directa de condroitina de alto peso molecular
por un microorganismo recombinante obtenido mediante la inactivacion de un gen codificante de un enzima
responsable de la adiciéon de residuos de fructosa al esqueleto de condroitina, evitando de esta manera la
necesidad de someter el polisacarido K4 a la eliminacion hidrolitica de los residuos de fructosa unidos a las
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fracciones de GIcUA, obteniendo condroitina.
Descripcion detallada de la invencion

En la presente memoria se da a conocer un microorganismo recombinante que produce condroitina, definido
como un glucosaminoglicano lineal que consta de residuos alternos de acido D-glucurénico (GlcUA) y N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc) unidos mediante enlace $1-3 y enlace 31-4, respectivamente, caracterizado porque en
dicho microorganismo un gen codificante de un enzima responsable de la adicion de residuos de fructosa al
esqueleto de condroitina se encuentra inactivado.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un microorganismo recombinante que produce condroitina,
definido como un glucosaminoglicano lineal constituido por residuos alternantes de acido D-glucurénico (GIcUA)
y N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) unidos mediante enlaces B1-3 (GICUA — GalNAc) y B1-4 (GalNAc —
GlIcUA), caracterizado porque dicho microorganismo se deriva de un microorganismo perteneciente al grupo del
antigeno K y porque en dicho microorganismo el gen kfoE originalmente presente que codifica un enzima
responsable de la adicion de residuos de fructosa al esqueleto lineal de condroitina resulta inactivado por
supresion o sustitucion total o parcial de dicho gen o por la disrupcion mediante insercién de una secuencia
adicional de nucleétidos y en el que dicho gen kfoE codifica una proteina seleccionada de entre el grupo que
consiste en:

(A) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2,

(B) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2 modificada por supresion,
sustitucién o insercion de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de fructosil-transferasa, y

(C)una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una homologia de por lo
menos 50% respecto a la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 2 y que presenta una actividad de
fructosil-transferasa.

Por lo tanto, el microorganismo recombinante productor de condroitina de la presente invencion se caracteriza
porque dicho microorganismo se obtiene sometiendo un gen originalimente presente en el mismo, que codifica
una proteina responsable de la adicién de residuos de fructosa al esqueleto lineal de condroitina, a inactivacion,
incluyendo dicha inactivacion la supresién o sustitucion total o parcial de dicho gen o la disrupcién por insercion
de una secuencia adicional de nucledtidos.

Preferentemente, el microorganismo recombinante de la presente invencion obtenido mediante inactivacion del
gen codificante de una proteina con una actividad de fructosil-transferasa se deriva de una bacteria que
pertenece a la especie Escherichia coli y preferentemente pertenece al grupo 2 del antigeno K que incluye
serotipos bien conocidos, tales como K1, K5, K7 y K12.

Preferentemente, el microorganismo recombinante segun la presente invencién es un microorganismo en el que
el gen inactivado es el gen kfoE, un ADN seleccionado de entre el grupo que consiste en (a), (b) y (c) a
continuacion:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos de SEC ID n° 1,

(b) un ADN que se hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nuclet6tidos complementaria a la SEC
ID n° 1y codifica una proteina que presenta actividad de fructosil-transferasa, y

(c) un ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que presenta una homologia de por lo menos 50%
respecto a la secuencia de nuclettidos de SEC ID n° 1 y que codifica una proteina con una actividad de
fructosil-transferasa.

Preferentemente, en el microorganismo recombinante de la presente invencion el gen kfoE se encuentra
inactivado mediante la sustitucién total o parcial del mismo por un casete de resistencia a la canamicina y su
posterior eliminacion, resultando en la supresién total o parcial del gen kfoE.

Preferentemente, el microorganismo recombinante de la presente invencion se deriva de una bacteria
perteneciente a un género seleccionado de entre Escherichia, Haemophilus, Campylobacter, Gloeocapsa y
Vibrio, mas preferentemente Escherichia coli, todavia mas preferentemente dicho microorganismo se deriva de
un serotipo de la especie Escherichia coli perteneciente al grupo 2 del antigeno k.

Segln una forma de realizacién representativa de la presente invencion, el microorganismo recombinante con
capacidad de producir condroitina se deriva de Escherichia coli O5:K4:H4 y puede utilizarse cualquiera de los
microorganismos pertenecientes al grupo del antigeno K, con independencia de si comparte cualquier homologia
génica con Escherichia coli O5:K4:H4. Entre los ejemplos de dichos microorganismos se incluyen las bacterias
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pertenecientes al género Haemophilus, tal como H. influenzae (Branefors-Helander P., Carbohydr. Res. 88, 15
de enero de 1981),Campylobacter, tal como C. jejuni (McNally DJ, Jarrell HC, Li J, Khieu NH, Vinogradov E,
Szymanski CM, Brisson JR., FEBS J. 272(17):4407-4422, sept. de 2005), Gloeocapsa, tal como G. gelatinosa
(Raungsomboon S, Chidthaisong A, Bunnag B, Inthorn D, Harvey NW., Water Res. 40(20):3759-3766, dic. de
2006) y Vibrio, tal como V. cholerae (Knirel YA, Widmalm G, Senchenkova SN, Jansson PE, Weintraub A, Eur. J.
Biochem. 247:402-410, julio de 1997).

Mas preferentemente, la bacteria de la que se deriva el microorganismo recombinante de la presente invencion
productora de condroitina es Escherichia coli serotipo 0O5:K4:H4, que contiene el gen kfoE, codificante de una
proteina con una actividad de fructosil-transferasa.

El gen kfoE es conocido que esta situado dentro del complejo génico del antigeno K4 de E. coli (GenBank
AB079602) que contiene genes que los inventores han encontrado que presentan una homologia significativa
respecto a genes de otros microorganismos que es probable que participen en la produccion de la capsula
bacteriana (T. Ninomiya, N.Sugiura, A. Tawada, K.Sugimoto, H. Watanabe and K. Kimata, J. Biol. Chem.
277(24): 21567-75, 14 de junio de 2002).

La bacteria mas preferentemente utilizada para obtener el microorganismo recombinante de la presente
invencion es Escherichia coli O5:K4:H4 cepa U1-41, disponible de la ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, Estados Unidos), bajo el nimero de acceso ATCC23502.

Preferentemente, el microorganismo recombinante de la presente invencion es Escherichia coli DSM23578 o
Escherichia coli DSM23644, todavia mas preferentemente Escherichia coli DSM23644.

En la presente memoria se da a conocer un microorganismo productor de condroitina, en el que se obtiene la
inactivacion de kfoE mediante la modificacion de su secuencia de nucleétidos, tal como mediante la supresion o
sustitucién, total o parcial, de la secuencia de nucleétidos indicada en (a), (b) o (c), anteriormente.

En la presente memoria se da a conocer ademdas un microorganismo en el que se obtiene la inactivacion de kfoE
mediante la insercion de uno o méas nuclettidos en la secuencia de nucledtidos indicada en (a), (b) o (c),
anteriormente.

Segln un aspecto mas preferido de la presente invencion, el derivado recombinante de Escherichia coli
05:K4:H4 cepa U1-41 (en lo sucesivo denominado E. coli K4) se obtiene mediante inactivacion del gen kfoE,
codificante de una fructosil-transferasa putativa, mediante la supresion de nucleétidos.

La presente invencién da a conocer cémo la disrupcion del gen kfoE conduce a la produccion directa del
polisacarido K4 sin residuos de fructosa, es decir, de condroitina.

Segun un aspecto preferido adicional de la presente invencion, E. coli K4 recombinante de la presente invencion
se obtiene mediante la utilizacién de un procedimiento para la disrupcién de genes cromosomicos en los que los
cebadores de PCR proporcionan la homologia respecto al gen diana (Datsenko y Wanner, PNAS 97(12):6640-
6645, 6 de junio de 2000).

La cepa E. coli K4 recombinante de la presente invencion se ha sometido a la inactivacion del gen kfoE
cromosomico en primer lugar mediante la sustitucion de la mayoria de su secuencia de nucle6tidos por un gen
exogeno de resistencia a la canamicina (“primera modificacion genética”) y después mediante la supresion del
gen insertado utilizando un vector de expresion de FLP recombinasa (“segunda modificacion genética”).

La cepa recombinante E. coli K4 obtenida tras la primera modificacion genética, denominada E. coli K4
(AkfoE/kan®) fue depositada el 30 de abril de 2010 en el Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, en virtud del Tratado de Budapest, bajo
el nimero de acceso DSM23578.

La cepa recombinante E. coli K4 obtenidas tras la segunda modificacion genética, denominada E. coli K4
(AkfoE), fue depositada el 26 de mayo de 2010 en el Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, en virtud del Tratado de Budapest, bajo el nimero
de acceso DSM23644.

La inactivacion del gen kfoE se llevo a cabo mediante 3 transformaciones bacterianas sucesivas en primer lugar
con el plasmido de expresion de recombinasa Red (pKD46), en segundo lugar, con un fragmento de ADN
derivado de un plasmido de molde (pDK4) modificado convenientemente para proporcionar homologia respecto
al gen kfoE y, en tercer lugar, con el plasmido ayudante que expresa el enzima FLP recombinasa (pCP20).

Con el fin de obtener la primera modificacion genética de E. coli K4, se ha utilizado tanto el plasmido pKD46
(GenBank: AY048746) como el fragmento de ADN lineal.
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El plasmido pKD46, utilizado en la primera etapa de transformacion de E. coli K4, consta de 2.154 nucle6tidos
del fago lambda y del gen codificante de resistencia a la ampicilina. Este plasmido estimula una tasa
incrementada de recombinacion al utilizar fragmentos de ADN lineales.

El fragmento de ADN lineal utilizado en la posterior transformacion de E. coli K4 se obtuvo mediante PCR
utilizando varias parejas de cebadores que incluian extensiones de homologia respecto a tanto el gen kfoE como
el plasmido de molde pKD4 portador de un casete de resistencia a la canamicina (GenBank: AY 048743).

Dicho procedimiento pudo generar un fragmento de ADN lineal portador de un casete de resistencia a la
canamicina, con los extremos homologos 5’y 3’ kfoE en los extremos del mismo.

En una forma de realizacion de la presente invencién, se llevé a cabo la transformacion bacteriana mediante
electroporacion, que se selecciond debido a su capacidad de generar facilmente dobles transformantes que
pueden recuperarse a partir de placas que contienen tanto ampicilina como canamicina.

Sin embargo, aunque la electroporacion es la técnica preferida, dicho resultado podria conseguirse mediante
cualquier procedimiento conocido de transformacién, tal como la transformacion con cloruro de calcio o la
transformacién con dextrano-DEAE.

Con el objetivo de verificar la localizacidn correcta de la sustitucion de la secuencia de ADN original con el casete
de resistencia a la canamicina en los transformantes de E. coli K4 (AkfoE/kan®), se llevaron a cabo varias
amplificaciones por PCR, utilizando 2 parejas proximas de cebadores especificos de locus: la primera pareja de
cebadores pudo demostrar la formacion de una nueva unién entre el extremo 5’ remanente de kfoE y el gen kan
insertado, mientras que la segunda pareja de cebadores pudo demostrar la formacion de una nueva unién entre
el gen kan insertado y el extremo 3’ remanente de kfoE.

El plasmido ayudante utilizado para eliminar el casete de resistencia a la canamicina (“segunda modificacion
genética”) fue el plasmido pCP20, portador del gen de FLP recombinasa de levadura y un gen de resistencia a la
ampicilina. Tanto el plasmido pKD46 como el plasmido pCP20 son vectores sensibles a la temperatura que
fueron posteriormente eliminados de las cepas transformantes de E. coli K4 tras el crecimiento a 43°C.

Se llevé a cabo un andlisis de secuenciacién en E. coli K4 (AkfoE/kan®) para confirmar la sustitucién del gen
kfoE, totalmente o en parte, con el casete de resistencia a la canamicina. De manera similar, se llevé a cabo un
andlisis de secuenciacion en E. coli K4 (AkfoE) para verifica la posterior supresion del casete de resistencia a la
canamicina, resultando en la produccion final de la cepa bacteriana con disrupcion de kfoE.

El procedimiento utilizado para la construccion con éxito de un E. coli K4 recombinante capaz de producir una
variante no glucosilada de un glucosaminoglicano natural resulta de aplicabilidad general y puede aplicarse
ventajosamente a otros productos glucosilados en los que resulta deseable evitar dicha glucosilacion. En
conclusion, se ha desarrollado un procedimiento general para la obtencion de microorganismos capaces de
producir variantes no glucosiladas de glucosaminoglicanos naturales.

Otro objetivo de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccion biotecnoldgica de
condroitina, en el que se utiliza un microorganismo recombinante seleccionado de entre Escherichia coli
DSM23578 y Escherichia coli DSM23644, preferentemente se utiliza Escherichia coli DSM23644.

Otro objetivo de la presente invencidn es proporcionar un procedimiento para la produccién biotecnoldgica de
condroitina que comprende las etapas siguientes:

(2) cultivar en un medio adecuado el microorganismo recombinante de la presente invencion, y

(2) recuperar y purificar la condroitina presente en el cultivo microbiano. Preferentemente, en el
procedimiento para la produccion biotecnolégica de condroitina de la presente invencion, el
microorganismo recombinante es Escherichia coli DSM23578 o Escherichia coli DSM23644, todavia mas
preferentemente el microorganismo recombinante es Escherichia coli DSM23644.

En la presente memoria se da a conocer que puede utilizarse en la etapa de cultivo cualquier microorganismo
recombinante capaz de producir condroitina obtenido segun el procedimiento mencionado anteriormente para
inactivar un gen codificante de un enzima responsable de la adicion de residuos de fructosa a la condroitina.

Tal como ya se ha mencionado anteriormente, segun una forma de realizacion preferida de la presente
invencion, se utiliza una bacteria recombinante obtenida a partir de E. coli K4, tal como E. coli DSM23644, como
el microorganismo recombinante con capacidad de producir directamente condroitina.

El procedimiento adoptado para el cultivo de la bacteria E. coli DSM23644 es un procedimiento general aplicable
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al cultivo de los miembros del género Escherichia. Dicho procedimiento se basa en la utilizacion preferida,
aungue no exclusiva, de un medio de cultivo que contiene por cada litro: 9,7 g de K;HPO4-3H,0, 8 g de KH,PO4,
0,5 g de citrato sédico 5H,0, 0,2 g de MgCl,-7H;0, 20 g de casaminoéacidos, 20 g de (NH4)2.SO-, 2 g de glucosa
y 10 g de extracto de levadura. Pueden alcanzarse niveles més altos de produccion de condroitina mediante la
modificacion conveniente de la composicion del medio basal y/o proporcionando nutrientes adicionales al cultivo
mediante complementos del sustrato.

Las condiciones de cultivo estan definidas para maximizar el crecimiento bacteriano y la produccion de
condroitina. Tipicamente, el cultivo se lleva cabo a temperaturas de entre 25°C y 40°C durante 8 a 72 h.

El sobrenadante se recoge preferentemente mediante centrifugacion y se utiliza para la posterior purificacion y
caracterizacion de la condroitina producida.

Se llevo a cabo la purificacién de condroitina segin una adaptacion de los procedimientos descritos por
Rodriguez y Jann (Eur. J. Biochem. 177:117-124, octubre de 1988).

Brevemente, el procedimiento adoptado para purificar la condroitina se basa en varias etapas de precipitacion
partiendo del sobrenadante de cultivo y un secado final bajo vacio. La identidad del producto recuperado puede
determinarse mediante varios procedimientos, preferentemente mediante una combinacion de procedimientos
que proporcionan evidencia de la estructura de la cadena polisacarida y la ausencia de residuos de fructosa.

La ausencia de fructosa del producto purificado puede verificarse ventajosamente mediante una hidrélisis acida
del producto, en condiciones que es conocido que liberan la fructosa del polisacarido K4 nativo, seguido de un
ensayo especifico para cualquier fructosa liberada en consecuencia. Este ensayo demostré consistentemente
que el polisacarido recuperado a partir de los cultivos de la bacteria E. coli DSM23644 no contenia fructosa, en
contraste con el polisacarido K4 nativo obtenido de Escherichia coli O5:K4:H4 cepa U1l-41, que produjo
consistentemente un polisacarido que contenia fructosa en las cantidades esperadas de la formula estructural del
polisacarido K4.

Se obtuvo una confirmacion adicional de la identidad del producto recuperado a partir de los cultivos de la
bacteria E. coli DSM23644 sometiendo el producto a digestién con el enzima condroitinasa ABC, que es
conocido que degrada por completo a disacéridos el polisacarido condroitina sin fructosa pero no el polisacérido
K4 nativo.

En otras palabras, la condroitinasa ABC no puede digerir el polisacarido K4 nativo. Los experimentos de
digestion de condroitinasa ABC del producto recuperado a partir de los cultivos de la bacteria E. coli DSM23644
rindieron las cantidades del producto disacarido esperadas de una digestion completa, confirmando de esta
manera la naturaleza del esqueleto del polisacarido y en particular la ausencia de residuos de fructosa.

Segln una forma de realizacién de la presente invencion, para confirmar la funciéon de kfoE como el gen
codificante de la actividad de fructosil-transferasa de K4, se construy6 un plasmido recombinante que portaba la
secuencia de nucledtidos de kfoE de tipo salvaje y se introdujo en la cepa E. coli K4 (AkfoE) para mediar en la
complementacion de la funcion perdida.

Brevemente, se ha amplificado y clonado el gen kfoE en el plasmido pTrcHis (Invitrogen Corporation, 5791 Van
Allen Way PO Box 6482 Carlsbad, California) dentro de los sitios de restriccion Ncol y BamHI. El constructo
pTrcHis-kfoE ha sido utilizado para transformar mediante electroporacion E. coli recombinante (AkfoE) y los
transformantes han sido seleccionados a 37°C en placas que contenian 100 pg/ml de ampicilina.

Se han cultivado transformantes de E. coli (AkfoE) portadores del constructo pTrcHis-kfoE y se ha purificado el
polisacarido K4 segin Rodriguez y Jann (Eur. J. Biochem. 177:117-124, octubre de 1988) y con el fin de
cuantificar la fructosa presente en el producto recuperado, se ha determinado la fructosa libre tanto antes como
después de la hidrdlisis con acido trifluoroacético 0,2 M durante 1 h a 99°C. La fructosa libre estimada en el
ensayo antes y después de la hidrdlisis se considera la fructosa unida a la molécula K4 de partida.

El producto recuperado del cultivo de E. coli DSM23644 transformado por pTrcHis-kfoE mostro la presencia de
fructosa unida, confirmando que en esta cepa la pérdida de actividad de fructosil-transferasa era complementada
por el plasmido.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 representa esquematicamente las modificaciones genéticas a las que se sometié Escherichia coli
05:K4:H4 cepa U1-41 que resultaron en la construccion de E. coli K4 (AkfoE/kan®) y E. coli K4 (AkfoE):

a) fragmento de ADN portador de un casete de resistencia a la canamicina (canamicina), flanqueado por
dos secuencias de recombinacion de dianas de reconocimiento por flipasa (FRT); el gen de resistencia
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a la canamicina se obtuvo a partir del molde de plasmido pKD4 mediante la utilizacion de los sitios de
cebado P1y P2.

b) Estructura detallada del complejo génico del antigeno K de E. coli O5:K4:H4 cepa U1-41, en el que
kfoD y kfoF son los genes flanqueantes de kfoE.

c) ADN cromosémico de E. coli K4 (AkfoE/kan®) que muestra la disrupcién del gen kfoE mediante la
sustitucién de un fragmento del ADN original por el gen de resistencia a la canamicina (canamicina).

d) ADN cromosomico de E. coli K4 (AkfoE) que muestra la supresion final de la mayor parte del gen kfoE.

La figura 2 representa los resultados de la amplificacion por PCR realizada en 3 transformantes de E. coli K4
(AkfoE/kan®) para verificar la secuencia de las regiones flanqueantes remanentes de kfoE en 3'y 5”;

los carriles 1 y 10 muestra un marcador de peso molecular (escala de 1 kb);
los carriles 2 a 4: producto de PCR del extremo 3’ de kfoE residual de los 3 transformantes;
los carriles 6 a 8: producto de PCR del extremo 5’ de kfoE residual de los 3 transformantes;

los carriles 5y 9: producto de PCR de Escherichia coli O5:K4:H4 U1-41 obtenida mediante la utilizacién
de las parejas de cebadores 3’y 5', respectivamente.

La figura 3 representa un cromatograma del polisacéarido producido por E. coli DSM23644 que ha sido
analizado mediante electroforesis capilar tras la digestién con condroitinasa ABC, en la que se muestra el A-
disacarido (Adi-0S) insaturado, tipico de la digestién de la condroitina con condroitinasa ABC (pico 8).

La figura 4 representa un espectro de RMN-"*C de la condroitina producida por E. coli DSM23644 obtenida
segun el ejemplo 3.

Ejemplos
Ejemplo 1:
Construccién de la cepa  E. coli K4 (AkfoE/kan®)
La construccién del fragmento de ADN lineal (fig. 1a) portador de tanto el gen kan® como los extremos
homologos de kfoE se llevé a cabo mediante PCR utilizando el vector pKD4 como molde y los cebadores de
PCR siguientes:

OL151: atgcttctaataatgtctggttcctatgttcaacaagaatgtgtaggcetggagcetgcttc (SEC 1D n° 3)

OL152: tcatactgcagcctccttaaaaatttcatataatctaaatgcacatatgaatatcctect ta (SEC 1D n°4)
En cada secuencia oligonucle6tido, los primeros 40 nucleétidos proporcionan homologia respecto al gen kfoE y
los restantes 20 nucledtidos proporcionan homologia respecto al plasmido molde pKD4 (sitios de cebado P1 y
P2).

La PCR se llevé a cabo con 120 ng de ADN molde siguiendo las condiciones siguientes:

94C x 3 min. (94T x 1 min., 40C x 1 min., 68T x 2 min.) x 5 ciclos, (94C x 1 min., 59C x 1 min., 68T x 2
min.) x 30 ciclos, 68T x 10 min., 4C x 10 min.

El producto de PCR se purificé del gel y se transformaron las bacterias.

Se prepar6 Escherichia coli O5:K4:H4 cepa U1-41 (fig. 1b) y se transformé mediante electroporacion con el
plasmido pKD46 segin Datsenko y Wanner (PNAS 97(12):6640-6645, 6 de junio de 2000) y después se sembré
en una placa con medio que contenia ampicilina.

Se identificaron y aislaron los transformantes resistentes a ampicilina.

Se verificaron dos transformantes mediante extraccion del plasmido y PCR utilizando los cebadores y
condiciones siguientes:

OL149: ccactcataaatcctcatagag (SEC ID n°5)
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OL150: ccaacttacttctgacaacgat (SEC ID n°6)
a 94C x 3 min. (94T x 1 min., 43C x 1 min., 68C x 2,5 min.) x 30 ciclos, 68T x 10 min., 4C x 10 min.

El producto de PCR se analizdé mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se identificé un producto con
un tamafio de 1.799 pares de bases, completamente concordante con el tamafio de producto esperado.

Uno de los dos transformantes de pKD46 se sometié a una electroporacion posterior utilizando el fragmento de
ADN que portaba tanto el casete de resistencia a la canamicina como los extremos homélogos de kfoE.

Se utilizd la seleccién de placas en medio que contenia tanto ampicilina como canamicina, para aislar
recombinantes que portaban la sustitucion de la mayor parte de la secuencia de nucleétidos de kfoE con el gen
de resistencia a la canamicina.

Se verificaron tres dobles transformantes mediante amplificacién por PCR de tanto la regién flanqueante 3' como
la 5’ de kfoE, utilizando los cebadores apropiados siguientes:

OL153: aatccgacggggactgtagatt (SEC ID n°7)

OL142: aactgttcgccaggctcaag (SEC ID n°8)

OL143: gegttttcecttgtccagat (SEC ID n°9)

OL154: gctaatgtatatgattgccaggt (SEC 1D n°10)
a 95T x 5 min. (94T x 1 min., 47C x 1 min., 68C x 2 min.) x 30 ciclos, 68T x 10 min., 4C x 10 mi n.
Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se identificaron dos
productos con un tamafio de 1.773 pares de bases para la amplificacion del extremo 3’ y de 769 pares de bases
para la amplificacion del extremo 5’ del gen kfoE, respectivamente, en completa concordancia con el tamafo
esperado de los productos (fig. 2).
Con el fin de verificar la orientacion del gen de resistencia a la canamicina y para garantizar la correcta direccion
de la transcripcidon génica, se llevd a cabo un andlisis adicional de los transformantes mediante analisis de
secuenciacion de E. coli K4 (AkfoE/kan®) (fig. 1c) utilizando los oligonucledtidos siguientes:

OL153: aatccgacggggactgtagatt (SEC ID n°7)

OL154: gctaatgtatatgattgccaggt (SEC 1D n°10)
La secuencia de nucledtidos resultantes se identific6 mediante SEC ID n° 14.
Ejemplo 2:
Construccion de lacepa E. coli K4 (AkfoE)
Con el fin de obtener la cepa E. coli K4 (AkfoE) sin el casete de resistencia a canamicina y portador de una
supresion de la mayor parte del gen kfoE con la consiguiente pérdida de funcién, se llev6 a cabo una

transformacion adicional de la cepa de E. coli K4 (AkfoE/kan™) con el plasmido pCP20.

Tras la etapa de electroporacién, se seleccionaron los transformantes en medio que contenia ampicilina a 30°C y
después se purificaron las colonias.

Los transformantes putativos se cultivaron en placas no selectivas a 43°C y después se sometieron a ensayo
para la pérdida de todas las resistencias a antibioticos.

Los transformantes de cepa de E. coli K4 (AkfoE) se verificaron mediante secuenciacion de los extremos
remanentes 3’y 5’ flanqueantes de kfoE (fig. 1d), utilizando los oligonucledétidos siguientes:

OL169: tgaggtgattgttggtaaaccttggtg (SEC ID n°11)
OL166: tactgtttctgcttgceceeccgagtt (SEC ID n°12)

La secuencia de nucleétidos resultante se identifica como SEC ID n° 13.
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Ejemplo 3:
Cultivo de E. coli DSM23644 y andlisis de condroitina

Se llevd a cabo el cultivo de E. coli DSM23644 segun Rodriguez y Jann (Eur. J. Biochem. 177:117-124, octubre
de 1988).

Brevemente, se realizd la etapa vegetativa del cultivo partiendo de 0,5 ml de reserva de cultivo descongelada,
inoculando un matraz que contenia 20 ml de cultivo de caldo que consiste por litro en: 9,7 g de K;HPO4-3H;0,
8 g de KH2PO4, 0,5 g de citrato sodico-5H,0, 0,2 g de MgCl,-7H,O, 20 g de casaminoacidos, 20 g de sulfato
amonico, 2 g de glucosa, 10 g de extracto de levadura, incubados a 37°C durante 16 h, bajo agitacion a 180 rpm
y 2,5 cm de desplazamiento.

La siguiente etapa de cultivo se llevé a cabo en cultivo por lotes en un matraz con deflectores de 500 ml que
contenia 85 ml de cultivo de caldo tal como se ha indicado anteriormente, se inoculé con 0,05% de cultivo
vegetativo preparado tal como se ha indicado anteriormente y se incub6 a 37°C durante 48 h bajo agitacion a
180 rpm y 25 cm de desplazamiento.

Al final de la incubacion, se recolectd el cultivo mediante centrifugacion y el sobrenadante se sometio a
purificacion con el fin de aislar y caracterizar la condroitina producida.

La purificacion de la condroitina se llevé a cabo segin una adaptacion de los procedimientos descritos por
Rodriguez y Jann (Eur. J. Biochem. 177:117-124, octubre de 1988).

Brevemente, el polisacarido se precipitd a partir del sobrenadante de cultivo mediante Cetavlon (bromuro de
alquil-trimetil-amonio, CAS n° 7192-88-3), se extrajo con NaOH 0,5 M a 3°C, se neutraliz6 y posteriormente se
purificd mediante 3 ciclos de precipitacion con etanol al 80%.

Se llevé a cabo una etapa final de purificacion con fenol frio al 90%, pH 6,8, para precipitar las proteinas
contaminantes, recuperando de esta manera la fase acuosa mediante centrifugacion. La condroitina purificada se
recuperoé a partir de la fase acuosa mediante precipitacion con etanol al 80% y secado bajo vacio.

Se utilizaron varios enfoques analiticos para determinar la naturaleza de la condroitina producida.

El primer enfoque se basé en la presencia o ausencia de fructosa en el producto que se habia recuperado a
partir del cultivo tras hidrdlisis acida realizada con acido trifluoroacético 0,2 M durante 1 h a 99°C.

Con el fin de cuantificar la fructosa presente en el producto recuperado, se determiné la fructosa libre tanto antes
como después de la hidrdlisis. La fructosa se sometié a ensayo enzimaticamente utilizando el kit EnzyPlus de
sacarosa/D-glucosa/D-fructosa suministrado por BIOCONTROL (BioControl Systems Inc., 12822 SE 32nd Street
Bellevue, WA 98005, Estados Unidos).

La diferencia entre la fructosa libre presente tras la hidrélisis y la presente antes de la hidrdlisis se consideré que
era la fructosa unida a la molécula de K4 inicial.

El producto recuperado del cultivo de E. coli DSM23644 no mostré presencia de fructosa unida, confirmando que
esta cepa produce un polisacérido sin fructosa.

La ausencia de fructosa unida en el polisacarido recuperado a partir de cultivos de E. coli DSM23644 tal como se
ha indicado anteriormente se confirmé mediante digestion enzimética con condroitinasa ABC. Se demostré
ademas que la condroitina purificada al digerirla con condroitinasa ABC rindié A-disacarido insaturado (Adi-0S)
tipico de la digestion de la condroitina segin se confirma mediante electroforesis capilar (EC), utilizando la
técnica de cromatografia electrocinética micelar (CECM) (fig. 3).

La confirmacion de la estructura de Adi-0S se obtuvo utilizando el estandar de referencia A-disacarido apropiado
(elucion electroforética equivalente). La determinacion cuantitativa de Adi-0S se obtuvo mediante una curva de
calibracion externa.

Finalmente, el polisacarido condroitina purificado que habia sido producido por E. coli DSM23644 se caracterizd
mediante RMN-"C (fig. 4).

Dicha técnica demostré que el producto en cuestion era espectralmente idéntico al producto obtenido tras la
eliminacion de la fructosa del polisacarido K4 nativo mediante hidrolisis acida.
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Ejemplo 4:
Complementacion mediada por plasmido de la funcién de kfoE.
Con el fin de verificar la funcidon de kfoE como gen codificante de la actividad de fructosil-transferasa de K4, se
construyé un plasmido recombinante portador de la secuencia de nucleétidos de kfoE de tipo salvaje y se
introdujo en la cepa E. coli K4 (AkfoE) para mediar en la complementacién de la funcién perdida.
Se amplificé el gen kfoE mediante la utilizacion de los oligonucledtidos siguientes:

OL172: acaacatgttactaataatgtctggttcctatgttc (SEC ID n°15)

OL173: actggatccttatcatactgcagcctcctta (SEC ID n°1 6)

Se utilizé el plasmido pTrcHis (4.400 pb — Invitrogen Corporation, 5791 Van Allen Way, PO Box 6482, Carlsbad,
California) para amplificar y purificar en gel el gen kfoE (1.569 pb) en sitios de clonacion adecuados.

Se sometieron a una reaccion de ligacion a 25°C durante 15 min. 70 ng de vector pTrcHis digerido con los
enzimas de restriccion Ncol y BamHI y 75 ng de gen kfoE con extremos digeridos con Pcil/BamHI compatibles.

A continuacion, se electroporaron 50 pl de células competentes Escherichia coli DH5a (Invitrogen Corporation,
5791 Van Allen Way, PO Box 6482, Carlsbad, California) con 5 pl de mezcla de ligacién y se seleccionaron cinco
transformantes a 37°C, en placas que contenian 100 pg/ml de ampicilina.

Tras la purificacion de las colonias, se extrajo el plasmido construido pTrcHis-kfoE y se digirié con el enzima de
restriccion Mfe |, que fue capaz de cortar el constructo de ADN dentro de la secuencia de kfoE insertada.

Mediante analisis de electroforesis en gel, 3 de 5 transformantes tras la digestion con Mfe | mostraron la longitud
esperada de 5.887 pb y el andlisis de la secuencia confirmé la insercién correcta del gen kfoE.

El constructo pTrcHis-kfoE verificado se utilizé para transformar mediante electroporacion E. coli DSM23644
recombinantes y se seleccionaron los transformantes en placas que contenian 100 pg/ml de ampicilina.

Se cultivaron los transformantes seleccionados bajo las condiciones indicadas en el ejemplo 3 y se purifico el
polisacarido K4 segun Rodriguez y Jann (Eur. J. Biochem. 117:117-124, octubre de 1988).

Con el fin de cuantificar la fructosa presente en el producto recuperado, se determiné la fructosa libre tanto antes
como después de la hidrdlisis con acido trifluoroacético 0,2 M durante 1 h a 99°C. La fructosa se someti6 a
ensayo enzimaticamente utilizando el kit EnzyPlus de sacarosa/D-glucosa/D-fructosa.

La diferencia entre la fructosa libre presente después de la hidrdlisis y la presente después de la hidrolisis se
consider6 como la fructosa unida a la molécula de K4 inicial.

El producto recuperado a partir del cultivo de E. coli DSM23644 transformado con pTrcHis-kfoE mostré la
presencia de fructosa unida, confirmando que en esta cepa la pérdida de actividad de fructosil-transferasa era
complementada por el plasmido.
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<223>0L152

<220>
<221> oligonucleétido
<222>(1)..(62)

<400> 4

Asn

Phe

460

Ile

Met

Ala

Lys

445

Glu

Ser

Leu

Asn

60

430

Thr

Ile

Glu

Pro

Ala
510

His

Gln

Lys

Leu

495

Phe

Ser

Ser

Ser

480

His

Arg

tcatactgca gcctccttaa aaatttcata taatctaaat gcacatatga atatcctcecct

ta

<210>5

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223>0L149

<220>
<221> oligonucleétido
<222>(1)..(22)

<400> 5
ccactcataa atcctcatag ag

<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 0L150

<220>
<221> oligonucle6tido
<222>(1)..(22)

<400> 6
ccaacttact tctgacaacg at

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>0L153

<220>
<221> oligonucleétido
<222>(1)..(22)

<400> 7
aatccgacgg ggactgtaga tt

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>0L142

<220>
<221> oligonucleétido
<222> (1)..(20)

<400> 8
aactgttcgc caggctcaag

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>0L143

<220>
<221> oligonucleétido
<222> (1)..(20)

ES 2 644 443 T3
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<400> 9
gcagttttcec ttgtccagat 20

<210> 10

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>0L154

<220>
<221> oligonucleétido
<222> (1)..(23)

<400> 10
gctaatgtat atgattgcca ggt 23

<210> 11

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 0L169

<220>
<221> oligonucleétido
<222> (1)..(27)

<400> 11
tgaggtgatt gttggtaaac cttggtg 27

<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 0L166

<220>
<221> oligonucleétido
<222> (1)..(25)

<400> 12
tactgtttct gcttgccece gagtt 25

<210> 13

<211> 167

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen
<222>(1)..(167)
<223> reorganizado

<400> 13

atgcttctaa taatgtctgg ttcctatgtt caacaagaat gtgtaggetg gagctgettce
gaagttccta tactttctag agaataggaa cttcggaata ggaactaagg aggatattca

tatgtgcatt tagattatat gaaattttta aggaggectge agtatga

ES 2 644 443 T3
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15

<210> 14
<211> 1559
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221>gen

<222> (1)..(1559)
<223> reorganizado

<400> 14

atgcttctaa
gaagttccta
gctgecegecaa
gtccgcagaa
aaaacgcaag
actgggeggt
aggttgggaa
gcaggggatc
atggattgca
cacaacagac
cggttctttt
cgcggctate
ctgaagcggg
ctcaccttge

cgcttgatce
gtactcggat

tcgcgcecage
tcgtgaccca
gattcatcga
cccgtgatat
gtatcgccege
gagcgggact
tttcgattce
cggctggatg
caaaagcgcet

ggaggatatt

taatgtctgg
tactttctag
gcactcaggg
acggtgctga
cgcaaagaga
tttatggaca
gccctgcaaa
aagatctgat
cgcaggttct
aatcggctge
tgtcaagacc
gtggctggee
aagggactgg
tcctgecgag

ggctacctge
ggaagccggt

cgaactgttc
tggcgatgcecce
ctgtggcecgg
tgctgaagag
tcececgatteg
ctggggttcg
accgecgect
atccteccage
ctgaagttce

catatgtgca

ES 2 644 443 T3

ttcctatgtt
agaataggaa
cgcaagggcet
ccccggatga
aagcaggtag
gcaagcgaac
gtaaactgga
caagagacag
ccggecgett
tctaatgcecceg
gacctgtcceg
acgacgggcg
ctgctattgg
aaagtatcca

ccattcgacce
cttgtecgatce

gccaggctca
tgcttgeega
ctgggtgtgg
cttggeggeg
cagcgcatcg
aaatgaccga
tctatgaaag
gcggggatet
tatactttet

tttagattat

caacaagaat
cttcggaata
gctaaaggaa
atgtcagcta
cttgcagtgg
cggaattgcce
tggctttctt
gatgaggatc
gggtggagag
ccgtgtteeg
gtgcecectgaa
ttcettgege
gcgaagtgece
tcatggctga

accaagcgaa
aggatgatct

aggcgcgcat
atatcatggt
cggaccgcta
aatgggctga
ccttctatcg
ccaagcgacg
gttgggcttce
catgctggag
agagaatagg

atgaaatttt

17

gtgtaggctg
ggaacttcaa
gcggaacacg
ctgggctatc
gcttacatgg
agctggggeg
gccgccaagg
gtttcgecatg
gctattcgge
gctgtcageg
tgaactgcag
agctgtgcetce
ggggcaggat
tgcaatgecgg

acatcgcatc
ggacgaagag

gcccgacgge
ggaaaatggc
tcaggacata
ccgettecte
ccttcettgac
cccaacctge
ggaatcgttt
ttcttegecece
aacttcggaa

taaggaggct

gagctgcecttce
gatccecccac
tagaaagcca
tggacaaggg
cgatagctag
ccectectggta
atctgatggce
attgaacaag
tatgactggg
caggggcgcece
gacgaggcag
gacgttgtca
ctcctgtceat
cggctgcata

gagcgagcac
catcaggggce

gaggatctcg
cgcttttetg
gcgttggcta
gtgctttacg
gagttcttct
catcacgaga
tcecgggacge
accccagcett
taggaactaa

gcagtatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1559
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20

25

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>0L172

<220>
<221> oligonucleétido
<222> (1)..(36)

<400> 15
acaacatgtt actaataatg tctggttcct atgttc

<210> 16

<211>31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223>0L173

<220>
<221> oligonucleétido
<222>(1)..(31)

<400> 16
actggatcct tatcatactg cagcctectt a

31

ES 2 644 443 T3
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REIVINDICACIONES

1. Microorganismo recombinante que produce condroitina, definido como un glucosaminoglicano lineal
constituido por residuos alternos de acido D-glucurénico (GIcUA) y N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) unidos
mediante enlaces B1-3 (GIcCUA — GalNAc) y B1l-4 (GalNAc — GIcUA), caracterizado por que dicho
microorganismo se deriva a partir de un microorganismo que pertenece al grupo del antigeno K y en dicho
microorganismo el gen kfoE presente originalmente que codifica un enzima responsable de la adicion de
residuos de fructosa al esqueleto de condroitina lineal es inactivado por la supresion o sustitucién completamente
o en parte de dicho gen o la disrupcion por insercion de una secuencia de nucleétidos adicional y en el que dicho
gen kfoE codifica una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en:

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

(B) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2 modificada por supresion,
sustitucién o insercion de uno o mas aminoacidos y que presenta una actividad de fructosil-transferasa; y

(C)una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que presenta homologia de por lo menos
50% con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2 y que presenta una actividad de fructosil-transferasa.

2. Microorganismo recombinante segun la reivindicacién 1, en el que el gen kfoE inactivado es un ADN
seleccionado de entre el grupo que consiste en:

(a) un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos de SEC ID n° 1;

(b) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos complementaria a la SEC ID
n° 1y codifica una proteina que presenta una actividad de fructosil-transferasa; y

(c) un ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que presenta una homologia de por lo menos 50%
con el nucledtido de SEC ID n° 1 y que codifica una proteina que presenta una actividad de fructosil-
transferasa.
3. Microorganismo recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, en el que el gen kfoE es
inactivado por la sustitucion completa o parcial del mismo con un casete de resistencia de la canamicina y su
extraccion posterior, que da como resultado la supresion completa o parcial del gen kfoE.
4. Microorganismo recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se deriva a partir de una
bacteria que pertenece a un género seleccionado de entre Escherichia, Haemophilus, Campylobacter,
Gloeocapsa y Vibrio.

5. Microorganismo recombinante segun la reivindicacion 4, que se deriva a partir de una bacteria que pertenece
a la especie Escherichia coli.

6. Microorganismo recombinante segun la reivindicacién 5, que se deriva a partir de un serotipo de la especie
Escherichia coli que pertenece al grupo 2 del antigeno K.

7. Microorganismo recombinante segun la reivindicacion 6, que se deriva a partir de la cepa Escherichia coli
O5:K4:H4U1-41.

8. Microorganismo recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es Escherichia coli
DSM23578 o Escherichia coli DSM23644.

9. Microorganismo recombinante segun la reivindicacion 8, que es Escherichia coli DSM23644.

10. Procedimiento para la producciéon biotecnologica de condroitina, en el que se utiliza un microorganismo
recombinante seleccionado de entre Escherichia coli DSM23578 y Escherichia coli DSM23644.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que el microorganismo recombinante es Escherichia coli
DSM23644.

12. Procedimiento para la produccion biotecnolégica de condroitina, que comprende las etapas siguientes:

a. cultivar en un medio adecuado el microorganismo recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones
la9

b. recuperar y purificar la condroitina presente en el cultivo microbiano.

19
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13. Procedimiento para la produccion biotecnolégica de condroitina segun la reivindicacién 12, en el que el
microorganismo recombinante es Escherichia coli DSM23578 o Escherichia coli DSM23644.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 13, en el que el microorganismo recombinante es Escherichia coli
DSM23644.

20
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Fig. 2
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