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DESCRIPCION
Bacteria que produce condroitina y procedimiento de produccién de condroitina
Sector técnico

La presente invencién se refiere a una bacteria que produce condroitina y a un procedimiento de produccién de
condroitina.

Antecedentes técnicos

La condroitina es un polisacarido que comprende una estructura repetida de disacaridos de un resto de &cido
glucurénico (GlcUA) y un resto de N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) (-GIcUAB (1-3)-GalNAcP (1-4)-; en la presente
memoria también se denomina un esqueleto de hidratos de carbono con condroitina). El sulfato de condroitina es un
polisacarido que consiste en la sulfatacién de la condroitina.

De manera convencional, la condroitina y el sulfato de condroitina se extraen y se purifican a partir de cartilagos,
organos y similares de animales. Sin embargo, en los Ultimos afos, se ha estudiado una técnica para sintetizar
artificialmente un esqueleto de hidratos de carbono comuin a la condroitina y al sulfato de condroitina, debido a la
escasez de materiales, tales como cartilagos y érganos.

Se han descrito condroitina sintasas, que producen condroitina mediante la transferencia alternativa de GICUA y
GalNAc desde sus sustratos donantes a oligosacaridos aceptores y se ha propuesto un procedimiento de produccién
de condroitina utilizando la enzima.

El documento J. Biol. Chem. 275(31), 24124-24129 (2000) da a conocer una condroitina sintasa derivada de
Pasteurella multocida.

Ademas, los documentos WO 2003/102193 y WO 2003/102194 dan a conocer condroitina sintasas derivadas de ser
humano.

Ademas, el documento US 2003-0109693 (JP 2003-199583 A) da a conocer una condroitina sintasa novedosa
(KfoC) producida por la cepa K4 de Escherichia coli.

Sin embargo, en el caso de producir condroitina mediante los procedimientos enzimaticos, es necesario preparar
materiales costosos, tales como oligosacaridos como aceptores y nuclettidos de azucar para los donantes de GIcUA
y GalNAc, y, de este modo, se ha deseado un procedimiento de produccion de condroitina que utilice materiales mas
econdémicos.

Es conocido que la cepa K4 de Escherichia coli produce un polisacarido que tiene una estructura de esqueleto de
condroitina como una capsula. Sin embargo, su estructura consiste en una unidad de repeticién que comprende
trisacaridos de un resto de GalNAc, un resto de GIcUA y un resto de fructosa que esta unida a un grupo hidroxilo en
C3 de un resto de GlcUA. Ademas, se han detectado mas de 100 polisacaridos capsulares quimicamente diferentes
en Escherichia coli. Por ejemplo, la cepa K5 de Escherichia coli produce un polisacarido capsular K5 que tiene un
esqueleto de hidratos de carbono con heparina/sulfato de heparan (J. Biol. Chem., 272 (5), pag. 2682-2687,
1997). Sin embargo, la existencia de Escherichia coli que produce condroitina en si no es conocida. Por lo tanto, se
desconoce un procedimiento de produccion de condroitina utilizando una bacteria de Escherichia.

Aunque la solicitud de patente publicada de Estados Unidos 2007-0281342 da a conocer un procedimiento de
produccion de condroitina mediante la utilizacion de una bacteria Bacillus gram-positiva recombinante introducida
con un gen de condroitina sintasa derivado de Pasteurella multocida, se ha deseado un mayor desarrollo en la
produccion fermentativa de condroitina. Otro documento del estado de la técnica que proporciona informacion de
base relevante para la presente solicitud es Ninomiya y otros 2002 (J. Biol. Chem, vol. 277, No. 24, paginas
21575-21575), que da a conocer el procedimiento de clonacién y caracterizacion de condroitina polimerasa. El
documento WO0180810 da a conocer un procedimiento para aislar y producir un gen de condroitina sintasa a partir
de Pasteurella multocida y la utilizacion de condroitina no sulfatada. Lidholt y otros 1997 (J. Biol. Chem, vol. 272, no.
5, paginas 2682-2687) da a conocer la sintesis del polisacarido capsular de E. coli K4. El documento EP1283259 da
a conocer un procedimiento para producir una condroitina polimerasa, y Rodriguez y otros 1988 (Eur. J. Biochem.
Vol. 177, paginas 117-124) da a conocer las caracteristicas estructurales y seroldgicas del antigeno K4 capsular de
E. coli.

Descripcion de la invencioén

Un objetivo de la presente invencion es dar a conocer un nuevo microorganismo capaz de producir condroitina y un
nuevo procedimiento de produccién de condroitina utilizando el microorganismo.
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Los inventores de la presente invencion han realizado amplios estudios y, como resultado, han descubierto que una
bacteria productora de acido glucurénico-UDP, tal como la cepa K5 de Escherichia coli, que se introduce con genes
kfoA y kfoC derivados de la cepa K4 de Escherichia coli, produce condroitina con alta eficiencia, realizando, de este
modo, la presente invencién.

Un objetivo de la presente invencién es dar a conocer una bacteria productora de acido glucurénico-UDP, en la que
se introduce un gen kfoA de la cepa K4 de Escherichia coliy un gen kfoC de la cepa K4 de Escherichia coli, en la
que dicha bacteria tiene la capacidad de producir condroitina como un polisacérido capsular y en la que el gen kfoA
codifica una proteina seleccionada del grupo que comprende (A) y (B): (A) una proteina que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2; y (B) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 2, que incluye la sustitucidn, delecion, insercion o adicion de 1 a 20 aminoacidos; y en la que el gen kfoC
codifica una proteina seleccionada del grupo que comprende (C) a (F); (C) una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4; (D) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 4, que incluye la sustitucidn, delecion, insercién o adicion de 1 a 20 aminodcidos; (E) una proteina
que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 6; y (F) una proteina que comprende una secuencia
de amino&cidos de la SEQ ID NO: 6, que incluye la sustitucion, delecion, insercién o adicién de 1 a 20 aminoacidos.

El gen kfoA derivado de la cepa K4 de Escherichia coli puede ser, de manera preferente, un ADN seleccionado del
grupo que comprende los siguientes (a) y (b):
(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1;y
(b) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos complementaria a la SEQ ID
NO: 1 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina que comprende la actividad de
UDP-glucosa-4-epimerasa.

El gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli puede ser, de manera preferente, un ADN seleccionado del
grupo que comprende los siguientes (c) y (d):
(c) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 3; y
(d) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos complementaria a la SEQ ID
NO: 3 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina que tiene actividad de condroitina sintasa.

El gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli puede ser, de manera preferente, un ADN seleccionado del
grupo que comprende los siguientes (e) y (f):
(e) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5; y
(f) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos complementaria a la SEQ ID
NO: 5 en condiciones rigurosas y codifica una proteina que tiene actividad de condroitina sintasa.

La bacteria productora de acido glucurénico-UDP es, de manera preferente, la cepa K5 de Escherichia col.

Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer un procedimiento de produccion de condroitina que
comprende, como minimo, las siguientes etapas (1) y (2):

(1) cultivar la bacteria, tal como se ha descrito anteriormente; y

(2) recoger la condroitina del cultivo.

Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer un procedimiento de produccion de sulfato de condroitina
que comprende: producir condroitina mediante el procedimiento, tal como se ha descrito anteriormente;y a
continuacion, sulfatar la condroitina para producir sulfato de condroitina.

Descripcion breve de los dibujos

La figura 1 es un dibujo que muestra una estructura de un vector para expresar los genes kfoA y kfoC.

La figura 2 es un dibujo (fotografia) que muestra la expresion de las proteinas KfoA y kfoC. El carril 1 muestra una
cepa introducida sin plasmido (control), el carril 2 muestra una cepa introducida con pTrcHis-kfoCA y M muestra un
marcador de peso molecular.

La figura 3 muestra los resultados de analisis de composiciones de disacéridos utilizando un sistema de HPLC
fluorescente para la fraccion L tratada con condroitinasa ABC (cABC) (A), la fraccién L tratada sin cABC (B) y la
fraccion L tratada con cABC inactivada por calor (C).

La figura 4 muestra los resultados de analisis de disacaridos por fluorescencia para la fraccion E tratada con cABC
(A), la fraccién E tratada sin cABC (B) y la fraccién E tratada con cABC inactivada por calor (C).

La figura 5 muestra los resultados de analisis de disacaridos por fluorescencia para la fraccion S tratada con cABC
(A), la fraccién S tratada sin cABC (B) y la fraccién S tratada con cABC inactivada por calor (C).

La figura 6 muestra los resultados de analisis de disacaridos por fluorescencia para el patrén de condroitina tratado
con cABC (A) y una mezcla del patrén de condroitina tratado con cABC y la fraccidn L tratada con cABC (B).

La figura 7 es un dibujo (fotografia) que muestra la expresién de proteinas KfoA, kfoC y Kfod C utilizando (A) un
anticuerpo contra KfoC (EK-C) como primer anticuerpo, (B) un anticuerpo contra KfoA (EK-A) como primer
anticuerpo y (C) suero de conejo normal. Los carriles 1 y 5 muestran el marcador molecular, patrén MagicMarkXP
(Invitrogen), el carril 2 muestra una cepa introducida con pTrcHis-kfoCA, el carril 3 muestra una cepa introducida con
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pTrcHis-kfoA CA 'y el carril 4 muestra una cepa introducida con pTrcHis-kfoA.
Descripcion de las realizaciones preferentes

En lo sucesivo, la presente invencion se describird en detalle.

<1> Bacteria de la presente invencion

La bacteria de la presente invencién es una bacteria productora de acido glucurénico-UDP introducida con los genes
kfoA y kfoC derivados de la cepa K4 de Escherichia coliy que tiene capacidad de producir condroitina.

La "bacteria productora de acido glucurénico-UDP" proporciona &cido glucurénico-UDP, que se utiliza para la
produccion de un polisacarido compuesto por acido glucuronico. La "bacteria productora de acido glucurénico-UDP"
no esta limitada, siempre y cuando produzca acido glucurénico-UDP y entre los ejemplos de las mismas se incluyen
una bacteria que pertenece al género Gluconacetobacter, tal como Gluconacetobacter hanseniiy Gluconacetobacter
xylinus, una bacteria que pertenece al género Rhizobium, tal como Rhizobium meffloti, una bacteria que pertenece al
género Acetobacter, tal como Acetobacter xylinum, una bacteria que pertenece al género Erwinia, tal como Erwinia
amylovora, una bacteria que pertenece al género Thiobacillus, tal como Thiobacillus ferrooxidans, una bacteria que
pertenece al género Xylella, tal como Xylella fastidiosa, una bacteria que pertenece al género Sinorhizobium, tal
como Sinorhizobium meliloti;, una bacteria que pertenece al género Rhodococcus, tal como Rhodococcus
rhodochrous, una bacteria que pertenece al género Klebsiella, tal como Klebsiella aerogenes, una bacteria que
pertenece al género Enterobacter, tal como Enterobacter aerogenes y una bacteria que pertenece al género
Escherichia, tal como Escherichia coll.

La "bacteria productora de acido glucurénico-UDP" es, de manera preferente, una bacteria que pertenece al género
Escherichia 'y es capaz de producir acido glucurénico-UDP y, de manera mas preferente, una bacteria que pertenece
a Escherichia coliy es capaz de producir &cido glucurénico-UDP.

Un ejemplo especifico de la misma incluye la cepa K5 de Escherichia coli. La cepa K5 se ha depositado en la
American Type Culture Collection (ATCC: PO Box 1549, Manassas, VA 20108, Estados Unidos de América) bajo el
numero de acceso ATCC23506 y esta disponible en el catalogo o en la pagina principal de la ATCC.

La cepa a introducir con los genes kfoA y kfoC puede ser una cepa que es un derivado de la cepa K5 de Escherichia
coliy dichas cepas derivadas se pueden obtener mediante la introduccién de una mutacion génica en la cepa K5 de
Escherichia coli o la introduccion de un gen en la cepa K5 de Escherichia coli mediante recombinacion genética. Es
decir, un aspecto de la bacteria de la presente invencién incluye: una cepa obtenida mediante la introduccién de los
genes kfoA y kfoC derivados de la cepa K4 de Escherichia coli en la cepa K5 de Escherichia coli; una cepa obtenida
mediante la introduccidon de los genes kfoA y kfoC derivados de la cepa K4 de Escherichia coli en la cepa K5 de
Escherichia coliy |a introduccion adicional de una mutacién génica; y una cepa obtenida mediante la introduccion de
los genes kfoA y kfoC derivados de la cepa K4 de Escherichia colien la cepa K5 de Escherichia coliy la introduccion
adicional de otro gen.

Entre los ejemplos del gen kfoA derivado de la cepa K4 de Escherichia coli se incluyen un ADN que codifica una
proteina que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2 y un ADN que comprende la secuencia
de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1.

En general, la sustitucion, delecién, insercién o adicién en uno o varios aminoacidos que constituyen una proteina no
tiene ningun efecto sobre la actividad de la proteina, en muchos casos vy, por lo tanto, el gen kfoA derivado de la
cepa K4 de Escherichia coli puede ser un gen que codifica una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, incluyendo la sustitucion, delecion, insercion o adicibn de uno o varios
aminoacidos y que tiene actividad de UDP-glucosa-4-epimerasa.

La frase "uno o varios aminoacidos", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere al nimero de
aminodcidos que pueden provocar una sustitucion, delecion, insercién o adicion sin afectar a la actividad de
UDP-glucosa-4-epimerasa. Especificamente, el nimero es, por ejemplo, un nimero entero de 1 a 20, de manera
preferente, un nimero entero de 1 a 10, de manera mas preferente, un nimero entero de 1 a 5.

Paralelamente, el gen kfoA derivado de la cepa K4 de Escherichia coli puede ser un gen que codifica una proteina
que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en no menos del 90%, de manera preferente, no
menos del 95%, de manera mas preferente, no menos del 98% a la secuencia completa de la SEQ ID NO: 2 y que
tiene actividad de UDP-glucosa-4-epimerasa.

El gen kfoA derivado de la cepa K4 de Escherichia coli se puede obtener mediante PCR utilizando un ADN
cromosomico de la cepa K4 de Escherichia colicomo una plantilla.

La cepa K4 de Escherichia coli se ha depositado en la American Type Culture Collection (ATCC) con el nimero de
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acceso ATCC23502 y esta disponible en el catalogo o en la pagina principal de la ATCC.

El gen que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2, incluyendo la
sustitucién, delecion, insercién o adicion de uno o varios aminoacidos o una secuencia de aminoacidos que es
idéntica en no menos del 90% a la secuencia completa de la SEQ ID NO: 2 y que tiene actividad de
UDP-glucosa-4-epimerasa, se puede obtener mediante la modificacion de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID
NO: 1, de manera que se introduce la sustitucion, delecién, insercion o adicién de uno o varios aminoacidos en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 mediante mutagénesis especifica de sitio (Kramer, W. y Frits, H.J.,
Meth. in Enzymol., 154, 350 (1987); Kunkel, T.A. y otros, Meth. in Enzymol., 154, 367 (1987)) o similares.

El gen también se puede obtener mediante: cribado de un ADN que codifica una proteina que tiene actividad
UDP-glucosa-4-epimerasa mediante hibridacion con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucletdtidos de la SEQ ID NO: 1 o una secuencia parcial de la misma en
condiciones rigurosas.

La expresién "condiciones rigurosas” se refiere a condiciones en las que se forma el denominado hibrido especifico
y no se forma el hibrido no especifico (véase Sambrook, J. y otros, Molecular Cloning. A Laboratory Manual,
segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), etc.). Entre los ejemplos especificos de las
"condiciones rigurosas" se incluyen las condiciones de hibridacién a 42°C en una solucion que contiene formamida al
50%, 4 x SSC, HEPES 50 mM (pH 7,0), 10 x solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén a 100 pg/ml y
lavado con 2 X SSC, solucion de SDS al 0,1% a temperatura ambiente y, a continuacion, 0,1 X SSC, solucion de
SDS al 0,1% a 60°C.

Si el gen obtenido, tal como se ha descrito anteriormente, codifica una proteina que tiene actividad
UDP-glucosa-4-epimerasa puede evaluarse mediante la introduccién del gen resultante en un huésped apropiado
para expresar la proteina y la medicion a continuacién de la actividad de UDP-glucosa-4-epimerasa, segun el
procedimiento descrito en el documento J. Biol. Chem., 277 (24), pag. 21567-21575, 2002.

Entre los ejemplos del gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli se incluyen un ADN que codifica una
proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y un ADN que comprende la secuencia
de nucleotidos de la SEQ ID NO: 3. Entre los ejemplos del gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli
también se incluyen un ADN que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 6 y un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5.

El gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli puede ser un gen que codifica una proteina que comprende
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 6 6, que incluye la sustitucién, delecion, insercién o adicién de
uno o varios aminoacidos y que tiene actividad de condroitina sintasa.

El gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli puede ser un gen que codifica una proteina que comprende
una secuencia de aminoacidos que es idéntica en no menos del 90%, de manera preferente, no menos del 95%, de
manera mas preferente, no menos del 98% a la secuencia completa de la SEQ ID NO: 4 6 6 y que tiene actividad de
condroitina sintasa.

La expresion "actividad de condroitina sintasa”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
actividad para transferir alternativamente GIcCUA de un donante de GlcUA o GalNAc de un donante de GalNAc al
extremo no reducido de una cadena de azdcares.

El gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli se puede obtener mediante PCR utilizando un ADN
cromosomico de la cepa K4 de Escherichia coli como plantilla. Ademas, el gen kfoC que codifica la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, tal como un ADN que comprende la secuencia de nuclettidos de la SEQ ID NO: 5,
se puede obtener segun el procedimiento descrito en el documento W0O2007/145197.

El gen que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 4 6 6, incluyendo
la sustitucion, delecion, insercidén o adicién de uno o varios aminoacidos o una secuencia de aminoacidos que es
idéntica en no menos del 90% a la secuencia completa de la SEQ ID NO: 4 6 6 y que tiene actividad de condroitina
sintasa, se puede obtener mediante la modificacion de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 3 6 5, de
manera que la sustitucion, delecion, insercién o adicion de uno o varios aminoacidos se introduce en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 6 6 mediante mutagénesis especifica de sitio o similar.

El gen también se puede obtener mediante: cribado de un ADN que codifica una proteina que tiene actividad de
condroitina sintasa mediante hibridacién con un ADN que comprende la secuencia de nucletdtidos complementaria a
la secuencia de nuclettidos de la SEQ ID NO: 3 6 5 o una secuencia parcial de la misma en condiciones rigurosas.

Las definiciones de las expresiones "uno o varios" y "condiciones rigurosas" son las mismas que se han descrito
anteriormente.
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Si el gen obtenido, tal como se ha descrito anteriormente, codifica una proteina que tiene actividad de condroitina
sintasa puede evaluarse mediante la introduccion del gen resultante en un huésped apropiado para expresar la
proteina y a continuacién la medicién de la actividad de condroitina sintasa segun el procedimiento descrito en el
documento US 2003-0109693 (JP 2003-199583 A).

La bacteria de la presente invencion se puede obtener mediante la introduccion de un gen kfoA derivado de la cepa
K4 de Escherichia coliy de un gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli en una bacteria productora de
acido glucurénico-UDP, tal como se ha descrito anteriormente.

El término "introduccién” utilizado en la presente invencién incluye la introduccion de ambos genes en una bacteria
productora de acido glucurénico-UDP utilizando un vector, tal como un plasmido o un bacteriéfago, y la introduccién
de ambos genes en un cromosoma de la bacteria productora de acido glucurénico-UDP mediante recombinacién
homologa o similar.

El vector, tal como un plasmido o un bacteriéfago, a utilizar en el presente documento no esta particularmente
limitado, siempre y cuando pueda utilizarse para la introduccion de genes en Escherichia coli, y entre los ejemplos
de los mismos se incluyen pTrcHis (Invitrogen Corporation), el vector pET (Novagen) y el vector pPGEX (Amersham
Pharmacia).

En la introduccion de un gen kfoA derivado de la cepa K4 de Escherichia coliy de un gen kfoC derivado de la cepa
K4 de Escherichia coli, se pueden utilizar promotores nativos de los genes, pero es preferente utilizar un promotor
que sea potente en Escherichia coli, tales como el promotor lac, el promotor trp, el promotor trc, el promotor PR o el
promotor lacUV.

El gen kfoA y el gen kfoC derivados de la cepa K4 de Escherichia coli se pueden introducir uno por uno o de manera
simultanea utilizando un Unico vector. Es mas preferente utilizar un vector, tal como un plasmido o un bacteriéfago,
que contiene ambos genes kfoA y kfoC, ya que la introduccién y la expresion de los genes se pueden realizar
facilmente.

Los genes kfoA y kfoC derivados de la cepa K4 de Escherichia coli se pueden introducir de manera que se expresen
como proteinas de fusion con otros péptidos.

Entre los ejemplos de los otros péptidos se incluyen etiqueta de polihistidina y etiqueta de GST
(glutatién-S-transferasa). La expresion de los productos génicos como proteinas de fusion es preferente porque la
deteccion (confirmacion de la expresion) de los productos génicos se puede realizar facilmente.

La introducciéon de un gen se puede realizar mediante un procedimiento de transformacion conocido. Entre los
ejemplos del procedimiento se incluyen el procedimiento de electroporacion, el procedimiento de DEAE-dextrano y el
procedimiento de fosfato de calcio.

La introduccién de un gen se puede confirmar mediante: un procedimiento de deteccion de un gen, tal como
RT-PCR o transferencia Northern; un procedimiento de expresién de deteccidén particular de una proteina
recombinante, tal como transferencia de Western; y un procedimiento de medicién de la actividad, tal como se ha
descrito anteriormente.

Si el gen kfoA derivado de la cepa K4 de Escherichia coliy el gen kfoC derivado de la cepa K4 de Escherichia coli
introducidos funcionan en una bacteria productora de acido glucurénico-UDP, la bacteria adquiere la capacidad de
producir condroitina como un polisacarido capsular.

<2> Procedimiento de produccion de condroitina

El procedimiento de produccion de condroitina de la presente invencién comprende, como minimo, las siguientes
etapas (1) y (2).

(1) cultivar una bacteria de la presente invencion.

(2) recoger la condroitina del cultivo.

El cultivo se puede realizar mediante un procedimiento general para el cultivo de bacterias que pertenecen al género
Escherichia.

El medio de cultivo no esta particularmente limitado, siempre y cuando se pueda utilizar para el cultivo de bacterias
que pertenecen al género Escherichia y entre los ejemplos preferentes del mismo se incluyen medio LB (medio de
Luria-Bertani) (que contiene 10,0 g de triptona Bacto, 5,0 g de extracto de levadura Bacto y 5,0 g de NaCl por litro) y
medio CYG (&acido casamino al 2,0%, extracto de levadura al 0,5% y glucosa al 0,2%, ajustar el pH a 7,0 antes de
utilizar el autoclave). En el caso en el que se introduce un gen utilizando un vector que contiene un gen resistente a
antibiéticos, el medio contiene, de manera preferente, un antibiético correspondiente al gen.
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Las condiciones de cultivo no estan particularmente limitadas, siempre y cuando las bacterias que pertenecen al
género Escherichia puedan crecer y, a efectos de producir condroitina con alta eficacia, el cultivo se realiza, de
manera preferente, a una temperatura de 20°C a 40°C durante de 8 a 72 horas.

A efectos de producir la condroitina con alta eficacia, una bacteria se puede precultivar en una placa o medio liquido.

El procedimiento de recogida de la condroitina del cultivo no esta particularmente limitado, siempre y cuando la
condroitina se pueda recoger, y entre los ejemplos se incluye el procedimiento, tal como se describe en los ejemplos
mostrados a continuacién. Especificamente, las células recombinantes recogidas se suspenden en PBS (solucién
salina tamponada con fosfato) o similares; se tratan las células con lisozima, ADNasa | y proteinasa K; y se extraen
las proteinas. La condroitina se puede detectar, por ejemplo, mediante el tratamiento de la fraccion con
condroitinasa y la realizacién de un analisis de la composicién de disacarido.

<3> Procedimiento de produccion de sulfato de condroitina

El sulfato de condroitina se puede producir mediante la sulfatacién adicional de condroitina preparada a partir de las
bacterias recombinantes descritas en la presente invencién.

La sulfatacion se puede realizar mediante un procedimiento conocido de sulfatacion de glicosaminoglicanos, que no
esta particularmente limitado, y entre los ejemplos del mismo se incluye el procedimiento descrito en el documento
JP 61-47701 A.

Ademas, la sulfatacion se puede realizar utilizando una enzima para transferir un grupo sulfato a la condroitina
(sulfotransferasa). Bajo la existencia del 3'-fosfoadenosina 5'-fosfosulfato (PAPS) como donante de sulfato, las
sulfotransferasas pueden producir sulfato de condroitina mediante reaccion a condroitina producida por las bacterias
recombinantes descritas en la presente invencién. Entre los ejemplos de una sulfotransferasa conocida para la
transferencia de un grupo sulfato a la condroitina se incluyen la transferasa de grupo 6-O-sulfato de condroitina (J.
Biol. Chem., 275 (28), 21075-21080 (2000)) y la transferasa del grupo 4-sulfato de galactosaminoglicano (JP
2000-4877 A).

EJEMPLOS

En lo sucesivo, la presente invencion se describira en detalle haciendo referencia a los ejemplos.
Ejemplo 1: Preparacion del vector de coexpresion de kfoC/KfoA

<Amplificacion del gen kfoA>

Se realiz6 una PCR utilizando un ADN cromosémico de la cepa K4 de E. colicomo plantilla, segun el procedimiento
descrito en el documento J. Biol. Chem., Vol. 277, Edicién 24, 21567-21575, y el producto de PCR resultante se
inserté en pTrcHis (vector de expresion de la proteina de fusion con histidina, Invitrogen), para producir de este
modo pTrcHis-kfoA.

Los cebadores utilizados son los siguientes:
K4A-SP: 5-CGGGATCCCGATGAGTATTCTTAATCAAGC-3' (SEQIDNO: 7) y
K4A-AS: 5-GGAATTCCGGCCAGTCTACATGTTTATCAC-3' (SEQ ID NO: 8)

<Amplificacion del gen kfoC>

Se realiz6 una PCR utilizando un ADN cromosémico de la cepa K4 de E. colicomo plantilla, segun el procedimiento
descrito en el documento JP 2003-199583 A, y el producto de PCR resultante se insert6 en pTrcHis, para producir
de este modo pTrcHis-kfoC.

Los cebadores utilizados son los siguientes:
K4C-SP: 5-CGGGATCCCGATGAGTATTCTTAATCAAGC-3' (SEQ ID NO: 9) y
K4C-AS: 5-GGAATTCCGGCCAGTCTACATGTTTATCAC-3' (SEQ ID NO: 10).

<Preparacion de pTrcHis-kfoCA>

El pTrcHis-kfoCA se preparé a partir de los pTrcHis-kfoA y pTrcHis-kfoC mencionados anteriormente de la siguiente
manera.

En primer lugar, se introdujo el sitio Notl-Sall en la secuencia C-terminal de pTrcHis-kfoC mediante PCR. La PCR se
realizd utilizando los cebadores mostrados a continuacion para amplificar la longitud completa de pTrcHis-kfoC
desde el lado C-terminal de kfoC, y el producto de PCR resultante se autoligd para producir de este modo un
plasmido pTrcHis-kfoC-Notl-Sall.
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Los cebadores utilizados son los siguientes:
NotSal-pTrcHisC-rev: 5-GCGGCCGCAAAACAGCCAAGCTTCGAATTC-3' (SEQ ID NO: 11) y
NotSal-pTrcHisC-for: 5'-ACGCGTCGACGGCGGATGAGAGAAGATTTTCA-3' (SEQ ID NO: 12)

A continuacion, se disefaron los cebadores (Notl-RBS-KfoA-N:
5-GCGGCCGCAAAATTAAAGAGGTATATATTAATGTATCGA-3' (SEQ ID NO: 13) vy  Sall-KfoA-C:
5'-GTCGACCTCTCATCCGCCAAAACA-3' (SEQ ID NO: 14)) en direccion 5’ del sitio de unién al ribosoma (RBS) y la
regién C-terminal de kfoA de pTrcHis-kfoA, respectivamente, y se utilizaron para PCR utilizando pTrcHis-kfoA como
plantilla. A continuacion, el producto de PCR resultante se inserté en pCR4-TOPO (Invitrogen) para producir de este
modo pCR4-TOPO-kfoA.

Se escindié un inserto que contenia kfoA de pCR4-TOPO-kfoA con Notl-Sall y se introdujo en el sitio Notl-Sall de
pTrcHis-kfoC-Notl-Sall, y el plasmido resultante se denomin6 pTrcHis-kfoCA (figura 1).

Ejemplo 2
Coexpresion de la kfoC y KfoA recombinante

Se introdujo el vector de expresién, pTrcHis-kfoCA, en la cepa K5 de Escherichia coli mediante electroporacion (100
ul de células, 200 Q, 25 pF, 2,5 kV, cubeta de 0,1 cm) para producir de este modo la cepa K5/pTrcHis-kfoCA de E.
coli. Las colonias se transfirieron a medio LB complementado con 100 ppm de ampicilina y, a continuacion, el cultivo
de siembra se incub6 a 37°C durante una noche. Se transfiri6 un ml del cultivo de siembra a 20 ml de medio CYG
complementado con 100 ppm de ampicilina. Las bacterias recombinantes se cultivaron a 37°C durante 3 horas
(DOe00 = 1,8, 1,7-2,0) y, a continuacién, se afiadié IPTG al cultivo a una concentracion final de 1,0 mM. El cultivo
resultante se cultivé a 37°C durante 5 horas adicionales para inducir la expresion de las proteinas recombinantes.

Se recogieron las células bacterianas de 900 ul del cultivo mediante centrifugacién. Las células obtenidas se
suspendieron en 90 ul de tampo6n de Laemmli (x1). Después de calentar en un bafo de agua hirviendo durante 10
minutos, se sometieron 10 pl del sobrenadante a SDS-PAGE en un gel de gradiente 5/20% y se transfirieron a una
membrana de PVDF, seguido por analisis de Western para detectar la expresion de proteinas recombinantes. Se
utilizé anti-Penta-His-HRP (QIAGEN) diluido a 1/2.000 para la deteccion de proteinas de fusiéon con histidina
recombinantes. Como resultado, se confirmaron las expresiones de las proteinas recombinantes KfoA y kfoC (figura
2).

Ejemplo 3
Preparacién de polisacarido y su deteccién mediante analisis de disacarido
<Preparacion de células bacterianas>

Se cultivé una cepa de K5/pTrcHis-kfoCA de E. coli en medio LB complementado con 100 ppm de ampicilina como
cultivo de siembra. El cultivo de siembra (750 pl) se transfiri6 a medio CYG complementado con 100 ppm de
ampicilina (15 ml) y, a continuacién, se cultivd a 37°C durante 3 horas. Al cultivo se le afiadié IPTG (concentracion
final: 1 mM), y se realiz el cultivo durante 5 horas adicionales. Las células bacterianas se recogieron por
centrifugacion.

<Preparacion del sobrenadante de cultivo>

El cultivo de siembra (1 ml) se transfiri6 a medio CYG complementado con 100 ppm de ampicilina (20 ml) y, a
continuacioén, se cultivo a 37°C durante 3 horas. Al cultivo se le afadié IPTG (concentracion final: 0,1 mM) y se
realizé el cultivo durante 5 horas adicionales. El sobrenadante de cultivo se recogié por centrifugacion.

<Preparacion de la fraccion de polisacarido>

Los polisacéridos se prepararon a partir de las células recombinantes y el sobrenadante de cultivo mediante los tres
procedimientos siguientes.

Preparaciéon 1) Las células bacterianas obtenidas descritas anteriormente se resuspendieron en PBS y se trataron
con lisozima y ADNasa | a 37°C durante 1 hora, seguido de tratamiento con proteinasa K a 37°C durante 1 hora. A
continuacién, las enzimas se sometieron a inactivacion por calor y las proteinas se extrajeron mediante precipitacion
con sulfato amoénico al 70%. La fraccién sobrenadante resultante se dializé contra Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) para
producir la muestra L.

Preparacién 2) Las células bacterianas obtenidas descritas anteriormente se trataron con los agentes para purificar
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el plasmido: P1 (que contiene lisozima), P2, y P3 (QIAGEN) secuencialmente, segun las instrucciones del
fabricante. Después de recogerlo por centrifugacion, el sobrenadante se sometié a precipitacién con etanol. Los
precipitados se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en 100 pl de agua esterilizada. La suspension se
traté con ADNasa | a 37°C durante 1 hora para digerir los ADN, seguido de tratamiento con proteinasa K a 37°C
durante 1 hora. A continuacion, las enzimas se sometieron a inactivacién por calor y las proteinas se extrajeron por
precipitacion con sulfato aménico al 70%. La fraccién sobrenadante resultante se dializé contra Tris-HCI 10 mM (pH
8,0) para producir la muestra E.

Preparacién 3) El sobrenadante de cultivo (20 ml) se evaporé a sequedad. Los materiales secados se disolvieron en
2 ml de agua destilada. La solucién se dializé contra Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) para producir la muestra S.

<Detecciodn de condroitina mediante andlisis de disacaridos>

Las muestras L, E y S (100 ul cada una) fueron tratadas con cABC (condroitinasa ABC; fabricada por Seikagaku
Corporation) en tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que contenia NaOAc 50 mM a 37°C durante toda la noche.

Como controles, se prepararon muestras L, E y S tratadas sin cABC y muestras L, E y S tratadas con cABC
inactivada por calor. Se realiz6 ultrafiltracion para extraer las macromoléculas con tamafio igual o superior a 10.000
y las muestras se analizaron mediante analisis de la composicién de disacaridos utilizando un sistema de HPLC
fluorescente (J Biol Chem. Julio 2000 21; 275 (29): 2269 a 2275) (figuras 3, 4 y 5). Se utilizé6 Senshu Pak Decosil
C22 (D.l. 4,6 x 150 mm) como una columna de separacion en el sistema HPLC y las longitudes de onda de
excitacion y emision del detector de fluorescencia se fijaron a 346 nm y 410 nm, respectivamente.

Como resultado, sélo en los casos de las muestras tratadas con cABC, se detectaron picos especificos. El perfil de
la composicion de disacaridos de cada muestra se correspondié estrechamente con el perfil de la muestra obtenida
mediante el tratamiento de la condroitina patron con cABC, tal como se muestra en la figura 6(A). Paralelamente, en
el caso en el que la condroitina patron tratada con cABC se mezcld con la muestra L tratada con cABC, sélo se
detecté un pico y, de este modo, se confirm6 que la muestra L contenia condroitina (figura 6(B)). En el caso de la
muestra E y S, se obtuvieron los mismos resultados (datos no mostrados).

Ejemplo 4

Preparacién del vector de coexpresiéon Kfo AC/KfoA

<Amplificacién del Kfoc>

Segun el procedimiento descrito en el documento W02007/145197, se cloné un ADN que codificaba KfoC truncada
en N-terminal que comprendia la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5 (gen kfoAC). El gen kfoAC se
inserté en pTrcHis para obtener pTrcHis-kfo/ C.

<Preparacion de pTrcHis-kfo1 CA>

El plasmido pTrcHis-kfoCA preparado en el ejemplo 1 se escindi6 utilizando las enzimas de restriccién Sphl y Smal.
Se obtuvo un fragmento de ADN (2,9 kDa) mediante digestién del plasmido pTrcHis-kfo£IC utilizando las mismas
enzimas de restriccion. Segun el procedimiento convencional, el fragmento de ADN se inserté en el sitio Sphl-Smal
del plasmido escindido y, a continuacion, el plasmido resultante se denominé pTrcHis-kfaICA.

Ejemplo 5

Preparacién de anticuerpos contra KfoA y KfoC

<Preparacion de anticuerpos contra KfoA>

Se sintetizd el oligopéptido que comprendia la secuencia peptidica de la SEQ ID No: 15 (CIVSR RDGDI AESWS
SPEKA NK, pureza: >70%) y 4 mg del oligopéptido se conjugaron con KLH (hemocianina de lapa californiana)
mediante el procedimiento convencional. Después de preparar la solucién de antigeno mediante la mezcla con
adyuvante completo, se llevo a cabo la inmunizacién 5 veces en el intervalo de 2 semanas. Se recogi6 la sangre
completa, después de confirmar el titulo de anticuerpos. A partir de la sangre de cada conejo, se obtuvieron 48 ml
(muestra A) y 60 ml (muestra B) de suero contra KfoA, respectivamente. Después de la purificacion utilizando
columna de Proteina A, se obtuvieron 32 ml de la fraccién EK-A de IgG (concentracion de IgG: 5,30 mg/ml) a partir
de la muestra A.

<Preparacion de anticuerpos contra KfoC>

Se sintetiz6 el oligopéptido que comprendia la secuencia de péptido de la SEQ ID No: 16 (CQEPP GKENE TDRAA
GK, pureza: >70%) y 4 mg del oligopéptido se conjugaron con KLH (hemocianina de lapa californiana) mediante el
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procedimiento convencional. Después de preparar la solucion de antigeno mediante la mezcla con adyuvante
completo, se llevé a cabo la inmunizaciéon 5 veces en el intervalo de 2 semanas. Se recogi6 la sangre completa,
después de confirmar el titulo de anticuerpos. A partir de la sangre de cada conejo, se obtuvieron 65 ml (muestra A)
y 39 ml (muestra B) de suero contra KfoA, respectivamente. Después de la purificacion utilizando columna de
Proteina A, se obtuvieron 39 ml de la fraccion EK-A de IgG (concentracion de IgG: 4,41 mg/ml) a partir de la muestra
A

Ejemplo 6

De la misma manera que en el ejemplo 2, se introdujo el plasmido pTrcHis-kfoACA en la cepa K5 de E. coli para
obtener la cepa K5/pTrcHis-kfoCA de E. coli y la cepa recombinante se cultivé para evaluar la expresién de las
proteinas recombinantes. El cultivo de siembra desarrollado en medio LB complementado con 100 ppm de
ampicilina (0,5 ml) se transfirié a medio CYG complementado con 100 ppm de ampicilina (10 ml) y, a continuacion, el
cultivo se llevd a cabo a 37°C durante 1,5 horas. Después de la adicion de IPTG (concentracién final: 1 mM), se
continué el cultivo durante 4 horas mas. Las células bacterianas se recogieron a partir de 900 pl del cultivo y se
suspendieron en 90 pl de tampo6n de Laemmli (x1). Después de calentar en un bafo de agua hirviendo durante 10
min, se sometieron 10 pl del sobrenadante a SDS-PAGE en un gel al 7,5% y se transfirieron a una membrana de
PVDF, seguido por analisis de Western para detectar la expresion de proteinas recombinantes. Se utilizaron
anticuerpos contra KfoA (EK-A) y anticuerpos contra KfoC (EK-C) diluidos a 1/1.000 como primer anticuerpo para la
deteccion de las proteinas recombinantes KfoA, KfoC y Kfo AC. Se utilizaron inmunoglobulinas HRP contra conejo
(DAKO, # p0448) como segundo anticuerpo. Ademas, se llevaron a cabo los mismos examenes utilizando el cultivo
de K5/pTrcHis-kfoCA de E. coli y K5/pTrcHis-kfoA de E. coli para comparar el nivel de expresién de proteinas
recombinantes. Como resultado, no hubo una gran diferencia en el nivel de expresion de KfoA y KfoC (KfoZIC) entre
K5/pTrcHis-kfoCA de E. coliy K5/pTrcHis-kfoA de E. coli (figura 7).

Ejemplo 7

Preparacion de polisacarido y su deteccién mediante andlisis de disacaridos

<Preparacion de célula bacteriana>

De la misma manera que en el ejemplo 3, se prepararon células bacterianas y sobrenadante del cultivo de las cepas
de K5/pTrcHis-kfo ZICA de E. coli, K5/pTrcHis-kfoCA de E. coliy K5/pTrcHis-kfoA de E. coli después de tratamiento
en autoclave a 121°C durante 5 minutos.

<Preparacion de la fraccion de polisacaridos>

El sobrenadante (1 ml) se dializ6 frente a agua corriente durante una noche y, a continuacion, la solucion dializada
se liofilizé. Los materiales liofilizados se disolvieron en 100 pl de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) para utilizacion como una
fraccion de polisacaridos.

<Deteccion de condroitina mediante analisis de disacaridos>

De la misma manera que en el ejemplo 3, se analizo la fraccion obtenida mediante el analisis de la composicién de
disacaridos. Se analizé la solucién patrén de condroitina (200 pg/ml y 100 ug/ml) mediante HPLC fluorescente para
elaborar la curva de calibracion de condroitina. La relacién entre la concentracion de condroitina y el area de pico de

azucar doble insaturado,ZIDi-0S, se mostré en la ecuacion-1.

[Condroitina; pg/ml de sobrenadante] = (0,000591 x [area del pico] + 1,219)/[indice de concentracion] (r? = 0,9984)
(Ecuacion-1)

El pico de acuerdo con el disacérido insaturado (A Di-0S) se detecté en las muestras preparadas a partir de
K5/pTrcHis-kfo CA de E. coli y K5/pTrcHis-kfoCA de E. coli (datos no mostrados). La tabla 1 muestra el resultado
de la concentracion de condroitina calcula utilizando la ecuacion-1 en los cultivos recombinantes.

Tabla 1 Comparacién del contenido de condroitina en el cultivo de las cepas recombinantes.

K5 de E. coli Concentracién Area de pico  Condroitina [p.g/ml]
K5/pTrcHis-kfoA 10 10.187,4 0,7
K5/pTrcHis-kfoCA 10 505.032,3 30,0

10 888.677,6 52,6

K5/pTrcHis-kfo /1 CA

Mediante la comparacion de la productividad de condroitina entre K5/pTrcHis-kfoCA de E. coli y K5/pTrcHis-kfoCA
de E. coli, la cepa recombinante K5/pTrcHis-kfoCA de E. coli es méas adecuada para la produccién de condroitina
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mediante fermentacion. Este resultado sugirié que la produccion de condroitina se podria mejorar mediante la
utilizacion del gen kfeZlC que codifica KfoC truncada en N-terminal.

Aplicabilidad industrial

Mediante la utilizacion de la bacteria de la presente invencion, se pueden producir condroitina y sulfato de
condroitina con una alta eficiencia y a bajo coste.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Seikagaku Corporation
<120> Bacteria que produce condroitina y procedimiento de produccién de condroitina
<130> F200717C7102

<150> US 60/913.713
<151> 24-04-2007

<160> 16
<170> Patentln versién 3.3

<210>1

<211> 1020

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS
<2225 (1).. (1017)

<400> 1

atg aat ata tta gtt aca ggt gga gca ggec tat att ggec teg cat act 438
Met Asn Ile Leu Val Thr Gly Gly Ala Gly Tyr Ile Gly Ser His Thr
1 5 10 15
agt tta tgt ctt ctg aat aaa ggt tac aat gtt gta atc att gac aac 96
Ser Leu Cys Leu Leu Asn Lys Gly Tyr Asn Val Val Ile Ile Asp Asn
20 25 30
tta att aat tca tect tge gag agec att cga agg att gaa tta ata gct 144
Leu Ile Asn Ser Ser Cys Glu Ser Ile Arg Arg Ile Glu Leu Ile Ala
35 40 45
aaa aaa aaa gtt act ttc tat gag titg aac atc aac aat gaa aaa gaa 192
Lys Lys Lys Val Thr Phe Tyr Glu Leu Asn Ile Asn Asn Glu Lys Glu
50 55 60
gtt aat caa att cta aaa aaa cac aaa ttt gat tgt ata atg cat ttt 240
Val Asn Gln Ile Leu Lys Lys His Lys Phe Asp Cys Ile Met His Phe
65 70 75 80
gee ggt gea aag tet gtt get gaa tet tta ata aaa cce att ttt tat 288
Ala Gly Ala Lys Ser Val Ala Glu Ser Leu Ile Lys Pro Ile Phe Tyr
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tat
Tyr

aaa
Lys

ggt
Gly

aca
Thr
145
aga
Arg

tat
Tyr

cce
Pro

atg
Met

aag
Lys
225
gaa

Glu

aat
Asn

gag
Glu

gaa
Glu

cca
Pro
305

gat
Asp

aac
Asn

gaa
Glu
130
tta
Leu

gat
Asp

ttt
Phe

get
Ala

get
Gly
210
gat
Asp

ggg
Gly

tat
Tyr

ctg
Leu

att
Ile
290
gaa
Glu

aat
Asn

gat
Asp
115
agce
Ser

aat
Asn

att
Ile

aac
Asn

gat
Asp
195
aaa
Lys

gga
Gly

cat
His

cat
His

gtt
Val
275
gtt
Val

aaa
Lys

aat
Asn
100
gtg
Val

aaa
Lys

cca
Pro

gea
Ala

cca
Pro
180
ata
Ile

cta
Leu

acc
Thr

gteg
Val

gtt
Val
260
tct
Ser

tcg
Ser

gea
Ala

85
gtt
Val

get
Ala

ata

Ile

tat
Tyr

aaa
Lys
165
aca
Thr

cca
Pro

gaa
Glu

ggt
Gly

gct
Ala
245
ttt
Phe

acc
Thr

aga
Arg

aat
Asn

tca
Ser

aat
Asn

atg
Met

get
Gly
150
aaa
Lys

ggt
Gly

age
Ser

aaa
Lys

gtt
Val
230
get
Ala

aat
Asn

ttt
Phe

aga
Arg

aag
Lys
310

ES 2 650 799 T3

geg
Gly

ttt
Phe

cet
Pro
135
aca
Thr

tat
Tyr

gct
Ala

aat
Asn

ctt
Leu
215
cegt
Arg

tta
Leu

tta
Leu

gaa
Glu

gat
Asp
295
tat
Tyr

acg
Thr

att
Ile
120
gta
Val

tca
Ser

age
Ser

cac
His

tta
Leu
200
atg
Met

gat
Asp

Tt
Ser

ggt
Gly

aaa
Lys
280

gg8
Gly

cte
Leu

ttg
Leu
105

ttt

Phe

aca
Thr

aag
Lys

gat
Asp

gag
Glu
185
gtt
Val

gtg
Val

tat
Tyr

tac
Tyr

act
Thr
265
ata
Ile

gat
Asp

aat
Asn

90
caa
Gln

age
Ser

gaa
Glu

tat
Tyr

act
Thr
170
tcg
Ser

cct
Pro

ttt
Phe

ata

Ile

ctt
Leu
250

ggt
Gly

tet
Ser

att
Ile

tta
Leu

tct
Ser

gat
Asp

ata
Ile
156
aat
Asn

gga
Gly

tat
Tyr

gg8g
Gly

cac
His
235
ttc
Phe

aaa
Lys

g88
Gly

get

att
Ile

tct
Ser

tge
Cys
140
tca
Ser

ttt
Phe

atg
Met

ata
Ile

ggg
Gly
220
gta
Val

cgt
Arg

gga
Gly

gtt
Val

gaa

aat
Asn

gea
Ala
125
cat
His

gaa

Glu

ttg
Leu

atc
Ile

tta
Leu
205
gat
Asp

atg
Met

gat
Asp

tat
Tyr

aga
Arg
285
agt

Ala Glu Ser

300

tgg aaa gct aaa
Trp Lys Ala Lys Arg Glu

12

316

tge
Cys
110
acg
Thr

ata
Ile

tig
Leu

tgt
Cys

get
Gly
190
caa

Gln

tac
Tyr

gat
Asp

aat
Asn

tct
Ser
270
att
Ile

teg
Trp

agg

95
gct
Ala

gtt
Val

gga
Gly

atg
Met

ctg
Leu
175
gaa
Glu

gtt
Val

cct
Pro

tta
Leu

aac
Asn
255
gtt
Val

cca
Pro

tca
Ser

gaa

ata
Ile

tat
Tyr

gga
Gly

att
Ile
160
aga
Arg

agt
Ser

gct
Ala

aca
Thr

gCcg
Ala
240
act
Thr

tta
Leu

tat
Tyr

tca
Ser

ttg
Leu
320

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960



ES 2 650 799 T3

gaa aca atg c¢tt gag gat gee tgg cge tgg caa atg aaa aac cca aat
Glu Thr Met Leu Glu Asp Ala Trp Arg Trp Gln Met Lys Asn Pro Asn

ggt tat att taa

Gly Tyr Ile

<210> 2

<211> 339

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 2

Met Asn
1
Ser Leu

Leu Ile

Lys Lys
50

Val Asn

65

Ala Gly

Tyr Asp

Lys Asn

Gly Glu
130
Thr Leu
145
Arg Asp

Tyr Phe
Pro Ala
Met Gly

210
Lys Asp

Ile
Cys
Asn
35

Lys
Gln
Ala
Asn
Asp
115
Ser
Asn
Ile

Asn

Asp
195

325

Leu
Leu
20

Ser
Val
Ile
Lys
Asn
100
Val
Lys
Pro
Ala
Pro

180
Ile

Val
5
Leu
Ser
Thr
Leu
Ser
85
Val
Ala
Ile
Tyr
Lys
165
Thr

Pro

Lys Leu Glu

Gly

Thr

Gly

Thr
Asn
Cys
Phe
Lys
70

Val
Ser
Asn
Met
Gly
150
Lys
Gly
Ser

Lys

Val

330

Gly Gly Ala Gly

Lys Gly

Glu Ser
40

Tyr Glu

55

Lys His

Ala Glu
Gly Thr

Phe Ile
120

Pro Val

135

Thr Ser

Tyr Ser
Ala His

Asn Leu
200

Leu Met

215

Arg Asp

13

Tyr
25

Ile
Leu
Lys
Ser
Leu
105
Phe
Thr
Lys
Asp
Glu
185
Val
Val

Tyr

10
Asn

Arg
Asn
Phe
Leu
90

Gln
Ser
Glu
Tyr
Thr
170
Ser

Pro

Phe

Tyr Jle
Val Val
Arg Ile
Ile Asn
60
Asp Cys
75
Ile Lys
Leu Ile
Ser Ser
Asp Cys
140
Ile Ser
155
Asn Phe
Gly Met
Tyr Ile

Gly Gly
220

335

Gly Ser His
15
Ile Ile Asp
30
Glu Leu Ile
45
Asn Glu Lys

Ile Met His

Pro Ile Phe
95
Asn Cys Ala
110
Ala Thr Val
125
His Ile Gly

Glu Leu Met

Leu Cys Leu
175
Ile Gly Glu
190
Leu Gln Val
205
Asp Tyr Pro

Ile His Val Met Asp Leu

Thr
Asn
Ala
Glu
Phe
80

Tyr
Ile
Tyr
Gly
Ile
160
Arg
Ser
Ala

Thr

Ala

1008

1020



<210> 3

<211> 2061
<212> ADN

225
Glu Gly His

Asn Tyr His

Glu Leu Val
275
Glu Ile Val
290
Pro Glu Lys
305
Glu Thr Met

Gly Tyr Ile

<213> Escherichia coli

<220>

<221> CDS

<222> (1).. (2058)

<400> 3

atg
Met
1

cgce
Arg

agt
Ser

tet
Ser

gca
Ala
65

att ctt
Ile Leu

agt
Ser

gect tta
Ala Leu
20

gaa
Glu

caa

Gln

tgg gte
Trp Val
- 35
gaa gaa gtt
Glu Glu Val
50
geca
Ala

aca aaa
Thr Lys

Val

Val
260
Ser

Ser

Ala

Leu

aat
Asn
5

tct
Ser

gea
Ala

gat
Asp

ata
Ile

ES 2 650 799 T3

230
Ala Ala Leu
245
Phe Asn Leu

Thr Phe Glu

Arg Arg Asp
295
Asn Lys Tyr
310
Glu Asp Ala
325 '

ata
Ile

caa gca
Gln Ala

ctt ttt
Leu Phe

gag
Glu

aat ata
Asn Ile

aaa
Lys
40

aat
Asn

aag tta
Lys Leu

55
atg tgt
Met Cys
70

tet
Ser

Ser
Gly
Lys
280
Gly

Leu

Trp

aat
Asn

aag
Lys
25

tta
Leu

cgt
Arg

aac
Asn

14

235

240

Tyr Leu Phe Arg Asp Asn Asn Thr

250

Thr Gly Lys Gly Tyr Ser

265

Ile Ser Gly Val Arg

Asp Ile Ala Glu

Asn Trp Lys

315

300
Ala

Arg Trp Gln Met

330

tta tat aaa
Leu Tyr Lys
10
gtt
Val

get gaa
Ala Glu

tge
Cys

caa acc
Gln Thr

get gtt
Ala Val

60
aaa gea
Lys Ala
75

aaa
Lys

gee
Ala

aac
Asn

att
Ile

gea
Ala
45

att
Ile

att
Ile

285
Ser

Lys

Lys

aaa
Lys

tat
Tyr
30

cte
Leu

gat
Asp

agt
Ser

255

Val Leu
270
Ile Pro Tyr

Trp Ser Ser
Glu Leu

320
Pro Asn
335

Arg

Asn

tat
Tyr

aat
Asn
15

gat
Asp

gtt
Val

aat ctt
Asn Leu

att gat
Ile Asp

ctg aac
Leu Asn
80

48

96

144

192

240



gag
Glu

aag
Lys

gat
Asp

gat
Asp

aaa
Lys
145
cga
Arg

acc
Thr

aat
Asn

tat
Tyr

ctt
Leu
225
gat
Asp

gcg
Ala

aca
Thr

aat
Asn

gag

gtt
Val

aaa
Lys

tgg
Trp

tat
Tyr
130
cag
Gln

gca
Ala

ata
Ile

att
Ile

gta
Val
210

ggg
Gly

atg
Met

gtg
Val

age
Ser

gaa
Glu
290
caa

gaa

Glu

tca
Ser

cct
Pro
115
gtt
Val

tta
Leu

aaa
Lys

tac
Tyr

gaa
Glu
195
cgt
Arg

ctt
Leu

gct
Ala

gac
Asp

aag
Lys
275
att
Ile

aac

aaa
Lys

gaa
Glu
100
agt
Ser

tgg
Trp

atc
Ile

ata
Ile

gac
Asp
180
gaa
Glu

cag

Gln

agg
Arg

ccg
Pro

gat
Asp
260
cat
His

cct
Pro

aaa

aat
Asn
85

cgg
Arg

gat
Asp

gcg
Ala

att
Ile

ctt
Leu
165
tat
Tyr

ata
Ile

aag
Lys

get
Ala

aac
Asn
245
aat
Asn

aca
Thr

gaa
Glu

tca

gaa
Glu

gecg
Ala

tta
Leu

g88
Gly

gac
Asp
150
gea
Ala

gaa
Glu

gta
Val

gat
Asp

geca
Ala
230
cca
Pro

gtt
Val

tat
Tyr

atc
Ile

gtt

ES 2 650 799 T3

ata
Ile

gag
Glu

act
Thr

aaa
Lys
135
ggg
Gly

att
Ile

gtt
Val

aga
Arg

tat
Tyr
215
aag
Lys

cta
Leu

gct
Ala

tta
Leu

att
Ile
295
gac

ata
Ile

tta
Leu

tta
Leu
120
aga
Arg

ctt
Leu

aca
Thr

att
Ile

gaa
Glu
200
gga
Gly

tat
Tyr

tgg
Trp

cta
Leu

gat
Asp
280
act
Thr

teg

age
Ser

aag
Lys
105
ceg
Pro

aaa
Lys

agt
Ser

ctt
Leu

gtt
Val
185
ttt
Phe

tat
Tyr

aat
Asn

gtt
Val

att
Ile
265
ttc
Phe

aat
Asn

cga

aaa
Lys
90

gaa
Glu

ccg
Pro

gag
Glu

att
Ile

get
Ala
170
gee
Ala

gaa
Glu

caa

Gln

tat
Tyr

cag
Gln
250

ggc
Gly

ctt
Leu

aat
Asn

ata

15

tac
Tyr

gte
Val

tta
Leu

ctt
Leu

gta
Val
155
tgt
Cys

gat
Asp

agt
Ser

ctg
Leu

gtt
Val
235
tca
Ser

cet
Pro

tee
Ser

cag
Gln

gaa

cga
Arg

gaa

Glu

cct
Pro

gat
Asp
140
att
Ile

ctt
Leu

gat
Asp

tta
Leu

tgt
Cys
220
gca
Ala

tat
Tyr

aga
Arg

caa

Gln

gtt
Val
300
cat

gaa
Glu

cee
Pro

gag
Glu
125
gat
Asp

cct
Pro

tgt
Cys

gga
Gly

tta
Leu
205
gct
Ala

att
Ile

atg
Met

aaa
Lys

aaa
Lys
285
gea
Ala

tte

ata
Ile

att
Ile
110
age
Ser

tat
Tyr

aca
Thr

aac
Asn

agt
Ser
190
aat
Asn

gtt
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

tat
Tyr
270
tca
Ser

ggc
Gly

aaa

acc
Thr
95

cct
Pro

aca
Thr

cca
Pro

tat
Tyr

caa
Gln
175
aaa
Lys

ata
Ile

aga
Arg

gat
Asp

cta
Leu
255
ata
Ile

cta
Leu

aag
Lys

aat

gea
Ala

tta
Leu

aac
Asn

aga
Arg

aat
Asn
160
aag
Lys

gaa
Glu

aaa
Lys

aat
Asn

tgt
Cys
240
tta
Leu

gat
Asp

ata

Ile

gtt
Val

acc

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960



Glu
305
gat
Asp

aat
Asn

gaa

Glu

cte
Leu

tat
Tyr
385
g8g
Gly

tat
Tyr

cta
Leu

cgt
Arg

tge
Cys
465
gag
Glu

aaa
Lys

ttc
Phe

gtt
Val

Gln Asn Lys Ser Val

aat
Asn

gte
Val

gag
Glu

tac
Tyr
370
cat
His

aaa
Lys

aga
Arg

gta
Val

tet
Cys
450

ata
Ile

cat
His

gga
Gly

tat
Tyr

gaa

cta
Leu

gct
Ala

ttt
Phe
365
aga
Arg

caa
Gln

aat
Asn

aaa
Lys

tet
Ser
435
gtt
Val

tge
Cys

tat
Tyr

att
Ile

ata
Ile
515
cta

aga
Arg

ttt
Phe
340
acg
Thr

gaa

Glu

gaa

Glu

att
Ile

aaa
Lys
420
ata
Ile

gaa
Glu

gat
Asp

gea
Ala

get
Gly
500
get
Gly

tgt

tta
Leu
325
gcg
Ala

cat
His

gga
Gly

cca
Pro

act
Thr
405
gaa
Glu

tat
Tyr

age
Ser

gat
Asp

aac
Asn
485
tca
Ser

cag
Gln

cta

310
tge
Cys

aaa
Lys

teg
Trp

tgt
Cys

cce
Pro
390
gtt
Val

aaa
Lys

att
Ile

gce
Ala

get
Gly
470
cat
His

gea
Ala

tta
Leu

gat

ES 2 650 799 T3

Asp

aac
Asn

aaa
Lys

ggg
Gly

tac
Tyr
375
g8g
Gly

caa

Gln

ata
Ile

CcCC
Pro

ctt
Leu
455
tce
Ser

cct
Pro

tet
Ser

gac
Asp

gaa

Trp

aca
Thr

tgg
Trp

ggg
Gly
360
ttt
Phe

aaa
Lys

ttg
Leu

gaa
Glu

gee
Ala
440
aat
Asn

aca
Thr

cga
Arg

aat
Asn

tct
Ser
520
ttt

Arg

cca
Pro

ctt
Leu
345
gag
Glu

cgg
Arg

gaa
Glu

tta
Leu

tee
Ser
425
tat
Tyr

cag

Gln

gat
Asp

gtt
Val

aca
Thr
505
gat
Asp

aga

Ile

ttt
Phe
330
tte
Phe

gat
Asp

tct
Ser

aac
Asn

cag
Gln
410
geg
Ala

aac
Asn

aca
Thr

gat
Asp

cgt
Arg
490
geca
Ala

gac
Asp

aaa

Glu
315
cga
Arg

cgt
Arg

aat
Asn

gtt
Val

gag
Glu
395
caa

Gln

aca
Thr

tge
Cys

ata
Ile

aca
Thr
475
ttt
Phe

gtt
Val

ttt
Phe

gat

His

ttt
Phe

gca
Ala

gag
Glu

gaa
Glu
380
acg
Thr

aaa
Lys

tta
Leu

tet
Ser

act
Thr
460
ttg
Leu

att
Ile

aga
Arg

ctt
Leu

cta

Phe

tit
Phe

gga
Gly

ttt
Phe
365
gga
Gly

gat
Asp

gtt
Val

aaa
Lys

aaa
Lys
445
gac
Asp

cgg
Arg

tca
Ser

ttg
Leu

gaa
Glu
525
tca

Lys

age
Ser

teg
Trp
350
gga
Gly

gea
Ala

cgt

Arg

cct
Pro

aga
Arg
430
tat
Tyr

tta
Leu

att
Ile

caa

Gln

tgt
Cys
510
cca
Pro

ttg

Asn

gga
Gly
335
ttt
Phe

tat
Tyr

atg
Met

gcg
Ala

tat
Tyr
415
gta
Val

att
Ile

gaa
Glu

ctt
Leu

aaa
Lys
495
cgg
Arg

gat
Asp

geca

Thr
320
ggt
Gly

gat
Asp

cgt
Arg

gca
Ala

gca
Ala
400
ttc
Phe

cca
Pro

gtt
Val

gta
Val

cag
Gln
480
aac
Asn

gga
Gly

gct
Ala

tgt

Glu Leu Cys Leu Asp Glu Phe Arg Lys Asp Leu Ser Leu Ala Cys

16

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632



gtt
Val
545
aat
Asn

atg
Met

act
Thr

tat
Tyr

tgt
Cys
625
gat
Asp

agg
Arg

gaa
Glu

<210>4
<211> 686
<212> PRT

ES 2 650 799 T3

530 535 540
tat aca act aac cgt aat ata gat cgt gaa ggt aat ttg ata tca
Tyr Thr Thr Asn Arg Asn Ile Asp Arg Glu Gly Asn Leu Ile Ser
550 bbb 560
gge tat aat tgg ccc att tat tcg cga gaa aaa ctt act agt gea
Gly Tyr Asn Trp Pro Ile Tyr Ser Arg Glu Lys Leu Thr Ser Ala
565 570 575
ata tgt cat cat tic agg atg ttc aca gca aga gca tgg aac cta
Ile Cys His His Phe Arg Met Phe Thr Ala Arg Ala Trp Asn Leu
580 585 590
gaa ggt ttc aac gaa tcg atc age aac gea gtt gat tac gat atg
Glu Gly Phe Asn Glu Ser Ile Ser Asn Ala Val Asp Tyr Asp Met
595 600 605
tta aaa ctt agt gaa gtt gga ccg ttc aag cat ata aac aaa att
Leu Lys Leu Ser Glu Val Gly Pro Phe Lys His Ile Asn Lys Ile
610 615 620
tat aat cgc gta ttg cat ggt gaa aat acg tct ata aaa aag ttg
Tyr Asn Arg Val Leu His Gly Glu Asn Thr Ser Ile Lys Lys Leu
630 635 640
att caa aag gaa aat cat ttt aaa gtt gtt aac gaa tca tta agt
Ile Gln Lys Glu Asn His Phe Lys Val Val Asn Glu Ser Leu Ser
645 650 655
cta ggc ata aaa aaa tat aaa tat tca cca tta act aat ttg aat
Leu Gly Ile Lys Lys Tyr Lys Tyr Ser Pro Leu Thr Asn Leu Asn
660 665 670
tgt aga aaa tat acc tgg gaa aaa ata gag aat gat tta taa
Cys Arg Lys Tyr Thr Trp Glu Lys Ile Glu Asn Asp Leu
675 680 685

<213> Escherichia coli

<400> 4

Met Ser Ile Leu Asn Gln Ala Ile Asn Leu Tyr Lys Asn Lys Asn Tyr
1 5 10 15
Arg Gln Ala Leu Ser Leu Phe Glu Lys Val Ala Glu Ile Tyr Asp Val
20 25 30
Ser Trp Val Glu Ala Asn Ile Lys Leu Cys Gln Thr Ala Leu Asn Leu
35 40 45
Ser Glu Glu Val Asp Lys Leu Asn Arg Lys Ala Val Ile Asp Ile Asp

17

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2061



50
Ala Ala
65
Glu Val

Lys Lys

Asp Trp

Asp Tyr
130

Lys Gln

145

Arg Ala

Thr Ile

Asn Ile

Tyr Val
210

Leu Gly

225

Asp Met

Ala Val

Thr Ser

Asn Glu
290

Glu Gln

306

Asp Asn

Asn Val

Glu Glu

Thr
Glu
Ser
Pro
115
Val
Leu
Lys
Tyr
Glu
195
Arg
Leu
Ala
Asp
Lys
205
Ile
Asn
Leu

Ala

Phe
355

Lys Ile

Lys Asn
85

Glu Arg

100

Ser Asp

Trp Ala
Ile Ile

Ile Leu
165

Asp Tyr

180

Glu Ile

Gln Lys
Arg Ala

Pro Asn
245

Asp Asn

260

His Thr

Pro Glu
Lys Ser

Arg Leu
325

Phe Ala

340

Thr His

Leu Tyr Arg Glu Gly

370

Tyr His Gln Glu Pro

385

ES 2 650 799 T3

Met
70

Glu
Ala
Leu
Gly
Asp
150
Ala
Glu
Val
Asp
Ala
230
Pro
Val
Tyr
Ile
Val
310
Cys
Lys
Trp

Cys

Pro
390

55
Cys

Ile
Glu
Thr
Lys
135
Gly
Ile
Val
Arg
Tyr
215
Lys
Leu
Ala
Leu
Ile
295
Asp
Asn

Lys

Gly

Ser
Ile
Leu
Leu
120
Arg
Leu
Thr
Ile
Glu
200
Gly
Tyr
Trp
Leu
Asp
280
Thr
Trp
Thr

Trp

Gly
360

Asn Ala

Ser Lys
90

Lys Glu

105

Pro Pro

Lys Glu
Ser Ile

Leu Ala
170

Val Ala

185

Phe Glu

Tyr Gln
Asn Tyr

Val Gln
250

Ile Gly

265

Phe Leu

Asn Asn
Arg Ile

Pro Phe
330

Leu Phe

345

Glu Asp

Tyr Phe Arg Ser

375

Gly Lys Glu Asn

18

60
Lys Ala
75
Tyr Arg

Val Glu
Leu Pro

Leu Asp
140

Val Ile

155

Cys Leu

Asp Asp
Ser Leu
Leu Cys
220
Val Ala
235
Ser Tyr
Pro Arg
Ser Gln
Gln Val
300
Glu His
315
Arg Phe
Arg Ala
Asn Glu

Val Glu
380

Ile
Glu
Pro
Glu
125
Asp
Pro
Cys

Gly

Leu
205

Ala

Ile
Met
Lys
Lys
285
Ala
Phe
Phe
Gly
Phe

365
Gly

Ser
Ile
Ile
110
Ser
Tyr
Thr
Asn
Ser
190
Asn
Val
Leu
Glu
Tyr
270
Ser
Gly
Lys
Ser
Trp
350

Gly

Ala

Leu Asn
80

Thr Ala

95

Pro Leu

Thr Asn
Pro Arg

Tyr Asn
160

Gln Lys

175

Lys Glu

Ile Lys
Arg Asn
Asp Cys
240
Leu Leu
255
Ile Asp
Leu Ile
Lys Val
Asn Thr
320
Gly Gly
335
Phe Asp

Tyr Arg

Met Ala

Glu Thr Asp Arg Ala Ala

395

400



Gly
Tyr
Leu
Arg
Cys
465
Glu
Lys
Phe
Val
Val
545
Asn
Met
Thr
Tyr
Cys
625
Asp

Arg

Glu

<210> 5
<211> 1890
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> CDS

Lys
Arg
Val
Cys
450
Ile
His
Gly
Tyr
Glu
530
Tyr
Gly
Ile
Glu
Leu
610
Tyr
Ile

Leu

Cys

<222> (1) .. (1887)

<400> 5

Asn
Lys
Ser
435
Val
Cys
Tyr
Ile
Ile
515
Leu
Thr
Tyr
Cys
Gly
595
Lys
Asn
Gln

Gly

Arg
675

ES 2 650 799 T3

Ile Thr
405

Lys Glu

420

Ile Tyr

Glu Ser
Asp Asp

Ala Asn
485

Gly Ser

500

Gly Gln

Cys Leu
Thr Asn

Asn Trp
565

His His

580

Phe Asn

Leu Ser
Arg Val

Lys Glu
645

Ile Lys

660

Lys Tyr

Val
Lys
Ile
Ala
Gly
470
His
Ala
Leu
Asp
Arg
550
Pro
Phe
Glu
Glu
Leu
630
Asn

Lys

Thr

Gln Leu Leu Gln Gln Lys Val

Ile
Pro
Leu
455
Ser
Pro
Ser
Asp
Glu
535
Asn
Ile
Arg
Ser
Val
615
His
His
Tyr

Trp

410
Glu Ser Ala
425
Ala Tyr Asn
440
Asn Gln Thr

Thr Asp Asp

Arg Val Arg
490
Asn Thr Ala
505
Ser Asp Asp
520
Phe Arg Lys

Ile Asp Arg

Tyr Ser Arg
570
Met Phe Thr
585
Ile Ser Asn
600
Gly Pro Phe

Gly Glu Asn

Phe Lys Val
650
Lys Tyr Ser
665
Glu Lys Ile
680

19

Thr
Cys
Ile
Thr
475
Phe
Val
Phe
Asp
Glu
555
Glu
Ala
Ala
Lys
Thr
635
Val

Pro

Glu

Leu Lys

Ser Lys
445

Thr Asp

460

Leu Arg

Tle Ser

Arg Leu

Leu Glu
525

Leu Ser

540

Gly Asn

Lys Leu
Arg Ala
Val Asp
605
His Ile
620
Ser Ile
Asn Glu

Leu Thr

Asn Asp
685

Pro
Arg
430
Tyr
Leu
Ile
Gln
Cys
510
Pro
Leu
Leu
Thr
Trp
590
Tyr
Asn
Lys
Ser
Asn

670
Leu

Tyr
415
Val
Ile
Glu
Leu
Lys
495
Arg
Asp
Ala
Ile
Ser
575
Asn
Asp
Lys
Lys
Leu

655
Leu

Phe
Pro
Val
Val
Gln
480
Asn
Gly
Ala
Cys
Ser
560
Ala
Leu
Met
Ile
Leu
640

Ser

Asn



aaa
Lys

gee
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu

ccg
Pro
65

gag
Glu

att
Ile

get
Ala

gee
Ala

gaa
Glu
145
caa
Gln

tat
Tyr

cag

gct
Ala

aaa
Lys

tac
Tyr

gtc
Val
50

tta
Leu

ctt
Leu

gta
Val

tgt
Cys

gat
Asp
130
agt
Ser

ctg
Leu

gtt
Val

tca

gtt
Val

gea
Ala

cga
Arg
35

gaa

Glu

cct
Pro

gat
Asp

att
Ile

tctt

Leu
115
gat
Asp

tta
Leu

tgt
Cys

gea
Ala

tat

att
Ile

att
Ile
20

gaa
Glu

cce
Pro

gag
Glu

gat
Asp

et
Pro
100
tgt
Cys

gga
Gly

tta
Leu

gct
Ala

att

gat
Asp

agt
Ser

ata
Ile

att
Ile

age
Ser

tat
Tyr
85

aca
Thr

aac
Asn

agt
Ser

aat
Asn

gtt
Val
165
ctg

att
Ile

ctg
Leu

acc
Thr

cct
Pro

aca
Thr
70

cca
Pro

tat
Tyr

caa
Gln

aaa
Lys

ata
Ile
150
aga
Arg

gat
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gat
Asp

aac
Asn

gca
Ala

tta
Leu
55

aac
Asn

aga
Arg

aat
Asn

aag
Lys

gaa
Glu
135
aaa
Lys

aat
Asn

tgt

Ile Leu Asp Cys

180

gca

gca

Ala Ala

gag
Glu

aag
Lys
40

gat
Asp

gat
Asp

aaa
Lys

cga
Arg

acc
Thr
120
aat
Asn

tat
Tyr

ctt
Leu

gat
Asp

gtt
Val
25

aaa
Lys

tgg
Trp

tat
Tyr

cag
Gln

gca
Ala
105
ata
Ile

att
Ile

gta
Val

g8g
Gly

atg
Met
185

aca
Thr
10

gaa
Glu

tca
Ser

cct
Pro

gtt
Val

tta
Leu
90

aaa
Lys

tac
Tyr

gaa
Glu

cgt
Arg

ctt
Leu
170
gct
Ala

atg gaa cta tta gecg gtg gac
Gln Ser Tyr Met Glu Leu Leu Ala Val Asp Asp Asn Val Ala Leu

20

aaa
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

agt
Ser

teg
Trp
75

ate
Ile

ata
Ile

gac
Asp

gaa
Glu

cag
Gln
155
agg
Arg

ceg
Pro

gat

ata
Ile

aat
Asn

cgg
Arg

gat
Asp
60

geg
Ala

att
Ile

ctt
Leu

tat
Tyr

ata
Ile
140
aag
Lys

get
Ala

aac
Asn

aat

atg
Met

gaa

Glu

geg
Ala
45

tta
Leu

888
Gly

gac
Asp

gca
Ala

gaa
Glu
125
gta
Val

gat
Asp

gca
Ala

cca
Pro

gtt

tgt
Cys

ata
Ile
30

gag
Glu

act
Thr

aaa
Lys

ggg
Gly

att
Ile
110
gtt
Val

aga
Arg

tat
Tyr

aag
Lys

cta
Leu
190
get

tet
Ser
15

ata
Ile

tta
Leu

tta
Leu

aga
Arg

ctt
Leu
95

aca

Thr

att
Ile

gaa
Glu

gga
Gly

tat
Tyr
175

tgg
Trp

cta

aac
Asn

age
Ser

aag
Lys

ccg
Pro

aaa
Lys
80

agt
Ser

ctt
Leu

gtt
Val

ttt
Phe

tat
Tyr
160
aat
Asn

gtt
Val

att
Ile

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

628

576

624



ggc
Gly

ctt
Leu
226
aat
Asn

ata
Ile

ttt
Phe

ttc
Phe

gat
Asp
305
tet
Ser

aac
Asn

cag
Gln

gecg
Ala

aac
Asn
385
aca
Thr

gat
Asp

cet
Pro
210
tee
Ser

cag

Gln

gaa
Glu

cga
Arg

cgt
Arg
290
aat
Asn

gtt
Val

gag
Glu

caa
Gln

aca
Thr
370
tge
Cys

ata
Ile

aca

195
aga
Arg

caa
Gln

gtt
Val

cat
His

ttt
Phe
275

gca
Ala

gag
Glu

gaa
Glu

acg
Thr

aaa
Lys
3565
tta
Leu

tect
Ser

act
Thr

tteg

aaa
Lys

aaa
Lys

gca
Ala

ttc
Phe
260
ttt
Phe

gga
Gly

ttt
Phe

gga
Gly

gat
Asp
340
gtt
Val

aaa
Lys

aaa
Lys

gac
Asp

Ccgg

Thr Leu Arg

420

tat
Tyr

tca
Ser

ggc
Gly
245
aaa
Lys

age
Ser

tgg
Trp

gga
Gly

gea
Ala
325
cgt
Arg

cct
Pro

aga
Arg

tat
Tyr

tta
Leu
405
att

ata

Ile

cta
Leu
230
aag
Lys

aat
Asn

gga
Gly

ttt
Phe

tat
Tyr
310
atg
Met

gcg
Ala

tat
Tyr

gta
Val

att
Ile
390
gaa
Glu

ctt
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gat
Asp
215
ata
Ile

gtt
Val

acc
Thr

ggt
Gly

gat
Asp
295
cgt
Arg

gea
Ala

gca
Ala

tie
Phe

cca
Pro
375
gtt
Val

gta
Val

cag

200
aca
Thr

aat
Asn

gag
Glu

gat
Asp

aat
Asn
280
gaa
Glu

cte
Leu

tat
Tyr

gge
Gly

tat
Tyr
360
cta
Leu

cgt
Arg

tge
Cys

gag

age
Ser

gaa
Glu

caa
Gln

aat
Asn
265
gte
Val

gag
Glu

tac
Tyr

cat
His

aaa
Lys
345
aga
Arg

gta
Val

tgt
Cys

ata
Ile

cat

Ile Leu Gln Glu His

425

aag
Lys

att
Ile

aac
Asn
250
cta
Leu

get
Ala

ttt
Phe

aga
Arg

caa
Gln
330
aat
Asn

aaa
Lys

tet
Ser

gtt
Val

tge
Cys
410
tat

cat
His

cct
Pro
235
aaa
Lys

aga
Arg

ttt
Phe

acg
Thr

gaa
Glu
315
gaa
Glu

att
Ile

aaa
Lys

ata
Ile

gaa
Glu
395
gat
Asp

gea

aca
Thr
220
gaa

Glu

tca
Ser

tta
Leu

geg
Ala

cat
His
300
gga
Gly

cca
Pro

act
Thr

gaa

Glu

tat
Tyr
380
age
Ser

gat
Asp

aac

205
tat
Tyr

atc

Ile

gtt
Val

tge
Cys

aaa
Lys
285
tgg
Trp

tgt
Cys

cece
Pro

gtt
Val

aaa
Lys
365
att
Ile

gee
Ala

get
Gly

cat

Tyr Ala Asn His

21

tta
Leu

att
Ile

gac
Asp

aac
Asn
270
aaa
Lys

ggg
Gly

tac
Tyr

geg
Gly

caa
Gln
350
ata
Ile

cee
Pro

ctt
Leu

tcc
Ser

cct
Pro
430

gat
Asp

act
Thr

tgg
Trp
255
aca
Thr

tgg
Trp

g88
Gly

ttt
Phe

aaa
Lys
335
ttg
Leu

gaa

Glu

gee
Ala

aat
Asn

aca
Thr
415
cga
Arg

tte
Phe

aat
Asn
240
cga
Arg

cca
Pro

ctt
Leu

gag
Glu

cgg
Arg
320
gaa
Glu

tta
Leu

tce
Ser

tat
Tyr

cag
Gln
400
gat
Asp

gtt
Val

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296



cgt
Arg

gea
Ala

gac
Asp
465
aaa
Lys

cgt
Arg

cga
Arg

aca
Thr

aac
Asn
545
ttc
Phe

aat
Asn

gtt
Val

tca
Ser

ata
Ile
625

<210>6
<211> 629
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 6

ttt
Phe

gtt
Val
450
ttt
Phe

gat
Asp

gaa
Glu

gaa
Glu

gea
Ala
530
gca
Ala

aag
Lys

acg
Thr

gtt
Val

cea
Pro
610
gag

att
Ile
435
aga
Arg

ctt
Leu

cta
Leu

ggt
Gly

aaa
Lys
515
aga
Arg

gtt
Val

cat
His

tet
Ser

aac
Asn
595
tta
Leu

aat

tca
Ser

ttg
Leu

gaa

Glu

tca
Ser

aat
Asn
500
ctt
Leu

gea
Ala

gat
Asp

ata
Ile

ata
Ile
580
gaa

Glu

act

Thr

gat

caa

Gln

tgt
Cys

cca
Pro

ttg
Leu
485
ttg
Leu

act
Thr

tgg
Trp

tac
Tyr

aac
Asn
565
aaa
Lys

tca
Ser

aat
Asn

tta

Glu Asn Asp Leu
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aaa aac
Lys Asn

cgg gga
Arg Gly
455
gat get
Asp Ala
470
gea tgt
Ala Cys

ata tca
Ile Ser

agt gca
Ser Ala

aac cta
Asn Leu
535
gat atg
Asp Met
550
aaa att
Lys Ile

aag ttg
Lys Leu

tta agt
Leu Ser

ttg aat
Leu Asn

615
taa

aaa
Lys
440
tte
Phe

gtt
Val

gtt
Val

aat
Asn

atg
Met
520
act
Thr

tat
Tyr

tgt
Cys

gat
Asp

agg
Arg
600
gaa

gga
Gly

tat
Tyr

gaa
Glu

tat
Tyr

ggc
Gly
505
ata
Ile

gaa
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

att
Ile
585
cta
Leu

tgt

att
Ile

ata
Ile

cta
Leu

aca
Thr
490
tat
Tyr

tgt
Cys

ggt
Gly

aaa
Lys

aat
Asn
570
caa
Gln

ggce
Gly

aga

ggt tca
Gly Ser

ggt cag
Gly Gln
460
tgt cta
Cys Leu
475
act aac
Thr Asn

aat tgg
Asn Trp

cat cat
His His

ttc aac
Phe Asn
540
ctt agt
Leu Ser
555
cge gta
Arg Val

aag gaa
Lys Glu

ata aaa
Ile Lys

aaa tat

Glu Cys Arg Lys Tyr

22

620

gea
Ala
445
tta
Leu

gat
Asp

cgt
Arg

cece
Pro

tte
Phe
525
gaa
Glu

gaa
Glu

ttg
Leu

aat
Asn

aaa
Lys
605
acc
Thr

tet
Ser

gac
Asp

gaa
Glu

aat
Asn

att
Ile
510
agg
Arg

tcg
Ser

gtt
Val

cat
His

cat
His
590
tat
Tyr

tgg
Trp

aat
Asn

tet
Ser

ttt
Phe

ata
Ile
495
tat
Tyr

atg
Met

atc
Ile

gga
Gly

ggt
Gly
575
ttt
Phe

aaa
Lys

gaa
Glu

aca
Thr

gat
Asp

aga
Arg
480
gat
Asp

tecg
Ser

ttec
Phe

agce
Ser

ceg
Pro
560
gaa
Glu

aaa
Lys

tat
Tyr

aaa
Lys

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1890



Lys
1
Ala
Lys
Glu
Pro
65
Glu
Ile
Ala
Ala
Glu
145
Gln
Tyr
Gln
Gly
Leu
225
Asn
Ile
Phe

Phe

Ala
Lys
Tyr
Val
50

Leu
Leu
Val
Cys
Asp
130
Ser
Leu
Val
Ser
Pro
210
Ser
Gln
Glu

Arg

Arg
290

Val
Ala
Arg
35

Glu
Pro
Asp
Ile
Leu
115
Asp
Leu
Cys
Ala
Tyr
195
Arg
Gln
Val
His
Phe

275
Ala

Ile Asp

Ile
20

Glu
Pro
Glu
Asp
Pro
100
Cys
Gly
Leu
Ala
Ile
180
Met
Lys
Lys
Ala
Phe
260
Phe

Gly

Ser
Ile
Ile
Ser
Tyr
85

Thr
Asn
Ser
Asn
Val
165
Leu
Glu
Tyr
Ser
Gly
245
Lys

Ser

Trp

Asp Asn Glu Phe Gly
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Ile Asp Ala Ala

Leu Asn
Thr Ala

Pro Leu
55

Thr Asn

70

Pro Arg

Tyr Asn
Gln Lys

Lys Glu
135
Ile Lys
150
Arg Asn

Asp Cys
Leu Leu
Ile Asp
215
Leu Ile
230
Lys Val
Asn Thr

Gly Gly

Phe Asp
295

Glu Val
25

Lys Lys

40

Asp Trp

Asp Tyr

Lys Gln

Arg Ala
105

Thr Ile

120

Asn Ile

Tyr Val

Leu Gly

Asp Met
185

Ala Val

200

Thr Ser

Asn Glu

Glu Gln

Asp Asn
265

Asn Val

280

Glu Glu

Thr Lys Ile Met Cys Ser Asn

10
Glu

Ser
Pro
Val
Leu
90

Lys
Tyr
Glu
Arg
Leu
170
Ala
Asp
Lys
Ile
Asn
250
Leu

Ala

Phe

Tyr Arg Leu Tyr Arg

23

Lys Asn
Glu Arg

Ser Asp
60

Trp Ala

75

Ile Ile

Ile Leu
Asp Tyr

Glu Ile
140

Gln Lys

155

Arg Ala

Pro Asn
Asp Asn

His Thr
220

Pro Glu

235

Lys Ser

Arg Leu
Phe Ala
Thr His

300
Glu Gly

Glu
Ala
45

Leu
Gly
Asp
Ala
Glu
125
Val
Asp
Ala
Pro
Val
205
Tyr
Ile
Val
Cys
Lys
285

Trp

Cys

Ile
30

Glu
Thr
Lys
Gly
Ile
110
Val
Arg
Tyr
Lys
Leu
190
Ala
Leu
Ile
Asp
Asn
270
Lys

Gly

Tyr

15
Ile Ser

Leu Lys
Leu Pro

Arg Lys
80

Leu Ser

95

Thr Leu

Ile Val
Glu Phe
Gly Tyr
160
Tyr Asn
175
Trp Val
Leu Ile
Asp Phe
Thr Asn
240
Trp Arg
255
Thr Pro
Trp Leu

Gly Glu

Phe Arg



305
Ser

Asn
Gln
Ala
Asn
385
Thr
Asp
Arg
Ala
Asp
465
Lys
Arg
Arg
Thr
Asn
545
Phe
Asn
Val

Ser

Ile
625

<210>7
<211> 30
<212> ADN
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Val Glu Gly Ala

325

Glu Thr Asp Arg

Gln
Thr
370
Cys
Ile
Thr
Phe
Val
450
Phe
Asp
Glu
Glu
Ala
530
Ala
Lys
Thr

Val

Pro
610

Lys
355
Leu
Ser
Thr
Leu
Ile
435
Arg
Leu
Leu
Gly
Lys
515
Arg
Val
His
Ser
Asn

595
Leu

340
Val Pro

Lys Arg

Lys Tyr

Asp Leu
405

Arg Ile

420

Ser Gln

Leu Cys

Glu Pro

Ser Leu
485

Asn Leu

500

Leu Thr

Ala Trp

Asp Tyr

Ile Asn
565

Ile Lys

580

Glu Ser

Thr Asn

Glu Asn Asp Leu

<213> Secuencia artificial

310

Met Ala Tyr His

Ala Ala Gly Lys

345

Tyr Phe Tyr Arg

Val
Ile
390
Glu
Leu
Lys
Arg
Asp
470
Ala
Ile
Ser
Asn
Asp
550
Lys
Lys

Leu

Leu

Pro
375
Val
Val
Gln
Asn
Gly
455
Ala
Cys
Ser
Ala
Leu
535
Met
Ile
Leu

Ser

Asn
615

360
Leu

Arg
Cys
Glu
Lys
440
Phe
Val
Val
Asn
Met
520
Thr
Tyr
Cys

Asp

Arg
600

Val
Cys
Ile
His
425
Gly
Tyr
Glu
Tyr
Gly
505
Ile
Glu
Leu
Tyr
Ile

585
Leu

315

Gln Glu Pro Pro Gly

330
Asn Ile Thr

Lys Lys Glu

Ser Ile Tyr
380
Val Glu Ser
395
Cys Asp Asp
410
Tyr Ala Asn

Ile Gly Ser

Ile Gly GIn
460
Leu Cys Leu
475
Thr Thr Asn
490
Tyr Asn Trp

Cys His His

Gly Phe Asn
540
Lys Leu Ser
555
Asn Arg Val
570
Gln Lys Glu

Gly Ile Lys

Glu Cys Arg Lys Tyr

24

620

Val
Lys
365
Ile
Ala
Gly
His
Ala
445
Leu
Asp
Arg
Pro
Phe
525
Glu
Glu
Leu
Asn
Lys

605
Thr

Gln
350
Ile
Pro
Leu
Ser
Pro
430
Ser
Asp
Glu
Asn
Ile
510
Arg
Ser
Val
His
His
590

Tyr

Trp

320
Lys Glu
335
Leu Leu

Glu Ser
Ala Tyr

Asn Gln
400

Thr Asp

415

Arg Val

Asn Thr
Ser Asp

Phe Arg
480
Ile Asp
495
Tyr-Ser

Met Phe

Ile Ser

Gly Pro
560

Gly Glu

575

Phe Lys

Lys Tyr

Glu Lys
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<220>
<223> cebador

<400> 7
cgggatcccg atgagtattc ttaatcaage

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
ggaattccgg ccagtctaca tgtttatcac

<210> 9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
cgggatceccg atgagtattc ttaatcaage

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
ggaattccgg ccagtctaca tgtttatcac

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
gcggccgeaa aacagecaag cttcgaattc

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador

30

30

30

30

30

25
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<400> 12
acgcgtcgac ggcggatgag agaagatttt ca 32

<210> 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
gcggcecgeaa aattaaagag gtatatatta atgtatcga 39

<210> 14

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
gtcgacctct catccgecaa aaca 24

<210> 15

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido parcial de KfoA

<400> 15
Cys Ile Val Ser Arg Arg Asp Gly Asp Ile Ala Glu Ser Trp Ser Ser
1 b 10 15
Pro Glu Lys Ala Asn Lys
20
<210> 16
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido parcial de KfoC

<400> 16

Cys Gln Glu Pro Pro Gly Lys Glu Asn Glu Thr Asp Arg Ala Ala Gly
1 5 10 15
Lys

26
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REIVINDICACIONES

1. Bacteria productora de acido glucurdnico-UDP, en la que se introducen un gen kfoA de la cepa K4 de Escherichia
coliy un gen kfoC de la cepa K4 de Escherichia coli, en la que dicha bacteria tiene la capacidad de producir
condroitina como un polisacarido capsular,
y en la que el gen kfoA codifica una proteina seleccionada del grupo que comprende (A) y (B)
(A) una proteina que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 2; y
(B) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, que incluye la sustitucion,
delecion, insercion o adicién de 1 a 20 aminoacidos y que tiene actividad de UDP-glucosa-4-epimerasa; y
en la que el gen kfoC codifica una proteina seleccionada del grupo que comprende (C) a (F);
(C) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4;
(D) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4, que incluye la sustitucion,
delecion, insercion o adicién de 1 a 20 aminoacidos y que tiene actividad de condroitina sintasa;
(E) una proteina que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO: 6; y
(F) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, que incluye la sustitucion,
delecion, insercion o adicién de 1 a 20 aminoacidos y que tiene actividad de condroitina sintasa.

2. Bacteria, segun la reivindicacion 1, en la que el gen kfoA es un ADN seleccionado del grupo que comprende (a) y
(b):
(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1;y
(b) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos complementaria a la SEQ ID
NO: 1 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina que tiene actividad de UDP-glucosa-4-epimerasa.

3. Bacteria, segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el gen kfoC es un ADN seleccionado del grupo que comprende
(c)y (d):
(c) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 3; y
(d) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos complementaria a la SEQ ID
NO: 3 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina que tiene actividad de condroitina sintasa.

4. Bacteria, segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el gen kfoC es un ADN seleccionado del grupo que comprende
(e) y (f):
(e) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5; y
(f) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos complementaria a la SEQ ID
NO: 5 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina que tiene actividad de condroitina sintasa.

5. Bacteria, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha bacteria es la cepa K5 de Escherichia
coli.

6. Procedimiento de produccién de condroitina que comprende, como minimo, las siguientes etapas (1) y (2):
(1) cultivar la bacteria, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; y
(2) recoger la condroitina del cultivo.

7. Procedimiento de produccién de sulfato de condroitina que comprende: producir condroitina mediante el
procedimiento, segun la reivindicacién 6; y sulfatar la condroitina para producir sulfato de condroitina.
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Fig. 2
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Fig. b
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Fig. 7
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