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DESCRIPCIÓN

Sistema biosintético que produce polisacáridos inmunogénicos en células procariotas

Referencia a solicitud relacionada

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad bajo la 35 U.S.C. § 119(e) de la Solicitud Provisional de 
Patente de EE. UU. Nº 61/272,931, presentada el 19 de noviembre de 2009, que se incorpora en el presente 5
documento por referencia en su totalidad.

Campo de la invención

La presente invención se refiere al uso de un sistema biosintético y proteínas para preparar una vacuna. Además, la 
invención se refiere a un sistema biosintético procariota recombinante que tiene una epimerasa que inicia la síntesis 
de un oligo o polisacárido con un monosacárido especificado en el extremo reductor. La invención se refiere 10
adicionalmente a proteínas N-glicosiladas producidas con glicanos en un sistema de expresión y vacunas 
bioconjugadas producidas a partir de dichas proteínas N-glicosiladas que comprenden glicanos inmunogénicos, y 
proporciona procedimientos para la producción de proteínas N-glicosiladas.

Antecedentes de la invención

Las glicoproteínas son proteínas que tienen uno o más polímeros de azúcares unidos covalentemente. La 15
glicosilación unida a N de proteínas es un proceso esencial y conservado que se produce en el retículo
endoplásmico de organismos eucariotas. Es importante para el plegamiento proteico, oligomerización, estabilidad, 
control de calidad, clasificación y transporte de proteínas secretoras y de membrana (Helenius, A., y Aebi, M. (2004). 
Roles of N-linked glycans in the endoplasmic reticulum. Annu. Rev. Biochem. 73, 1019-1049).

La glicosilación tiene una profunda influencia sobre la inmunogenicidad, la estabilidad y la semivida de una proteína. 20
Además, la glicosilación puede ayudar a la purificación de proteínas por cromatografía, por ejemplo, por 
cromatografía de afinidad con ligandos de lectina unidos a una fase sólida que interactúa con los restos glicosilados 
de la proteína. Por lo tanto es una práctica establecida producir muchas proteínas glicosiladas recombinantemente 
en células eucariotas para proporcionar patrones de glicosilación biológica y farmacéuticamente útiles.

El documento WO 2003/07467 (Aebi y col.) demostró que el agente patógeno Campylobacter jejuni transmitido por 25
los alimentos, que es una bacteria, podía N-glicosilar sus proteínas, lo que era una característica única entre los 
organismos procariotas conocidos excepto ciertas especies de archaea. La maquinaria necesaria para la 
glicosilación está codificada por 12 genes que están agrupados en el denominado locus pgl. La destrucción de la N-
glicosilación afecta a la invasión y patogénesis de C. jejuni pero no es letal como en la mayoría de los organismos
eucariotas (Burda P. y M. Aebi, (1999). The dolichol pathway of N-linked glycosylation. Biochem Biophys Acta 30
1426(2):239-57). ES posible reconstituir la N-glicosilación de las proteínas de C. jejuni expresando 
recombinantemente el locus pgl y un receptor de glicoproteínas en E. coli al mismo tiempo (Wacker y col. (2002). N-
linked glycosylation in Campylobacter jejuni and its functional transfer into E. coli. Science 298, 1790-1793).

Los N-glicanos tienen un glicano unido a una secuencia de consenso en una proteína. La secuencia de consenso de 
N-glicosilación conocida en una proteína permite la N-glicosilación de proteínas recombinantes diana en organismos35
procariotas. Dichos organismos comprenden una oligosacárido transferasa (“OT”; “OTasa”), tal como, por ejemplo, 
una oligosacaril transferasa de C. jejuni, que es una enzima que transfiere el glicano a una secuencia de consenso 
de la proteína.

El documento WO 2003/07467 (Aebi y col.) enseña sobre un organismo procariota en el que se introduce un ácido 
nucleico que codifica (i) glicosil transferasas específicas para el ensamblaje de un oligosacárido en un vehículo 40
lipídico, (ii) una proteína recombinante diana que comprende una secuencia de consenso “N-X-S/T”, en la que X 
puede ser cualquier aminoácido excepto prolina, y (iii) una oligosacaril transferasa, tal como, por ejemplo, una 
oligosacaril transferasa de C. jejuni que une covalentemente dicho oligosacárido con la secuencia de consenso de la 
proteína diana. Dicho organismo procariota produce N-glicanos con una estructura específica que se define por el 
tipo de la glicosil transferasa específica.45

El documento WO 2006/119987 (Aebi y col.) describe proteínas, así como medios y procedimientos para producir 
proteínas, con eficacia para la N-glicosilación en organismos procariotas in vivo. Se describe adicionalmente una 
introducción eficaz de N-glicanos en proteínas recombinantes para modificar la inmunogenicidad, estabilidad,
actividad biológica, profiláctica y/o terapéutica de dichas proteínas, y la provisión de una célula huésped que 
presenta eficazmente proteínas N-glicosiladas recombinantes de la presente divulgación en su superficie. Además, 50
describe una proteína N-glicosilada recombinante que comprende una o más de las siguientes secuencias de 
aminoácidos N-glicosiladas optimizadas:

D/E - X - N - Z - S/T (secuencia de consenso optimizada),
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en la que X y Z puede ser cualquier aminoácido natural excepto Pro, y en la que se introduce al menos una de 
dichas secuencias de aminoácidos parcialmente N-glicosiladas. La introducción de secuencias de aminoácidos 
parciales específicas (secuencias de consenso optimizadas) en las proteínas dan lugar a proteínas que están N-
glicosiladas eficazmente por una oligosacaril transferasa en estas posiciones introducidas.

la biosíntesis de diferentes polisacáridos está conservada en las células bacterianas. Los polisacáridos se 5
ensamblan en vehículos lipídicos a partir de precursores comunes (nucleótidos de azúcares activados) en la 
membrana citoplasmática por diferentes glicosil transferasas con especificidad definida. Se proporcionan 
lipopolisacáridos (“LPS”) solo en bacterias Gram-negativas, por ejemplo, Shigella spp., Pseudomonas spp. y E. coli
(ExPEC, EHEC).

La síntesis de LPS comienza con la adición de un monosacárido a un vehículo lipídico de fosfato de undecaprenilo 10
(“Und-P-P”) en el lado citoplasmático de la membrana. El antígeno se construye mediante la adición secuencial de 
monosacáridos a partir de nucleótidos de azúcares activados por diferentes glicosil transferasas, y el polisacárido 
unido al lípido tiene un movimiento de difusión transversal a lo largo de la membrana mediante una flipasa. La 
unidad de repetición de antígeno se polimeriza mediante una reacción enzimática. El polisacárido se transfiere 
entonces al lípido A por una ligasa WaaL que forma el LPS que se exporta a la superficie, mientras que el 15
polisacárido capsular se libera del vehículo lipídico después de la polimerización y se exporta a la superficie. La ruta 
biosintética de estos polisacáridos hace posible la producción de bioconjugados de LPS in vivo, la captura de 
polisacáridos en el periplasma en un vehículo proteico.

Dichos complejos de oligo o polisacáridos (es decir, restos de azúcares) y proteínas (es decir, vehículos proteicos) 
se pueden utilizar como vacunas conjugadas para proteger contra varias infecciones bacterianas. Se han utilizado 20
satisfactoriamente vacunas conjugadas para proteger contra infecciones bacterianas. La conjugación de un 
polisacárido antigénico con un vehículo proteico es necesaria para la respuesta de memoria protectora, ya que los 
polisacáridos son inmunógenos independientes de linfocitos T. Los polisacáridos se han conjugado con vehículos 
proteicos mediante diferentes procedimientos químicos, utilizando grupos de activación reactivos en el polisacárido 
así como el vehículo proteico.25

Las vacunas conjugadas se pueden administrar a niños para proteger contra infecciones bacterianas y también 
puede proporcionar una respuesta inmunitaria de larga duración a adultos. Se ha descubierto que las construcciones 
del documento WO 2009/104074 (Fernandez, y col.) generan una respuesta de IgG en animales. Se ha descubierto 
que una respuesta de IgG contra una vacuna de conjugados polisacárido-proteína específica de Shigella O en los 
seres humanos se correlaciona con una protección inmunitaria en seres humanos. (Passwell, J.H. y col., "Safety and30
Immunogenicity of Improved Shigella O-Specific Polysaccharide-Protein Conjugate Vaccines in Adults in Israel" 
Infection and Immunity, 69(3): 1351- 1357 (Mar. 2001)). Se cree que el polisacárido {es decir, los restos de azúcares} 
desencadenan una respuesta inmunitaria a corto plaza que es específica del azúcar. Además, el sistema inmunitario 
humano genera una fuerte respuesta contra polisacáridos específicos de las estructuras superficiales de bacterias, 
tales como los antígenos O y polisacáridos capsulares. Sin embargo, como la respuesta inmunitaria a los 35
polisacáridos es dependiente de IgM, el sistema inmunitario no desarrolla memoria. El vehículo proteico que vehicula 
el polisacárido desencadena una respuesta de IgG que es dependiente de linfocitos T y que proporciona una 
protección de larga duración ya que el sistema inmunitario desarrolla memoria.

La E. coli 0157 es una cepa enterohemorrágica responsable de aproximadamente dos tercios de todos los casos 
recientes de síndrome hemolítico-urémico y plantea serios problemas en salud humana (Law, D. (2000) J. App. 40
Microbiol., 88, 729-745; Wang, L., y Reeves, P. R. (1998) Infect. Immun. 66, 3545-3551).

La cepa 0157 de E. coli produce un antígeno O que contienen la unidad tetrasacarídica repetida (4-N-acetil 
perosamina fucosa- glucosaGalNAc) (a-D-PerNAc-cc-L-Fuc-P-D-Glc-cc-D-GalNAc) (Perry, M. B., MacLean, L. y
Griffith, D. W. (1986) Biochem. Cell. Biol., 64, 21 -28). El tetrasacárido se pre-ensambla sobre pirofosfato de 
undecaprenilo. La envoltura celular de E. coli contiene una membrana plasmática interna, una capa de peptoglicano 45
que soporta la tensión y una membrana externa asimétrica que consiste en una monocapa interna fosfolipídica y una 
monocapa externa compuesta por LPS bacteriano. El LPS contiene tres componentes, el ancla A lipídica, el centro 
que contiene ácido 2-desoxi-D-mano-oct-2-ulosónico, y la región del antígeno O (véase: Raetz, C. R. H. y Whitfield, 
C. (2002) Annu. Rev. Biochem., 71, 635-700; Whitfield, C. (2006) Ann. Rev. Biochem. 75, 39-68; Samuel, G. y
Reeves, P. R. (2003) Carbohydrate Research, 338, 2503-2519; y las ref. en el mismo para las revisiones del 50
ensamblaje de antígeno O de LPS bacterianos).

Los componentes del antígeno O del LPS bacteriano son polisacáridos extremadamente diversos grandes que 
pueden ser homopoliméricos, compuestos de un único monosacárido repetido, o heteropoliméricos, que contienen
10-30 repeticiones de 3-6 unidades de azúcar (Reeves, P. R., Hobbs, M.., Valvano, M. A., Skurnik, M., Whitfield, C, 
Coplin, D., ido, N., lena, J., Maskell, D., Raetz, C. R. H., y Rick, P. D. (1996) Trends Microbiol., 4, 495-503). Los 55
antígenos O, por tanto, son la característica dominante de la superficie celular bacteriana y constituyen 
determinantes de virulencia y patogenicidad determinantes (Law, D. (2000) J. App. Microbiol, 88, 729-745; Spears, 
K. J., Roe, A. J. y Gaily, D. L. (2006) FEMS Microbiol. Lett., 255, 187-202; Liu, B., Knirel, Y. A., Feng, L., Perepelov, 
A. V., Senchenkova, S. N., Wang, Q., Reeves, P. R. y Wang, L (2008) FEMS Microbiol. Rev. 32, 627-653; Stenutz, 
R., Weintraub, A. y Widmalm, G. (2006) FEMS Microbiol. Rev. 30, 382-403). Se habían identificado cepas de E. coli60
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con más de 190 serotipos O individuales, atribuidos a estructuras únicas de antígeno O (Stenutz, R., Weintraub, A. y
Widmalm, G. (2006) FEMS Microbiol. Rev. 30, 382-403).

Las unidades repetidas de antígeno O se pre-ensamblan en la cara citosólica de la membrana interna unida a 
pirofosfato de undecaprenilo. Las unidades repetidas unidas a lípidos se difunden transversalmente (flip-flop) 
respecto a la superficie periplásmica de la membrana interna y se polimerizan antes del transporte a la membrana 5
externa y la unión a LPS. La mayoría de las unidades de repetición del antígeno O heteropolimérico tienen N-
acetilglucosamina (“GlcNAc”) o N-acetilgalactosamina (“GalNAc”) en el extremo reductor.

Se había asumido que la biosíntesis de los intermediarios lipídicos se inicia por la transferencia de GlcNAc-P o
GalNAc-P desde sus derivados de nucleótidos de azúcar respectivos al undecaprenilo monofosfato (“Und-P”) 
catalizado por WecA (Samuel, G. y Reeves, P. R. (2003) Carbohydrate Research, 338, 2503-2519; Alexander, D. C.10
y Valvano, M. A. (1994) J. Bacteriol, 176, 7079-7084; Zhang, L., Radziejewska-Lebrecht, J., Krajewska-Pietrasik, D., 
Tolvanen, P. y Skurkik, M. (1997) Mol. Microbiol. 23, 63-76; Amor, P. A. y Whitfield, C. (1997) Mol.

Microbiol. 26 (145-161); Wang, L. y Reeves, P. R. (1998) Infect. Immun. 66, 3545-3551). Aunque las propiedades y 
especificidad de la actividad GlcNAc-fosfotransferasa de WecA se había caracterizado (Rush, J. S., Rick, P. D. y
Waechter, C. J. (1997) Glycobiology, 7, 315-322), la conclusión de que WecA cataliza la síntesis de GalNAc-P-P-15
Und se basó en estudios genéticos (Wang, L. y Reeves, P. R. (1998) Infect. Immun. 66, 3545-3551). Dichos estudios 
genéticos anteriores indicaban que la biosíntesis del intermediario tetrasacarídico unido a lípidos se inició mediante 
transferencia enzimática de GalNAc-P de UDP-GalNAc a Und-P catalizado por WecA (Wang, L. y Reeves, P. R. 
(1998) Infect. Immun. 66, 3545-3551). Sin embargo, no había pruebas enzimáticas directas que demostraran que la 
WecA utiliza UDP-GalNAc como donante de GalNAc-P.20

Además, se propuso previamente que los genes gne y gneI de E. coli 055 codificaban una UDP-GlcNAc 4-epimerasa 
(Wang, L., Huskic, S., Cisterne, A., Rothemund, D. y Reeves, P.R. (2002) J. Bacterid. 184, 2620-2625; Guo, H., Yi, 
W., Li, L. y Wang, P. G. (2007) Biochem. Biophys. Res. Commun., 356, 604-609). Los informes previos identificaron 
dos genes de E. coli 055 (Wang, L., Huskic, S., Cisterne, A., Rothemund, D. y Reeves, P.R. (2002) J. Bacterid. 184, 
2620-2625) y E. coli 086 (Guo, H., Yi, W., Li, L. y Wang, P. G. (2007) Biochem. Biophys. Res. Commun., 356, 604-25
609), el gne de E. coli 055 y gneI de E. coli 086, respectivamente, que son un 100 % idénticos al gen Z3206 de la 
misma familia genética.

En consecuencia, un experto habría dado lugar a la creencia de que el gen Z3206 también codifica una UDP-
GlcNAc/UDP-GalNAc epimerasa.

Feldman y col Proc. Natl. Acad. Sci US (2005) vol. 102, nº 8 páginas 3016-3021 desvela la modificación de 30
glicosilación proteica unida a N con estructuras lipopolisacarídicas de antígeno O diversas. Rush y col J. Biol. Chem. 
(2009) vol. 285, nº 3, páginas 1671-1680 desvela una nueva epimerasa que convierte el GlcNAc-P-P-undecaprenol 
en GalNAc-P-P-undecaprenol en la E. coli 0157.

Breve sumario de la invención

Se ha descubierto ahora sorprendentemente que una epimerasa codificada por el gen Z3206 en E. coli 0157 cataliza 35
una reacción que sintetiza N-acetilgalactosamina (“GalNAc”) en pirofosfato de undecaprenilo, que inicia la formación 
de un oligo o polisacárido.

1. En un aspecto, la presente invención se refiere a un organismo procariota recombinante que es una E. coli que 
comprende ácidos nucleicos que codifican:

i) una epimerasa que sintetiza N-acetilgalactosamina sobre pirofosfato de undecaprenilo, en el que dicho 40
ácido nucleico que codifica dicha epimerasa es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1;

ii) glicosil transferasas que ensamblan un oligo o polisacárido en un vehículo lipídico;

iii) una oligosacárido transferasa de Campylobacter jejuni; y

iv) una proteína que comprende una o más secuencias de consenso introducidas recombinantemente, D/E-X-
N-Z-S/T, en la que X y Z son independientemente cualquier aminoácido natural excepto prolina45

en el que el oligosacárido ensamblado por dichas glicosil transferasas se pueden transferir desde el vehículo lipídico 
a la proteína diana que tiene una o más secuencias de consenso optimizadas por la oligosacaril transferasa.
La divulgación incluye adicionalmente glicosil transferasas que sintetizan todo o una parte de un polisacárido que 
tiene GalNAc en el extremo reductor, y que además incluye glicosil transferasas que sintetiza todo o una parte de un 
polisacárido antigénico que tiene GalNAc en el extremo reductor.50

En otro aspecto, la divulgación se refiere a una epimerasa que produce GalNAc sobre pirofosfato de undecaprenilo, 
y, en un aspecto adicional, la epimerasa se codifica por el gen Z3206.
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En un aspecto adicional, la presente divulgación se refiere a un sistema de expresión para producir una proteína N-
glicosilada que comprende: una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa; una secuencia 
de nucleótidos que codifica un vehículo proteico; al menos un agrupamiento genético de oligo o polisacárido, en el 
que el polisacárido contiene GalNAc en el extremo reductor; y una secuencia de ácido nucleico que codifica una 
epimerasa.5

En un aspecto adicional más, la presente divulgación se dirige a un sistema biosintético en procariotas que 
comprende el gen Z3206 que codifica una epimerasa que convierte GlcNAc-P-P-Und en GalNAc -P-P-Und.

En otro aspecto adicional más, la presente divulgación se refiere a un sistema biosintético procariota que comprende
el gen gne de E. coli 055 o el gen gne J de E. coli 086 que codifica una epimerasa que convierte GlcNAc-P-P-Und en 
GalNAc -P-P-Und.10

En otro aspecto más, la presente divulgación se refiere a una proteína N-glicosilada que comprende al menos una 
secuencia de consenso D/E-X-N-Z-S/T introducida, en laque X y Z pueden ser cualquier aminoácido natural excepto 
prolina, y un glicano que tiene N-acetilgalactosamina en el extremo reductor.

En otro aspecto más, la presente divulgación se refiere a una vacuna bioconjugada que comprende una proteína N-
glicosilada que tiene al menos una secuencia de consenso D/E-X-N-Z-S/T introducida, en la que X y Z pueden ser 15
cualquier aminoácido natural excepto prolina; un glicano inmunogénico que tiene N-acetilgalactosamina en el 
extremo reductor; y un adyuvante.

En un aspecto adicional, la invención se refiere a un procedimiento de producción de una proteína glicosilada unida 
a N, que comprende:

a.) la introducción en un organismo huésped E. coli de ácidos nucleicos que codifican:20

i) una epimerasa que sintetiza N-acetilgalactosamina sobre pirofosfato de undecaprenilo en el que dicho 
ácido nucleico que codifica dicha epimerasa es al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1;

ii) glicosil transferasas que ensamblan un oigo o polisacárido en un vehículo lipídico;

iii) una oligosacaril transferasa de Campylobacter jejuni; y

iv) una proteína que comprende una o más de una secuencia de consenso D/E-X-N-Z-S/T introducida, en la 25
que X y Z puede ser cualquier aminoácido natural excepto prolina; y

b.) cultivar dicho organismo huésped hasta que se produzca al menos una proteína N-glicosilada.

En un aspecto adicional, la presente divulgación se refiere al uso de un sistema biosintético y las proteínas para 
preparar una vacuna bioconjugada.

En un aspecto adicional, la presente divulgación se refiere a procedimientos para la producción de mono, oligo, y 30
polisacáridos, y en un aspecto adicional más la divulgación se refiere a procedimientos de producción de glicanos 
antigénicos y proteína N-glicosiladas.

Breve descripción de los dibujos

La FIG. 1 muestra el transcurso de tiempo de la síntesis de [3H]GlcNAc/GalNAc-P-P-Und por las fracciones de 
membrana de E. coli 0157. La fracción de membrana de la cepa 0157 de E. coli se incubó con UDP-[3H]GlcNAc35
durante los tiempos indicados a 37 ºC. Los productos [3H]lípidos se extrajeron y se ensayó la incorporación de 
[3H]GlcNAc en [3H]GlcNAc-P-P-Und (O) y [3H]GalNAc-P-P-Und (·) como se describe en el Ejemplo 2.

La FIG. 2 muestra la ruta biosintética propuesta para la formación de GalNAc-P-P-Und a partir de GlcNAc-P-P-
Und.

La FIG. 3 muestra la purificación y caracterización de [3H] GalNAc-P-P-Und sintetizado por fracciones de 40
membrana de la cepa 0157 de E. coli. Las fracciones de membrana de E. coli 0157 se incubaron con UDP- [3H] 
GlcNAc y los lípidos [3H] GalNAc se purificaron como se describe en el Ejemplo 3. FIG. 3A, se muestra un 
cromatograma de capa fina para preparar lípidos [H]HexNAc en gel G (Quantum 1) de sílice impregnado con 
borato después de la purificación en DEAE-celulosa. FIG. 3B, se muestra la cromatografía de capa fina de [3H] 
GalNAc-P-P-Und purificado en gel G de sílice impregnado con borato (Baker, Si250) después de la recuperación 45
de la placa de preparación en el panel A. FIG. 3C, se muestra el cromatograma en papel en disminución (papel 
Nº 1 Whatman impregnado con borato) de la [H]-amino azúcar recuperada después de hidrólisis ácida moderada 
de [H] GalNAc-P-P-Und purificado en la FIG. 3B. FIG. 3D, cromatograma en papel en disminución (Whatman Nº 
3 MM) del [3H]HexNAc-alditol producido por reducción de la [3H] amino azúcar de la FIG. 3C con NaBFU.

La FIG. 4 muestra el marcado metabólico de células de E. coli 21546 y células de E. coli 21546 después de la 50
transformación con pMLBAD: Z3206. Se marcaron metabólicamente la E. coli 21546 (FIG. 4A) y E. coli 21546: 
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pMLBAD/Z3206 (FIG. 4B) con [3H] GlcNAc durante 5 min a 37 ºC. Se extrajo [3H] GlcNAc/ GalNAc-P-P-Und, se
liberaron de contaminantes hidrosolubles y se separaron por cromatografía de capa fina sobre placas de gel de 
sílice impregnadas de borato (Baker Si250) como se describe en el Ejemplo 3. Los lípidos radioactivos se 
detectaron utilizando un cromatoescáner Bioscan. Las posiciones cromatográficas de GalNAc-P-P-Und y 
GlcNAc-P-P-Und se indican con flechas.5

La FIG. 5 muestra una cromatografía de capa fina de [3H] GlcNAc/ GalNAc-P-P-Und formado por incubación de 
fracciones de membrana de las cepas de E. coli con UDP-[3H] GlcNAc. Las fracciones de membrana de las 
cepas K12 (FIG. 5A), 0157 (FIG. 5B), 21546 (FIG. 5C) y 21546:pMLBAD/Z3206 (FIG. 5D) de E. coli se incubaron 
con UDP-[3H] GlcNAc durante 10 min a 37 ºC, y los productos [3H]lípidos se extrajeron, se liberaron de 
contaminantes hidrosolubles por partición, y se separaron por cromatografía de capa fina sobre placas de gel de 10
sílice impregnado de borato (Baker si250) como se describe en el Ejemplo 3. Las posiciones cromatográficas de 
GalNAc-P-P-Und y GlcNAc-P-P-Und se indican con flechas.

La FIG. 6 muestra la descarga de GlcNAc-P por incubación con UMP. Las fracciones de membrana de E. coli
21546:Z3206 se pre-incubaron con UDP-[3H] GlcNAc para el marcado enzimático de GlcNAc-P-P-Und durante 
10 min (FIG. 6A) a 37 ºC seguido por un segundo periodo de incubación con 1 mM de UMP incluido durante 1 15
min (FIG. 6B) o 2 min (FIG. 6C). Después de los periodos de incubación indicados se extrajeron los [3H] GlcNAc/ 
GalNAc-P-P-Und y se resolvieron por cromatografía de capa fina en placas de gel de sílice impregnado con 
borato (Baker Si250) como se describe en el Ejemplo 3. Las posiciones cromatográficas de GalNAc-P-P-Und y 
GlcNAc-P-P-Und se indican con flechas.

La FIG. 7 muestra la conversión de [3H] GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und en el producto [3H] HexNAc-P-20
P-Und pertinente catalizado por membranas de la cepa 21546 que expresa Z3206. Las fracciones de membrana 
a partir de la cepa 21546 (FIG. 7B, FIG. 7E) y 21546: pMLBAD/Z3206 (FIG. 7C y FIG. 7F) de E. coli se incubaron 
con [3H] GlcNAc-P-P-Und (FIG. 7A, FIG. 7B y FIG. 7C) o [3H] GalNAc-P-P-Und purificadas (paneles de la FIG. 
7D, FIG. 7E, y FIG. 7F) (dispersados ultrasónicamente en un 1 % de Triton-X100) durante 1 min a 37 ºC. Se 
extrajeron [3H] GlcNAc/ GalNAc-P-P-Und, se resolvieron por cromatografía de capa fina sobre placas de gel de 25
sílice impregnado de borato (Baker Si250) y se detectaron con un radiocromatoescáner Bioscan AR2000 como 
se describe en el Ejemplo 3.

La FIG. 8 muestra el análisis SDS-PAGE de proteína AcrA glicosilada y no glicosilada. Se separaron extractos 
periplásmicos preparados a partir de células de E. coli DH5a que albergan el plásmido de expresión AcrA y el 
operón pgl Agne complementado con pML-BAD:Z3206 (calle 1), pMLBAD:gne (calle 2) o el vector de control 30
pMLBAD (calle 3) mediante SDS-PAGE 10 % y se transfirieron a membranas de celulosa. AcrA y sus formas 
glicosiladas se detectaron con antisuero anti AcrA. Se indica la posición correspondiente a las bandas de AcrA 
no glicosilada (AcrA) y glicosilada (gAcra).

La FIG. 9 muestra los genes que se habían identificado por Liu B y col. {Structure and genetics of Shigella O 
antigens FEMS Microbiology Review, 2008. 32: p. 27).35

La FIG. 10 es un esquema que muestra la región de ADN que contiene los genes necesarios para sintetizar en 
antígeno O de S. flexneri 6.

La FIG. 11 muestra la expresión del antígeno O de S. flexneri 6 en E. coli. Se visualizó el LPS por tinción con 
plata o por trasferencia a membranas de nitrocelulosa y detección de anticuerpos dirigidos contra S. flexneri 6. 

La FIG. 12 muestra la HPLC del antígeno O. Análisis LLO de células de E. coli (SCM3) que no contienen el 40
Z3206 (-) de S. flexneri, células de E. coli (SCM3) que contienen Z3206 (+) o células de E. coli (SCM3) vacías.

La FIG. 13 muestra la trasferencia de Western de proteínas purificadas con níquel de células de E. coli que 
expresan EPA, pglB, y antígeno o de S. flexneri Z3206 (+/-).

Descripción detallada de la invención 

La presente divulgación engloba un sistema biosintético procariota recombinante que comprende ácidos nucleicos 45
que codifican una epimerasa que sintetiza un oligo o polisacárido que tiene una N-acetilgalactosamina en el extremo 
reductor, y proteínas N-glicosiladas que tienen N-acetilgalactosamina en el término reductor del glicano.

La expresión “secuencia(s) parcial de aminoácidos” también se hace referencia como “secuencia(s) de consenso 
optimizada” o “secuencia(s) de consenso”. La secuencia de consenso optimizada se N-glicosila mediante una 
oligosacaril transferasa (“OST”, “OTasa”), mucho más eficazmente que la secuencia de consenso regular “N-X-S/T”.50

En general, la expresión “proteína N-glicosilada recombinante” se refiere a cualquier poli u oligopéptido producido en 
una célula huésped que no comprende de manera natural el ácido nucleico que codifica dicha proteína. En el 
contexto de la presente invención, esa expresión se refiere a una proteína producida recombinantemente en una 
célula huésped procariota, por ejemplo, Escherichia spp. , Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., 
Helicobacter spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., y en realizaciones adicionales Escherichia coli, Campylobacter 55
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jejuni, Salmonella typhimurium, etc., en el que el ácido nucleico que codifica dicha proteína se ha introducido en 
dicha célula huésped y en la que la proteína codificada está N-glicosilada por la OTasa, siendo dicha enzima 
transferasa de origen natural o siendo introducida recombinantemente en dicha célula huésped.

De acuerdo con el código de una letra aceptada internacionalmente para los aminoácidos, las abreviaturas D, E, N, 
S y T denotan ácido aspártico, ácido glutámico, asparagina, serina, y treonina, respectivamente.5

Las proteínas de acuerdo con la divulgación comprenden una o más de las secuencias de consenso optimizadas 
(D/E-X-N-Z-S/T que se introducen en la proteína y se N-glicosilan. Por lo tanto, las proteínas de la presente 
divulgación se diferencian de las N-glicoproteínas de C. jejuni de origen natural que también contienen la secuencia 
de consenso optimizada pero no comprende ninguna secuencia de consenso optimizada adicional (introducida).

La introducción de la secuencia de consenso optimizada se puede conseguir mediante la adición, eliminación y/o 10
sustitución de uno o más aminoácidos. La adición, eliminación y/o sustitución de uno o más aminoácidos con el fin 
de introducir la secuencia de consenso optimizada se puede conseguir por estrategias sintéticas químicas, en las 
que, en vista de la presente divulgación, serían bien conocidas por los expertos en la técnica tales como la síntesis 
peptídica química asistida por fase sólida. De manera alternativa, y preferido para polipéptidos más grandes, las 
proteínas de la presente invención se pueden preparar por técnicas recombinantes que serían técnicas 15
convencionales en la técnica a la luz de la divulgación.

Las proteínas de la presente divulgación tienen la ventaja de que se pueden producir con alta eficacia y en cualquier 
huésped. En una realización de la divulgación, el huésped comprende un operón pgl funcional de Campylobacter 
spp., por ejemplo, de C. jejuni. En realizaciones adicionales, las oligosacaril transferasas de Campylobacter spp. 
para la práctica de la divulgación son de Campylobacter coli o Campylobacter lari. En vista de la divulgación, las 20
oligosacaril transferasas serían evidentes para un experto en la técnica. Por ejemplo, se desvelan oligosacaril 
transferasas en las referencias tales como Szymanski, CM. y Wren, B.W. (2005) Protein glycosylation in bacterial 
mucosal pathogens, Nat. Rev. Microbiol. 3:225-237. El operón pgl funcional puede estar presente naturalmente 
cuando dicho huésped procariota es Campylobacter spp., o, por ejemplo C. jejuni. Sin embargo como se ha 
demostrado anteriormente en la técnica y se ha mencionado anteriormente, el operón pgl se puede transferir en las 25
células y mantenerse funcional en dicho nuevo ambiente celular.

La expresión “operón pgl funcional de Campylobacter spp., preferentemente C. jejuni” significa que se refiere al 
agrupamiento de ácidos nucleicos que codifican la oligosacaril transferasa (OTasa) de Campylobacter spp., por 
ejemplo, C. jejuni, y una o más glicosil transferasa específicas capaces de ensamblar un oligosacárido en un 
vehículo lipídico, y en el que dicho oligosacárido se pueden transferir desde el vehículo lipídico a la proteína diana 30
que tiene una o más secuencias de aminoácidos optimizadas. D/E-X-N-Z-S/T por la OTasa. Se tiene que entender 
que la expresión “operón pgl funcional de Campylobacter spp., preferentemente de C. jejuni” en el contexto de la 
presente invención no se refiere necesariamente a un operón como una unidad transcripcional singular. La expresión 
simplemente necesita la presencia de los componentes funcionales para la N-glicosilación de la proteína 
recombinante en una célula huésped. Estos componentes se pueden transcribir como un ARNm o más separados y 35
se pueden regular juntos o por separado. Por ejemplo, la expresión también engloba componentes funcionales 
posicionados en el ADN genómico y plasmídico en una célula huésped. Con el fin de eficacia, en una realización, 
todos los componentes del operón pgl funcional se regulan y expresan simultáneamente.

La oligosacaril transferasa puede originar, en algunas realizaciones, de Campylobacter spp., y en otras 
realizaciones, a partir de C. jejuni. En realizaciones adicionales, la oligosacaril transferasas se puede originar de 40
otros organismos que son conocidos por los expertos en la técnica y tienen una oligosacaril transferasa, tal como, 
por ejemplo, Woloinella spp. y organismos eucariotas.

La una o más glicosil transferasas específicas capaces de ensamblar un oligosacárido de un vehículo lipídico se 
puede originar de la célula huésped o se introduce recombinantemente en dicha célula huésped, siendo la única 
limitación funcional que el oligosacárido ensamblado por dichas glicosil transferasas se pueden transferir desde el 45
vehículo lipídico a la proteína diana que tiene una o más secuencias de consenso optimizadas por la OTasa. Por lo 
tanto, la selección de la célula huésped que comprende glicosil transferasa especificas naturalmente y/o 
sustituyendo las glicosil transferasas presentes naturalmente en dicho huésped así como la introducción de glicosil 
transferasas heterólogas que hacen posible a los expertos en la técnica a variar los N-glicanos unidos al sitio de 
consenso de N-glicosilación optimizado en las proteínas de la presente divulgación.50

Como resultado de lo anterior, la presente divulgación proporciona el diseño individual de patrones de N-glicanos en 
las proteínas de la presente divulgación. Las proteínas pueden, por lo tanto, individualizarse en su patrón de N-
glicanos para ajustarse a las necesidades biológicas, farmacéuticas y de purificación.

En realizaciones de la presente divulgación, las proteínas pueden comprender una pero también más de una, tal 
como al menos dos, al menos 3 o al menos 5 de dichas secuencias de aminoácido optimizadas N-glicosiladas.55

La presencia de una o más secuencias de aminoácidos optimizadas N-glicosiladas en las proteínas de la presente 
divulgación puede ser una ventaja por el aumento de su inmunogenicidad, aumento de su estabilizar, afectar su 
actividad biológica, prologar su semivida biológica y/o simplificar su purificación.
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La secuencia de consenso optimizada puede incluir cualquier aminoácido excepto prolina en las posiciones X y Z. La 
expresión “cualquier aminoácido” quiere decir que engloba aminoácidos comunes y raros así como a derivados 
sintéticos de aminoácidos y análogos que seguirán permitiendo que la secuencia de consenso optimizada se N-
glicosile por la OTasa. Se prefieren aminoácidos de origen natural comunes y raros para X y Z. X y Z pueden ser el 
mismo o diferentes.5

Se señala que X y Z pueden ser diferentes en cada una de las secuencias de consenso optimizada en una proteína 
de acuerdo con la presente divulgación.

El N-glicano unido de la secuencia de consenso optimizada se determinará por la glicosil transferasa específica y su 
interacción cuando se ensambla el oligosacárido de un vehículo lipídico por transferencia mediante la OTasa. En 
vista de la presente divulgación, los expertos en la técnica serán capaces de diseñar un N-glicano variando el tipo y 10
cantidad de las glicosil transferasas específicas presentes en la célula huésped deseada.

“Monosacárido” como se utiliza en el presente documento se refiere a un resto de azúcar. “Oligo y polisacárido” se 
refiere a dos o más restos de azúcar. El término “glicanos” como se utiliza en el presente documento se refiere a 
mono, oligo o polisacáridos. “N-glicanos” se define en el presente documento como mono, oligo o polisacáridos de 
composiciones variables que están unidas a un nitrógeno de ε-amida de un resto de asparagina en una proteína 15
mediante una unión N-glicosídica. En una realización, los N-glicanos transferidos por una OTasa se ensamblan 
sobre un ancla lipídica de pirofosfato de undecaprenol (“Und-P-P”) que está presente en la membrana citoplasmática 
de una bacteria Gram-negativa o positiva. Están implicados en la síntesis del antígeno o, polisacárido y 
peptidoglicano O (Bugg, T. D., y Brandish, P. E. (1994). From peptidoglycan to glycoproteins: common features of 
lipid-linked oligosaccharide biosynthesis. FEMS Microbiol Lett 119, 255-262; Valvano, M. A. (2003). Export of O-20
specific lipopolysaccharide. Front Biosci 8, S452-471).

Se llevaron a cabo estudios para determinar si la biosíntesis de un tetrasacárido repetido unido a un lípido (4-N-acetil 
perosamina fucosaglucosa-GalNAc) se iniciaba por la formación de GalNAc-P-P-Und por WecA. Cuando las 
fracciones de membrana de las cepas K12, 0157, y PR4019, una cepa que sobre-expresa WecA de E. coli, se 
incubaban con UDP-[3H] GalNAc, no se detectaba ninguna síntesis enzimática de [3H] GlcNAc-P-P-Und ni [3H] 25
GalNAc-P-P-Und. Sin embargo, cuando se incubaban fracciones de membrana de la cepa 0157 con UDP-[3H] 
GlcNAc, se observaban dos productos marcados enzimáticamente con las propiedades químicas y cromatográficas 
de [3H] GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und, confirmando que la cepa 0157 contenía una epimerasa capaz de la 
interconversión de GlcNAc-P-P-Und y GalNAc-P-P-Und. La presencia de una epimerasa se confirmó también 
mostrando que la [H] GlcNAc-P-P-Und exógena se convertía en [3H] GalNAc-P-P-Und cuando se incubaban con 30
membranas de la cepa 0157. Cuando la cepa 0157 se marcaba metabólicamente con [3H] GlcNAc, se detectaban 
tanto [3H] GlcNAc-P-P-Und como [3H] GalNAc-P-P-Und. La transformación de la cepa 21546 de E. coli con el gen 
Z3206 hacía posible que estas células sintetizaran GalNAc-P-P-Und in vivo e in vitro. La reversibilidad de la reacción 
de epimerasas demostró mostrando que [3H] GlcNAc-P-P-Und se reformaba cuando las membranas de la cepa 0157 
se incubaba [3H] GalNAc-P-P-Und exógena. La incapacidad de Z3206 para complementar la pérdida del en gne en 35
la expresión del sistema de N-glicosilación de Campylobacter jejuni en E. coli indicaba que no funciona como una 
epimerasa de UDP-GlcNAc/ UDP-GalNAc. Basándose en estos resultados, se confirmó que la síntesis de GalNAc-P-
P-Und se sintetiza de manera reversible por un GlcNAc-P-P-Und epimerasa después de la formación de GlcNAc-P-
P-Und por WecA en E. coli 0157.

La reacción de inicio del ensamblaje de la subunidad del antígeno O en E. coli 0157 se investigó para confirmar que40
la síntesis de GalNAc-P-P-Und se cataliza por algunos mecanismos previamente desconocidos más que por WecA. 
Las pruebas presentadas en el presente documento demuestran que GalNAc-P-P-Und no se sintetiza por
transferencia de GalNAc-P a partir de UDP-GalNAc catalizada por WecA sino más bien por la epimerización 
reversible del 4-OH de GlcNAc-P-P-Und catalizada por una epimerasa codificada por el gen Z3206 en E. coli.

En consecuencia, la divulgación engloba una nueva ruta biosintética para el ensamblaje de un componente 45
importante de la superficie celular bacteriana así como una nueva ruta biosintética para la síntesis de GalNAc-P-P-
Und. Una realización adicional de la divulgación incluye la epimerasa bacteriana como una nueva diana para los 
agentes antimicrobianos.

La E. coli 0157 sintetiza un antígeno O con la estructura tetrasacarídica repetida (4-N-acetil-perosamina-
fucosaglucosaGalNAc). Se demuestra en el presente documento que la biosíntesis del intermediario50
tetrasacárido unido a lípido no se iniciaba por la transferencia enzimática de GalNAc-P a partir de UDP-GalNAc a 
Und-P catalizado por WecA, contrariamente a los estudios genéticos anteriores (Wang, L. y Reeves, P. R. (1998) 
Infect. Immun. 66, 3545-3551). La divulgación descrita en el presente documento, obtenida por búsquedas de 
homología y confirmada después por experimentos genéticos, enzimológicos, y experimentos de marcado 
metabólico, demuestran que la WecA no utiliza el UDP-GalNAc como sustrato, sino que la WecA es necesaria para 55
sintetizar GlcNAc-P-P-Und que entonces se convierte reversiblemente en GalNAc-P-P-Und por una epimerasa 
codificada por el gen Z3206 de la cepa 0157.

El gen Z3206 de la presente divulgación pertenece a una familia de genes presentes en varias cepas que producen 
unidades repetidas del antígeno O de superficie que contienen restos GalNAc en sus extremos reductores (Tabla 1). 
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La secuencia de gel Z3206 se muestra en la SEQ ID NO: 1. Los informes previos identificaban que dos genes de E. 
coli 055 (Wang, L., Huskic, S., Cisterne, A., Rothemund, D. y Reeves, P.R. (2002) J. Bacteriol. 184, 2620-2625) y E. 
coli 086 (Guo, H., Yi, W., Li, L. y Wang, P. G. (2007) Biochem. Biophys. Res. Comm., 356, 604-609), el gen gne de 
E. coli 055 y el gen gneI de E. coli 086, respectivamente, que son un 100 % idénticos al gen Z3206 (Tabla 1). La 
secuencia del gen gne de E. coli 055 se muestra como la SEQ ID NO: 3, y la secuencia del gen gneI de E. coli 086 5
se muestra como la SEQ ID NO: 5.

TABLA 1

Correlación del gen Z3206 en cepas bacterianas que expresan cadenas del antígeno O con GalNAc en los 
extremos reductores

% de identidad con 
Z3206

GalNAc en el extremo reductor de 
la unidad de repetición del antígeno 
O

gne de E. coli 055 (SEQ ID NO: 3) 100 Sí

gneI de E. coli 086 (SEQ ID NO: 5) 100 Sí

gne de Shigella boydii 018 (SEQ ID NO: 7) 88 Sí

gne de Salmonella enterica 030 (SEQ ID NO: 9) 94 Sí

gne de C. jejuni (SEQ ID NO: 11) 21 No

galE de E. coli K12 (SEQ ID NO: 13) 27 No

gne2 de E. coli 086 (SEQ ID NO: 15) 18 Sí

En consecuencia, los inventores concluyen que el gne de E. coli 055 y gen I de E. coli 086 también codifican 
epimerasas capaces de convertir el GlcNAc-P-P-Und en GalNAc-P-P-Und en las cepas 055 y 086, respectivamente, 10
que también producen unidades de repetición del antígeno O con GalNAc en los extremos reductores.

Dos estrategias experimentales en el presente estudio indican que la proteína Z3206 no cataliza la epimerización de 
UDP-GlcNAc a UDP-GalNAc en la cepa 0157. Primero, cuando las membranas de la cepa 0157 se incubaron con 
[3H]UDP-GalNAc, no se detectaban ni [3H] GlcNAc-P-P-Und ni [3H] GalNAc-P-P-Und (Tabla 3). Si Z3206 catalizara la 
conversión de [3H]UDP-GalNAc a [3H]UDP-GlcNAc, se esperaría que se debería observar [3H] GlcNAc-P-P-Und.15

Segundo, los inventores han demostrado que la Z3206 marcada con hemaglutinina era incapaz de complementar el 
sistema indicador de N-glicosilación en C. jejuni dependiente de UDP-GalNAc (FIG. 8).

El gen gne de E. coli 055 de la cepa 055 (Wang, L., Huskic, S., Cisterne, A., Rothemund, D. y Reeves, P.R. (2002) J. 
Bacteriol. 184, 2620-2625) también se ensayó en cuanto a la actividad epimerasa incubando extractos en bruto con 
UDP-GalNAc y ensayando indirectamente la conversión a UDP-GlcNAc midiendo un aumento de la reactividad con 20
p-dimetil-aminobenzaldehído después de la hidrólisis ácida. En ambos estudios, la formación del producto se basaba 
en los cambios de la reactividad con p-dimetilaminobenzaldehído, y sin caracterización definitiva del producto final 
azúcar nucleotídico. También se demostró que el 90 % del gne I de E. coli 086 marcado con polihistidina puro tenía 
un bajo nivel de actividad UDP-glucosa epimerasa con respecto a gne 2 en un ensayo acoplado.

En consecuencia, una realización de la invención se refiere a un sistema biosintético procariota que contiene el gen 25
Z3206, el gen gne de E. coli 055 o el gen gne I de E. coli 086 que convierte el GlcNAc-P-P-Und en GalNAc-P-P-Und.

Es significativo que la E. coli 086, que sintetiza un antígeno O que contiene restos de GalNAc, que presumiblemente 
necesitaría UDP-GalNAc como donante glicosílico para el extremo GalNAc no reductor adicional, también posee un 
gen GlcNAc 4-epimerasa, llamado gne 2, en el agrupamiento genético del antígeno O (Guo, H., Yi, W., Li, L. y Wang, 
P. G. (2007) Biochem. Biophys. Res. Commun., 356, 604-609). Este gen de epimerasa adicional tiene una alta 30
homología con el gen GalE del agrupamiento genético del ácido colánico y parece que es una UDP-GlcNAc 4-
epimerasa capaz de sintetizar UDP-GalNAc.

El gen Z3206 parece que está altamente conservado en los serotipos O de E. coli iniciados con GalNAc. En un 
recientes estudio, se exploraron 62 cepas de E. coli, con estructuras de unidades repetidas de antígenos O 
establecidos, en cuanto a la expresión de Z3206 mediante un procedimiento basado en una reacción en cadena de 35
la polimerasa utilizando cebadores de nucleótido diseñados para detectar específicamente el gen Z3206 de E. coli
0157 (Wang, L., Huskic, S., Cisterne, A., Rothemund, D. y Reeves, P.R. (2002) J. Bacteriol. 184, 2620-2625). En 
este estudio se detectó el Z3206 en 16 de las 22 cepas de E. coli que se sabía que contenían GalNAc, y en solo 4 
de las 40 cepas que carecían de GalNAc. Además, una exploración similar de 22 cepas que contenían GalNAc con 
cebadores diseñados para detectar una epimerasa alternativa con actividad UDP-GlcNAc 4-epimerasa (el gen GaIE 40
de E. coli 0113) no detectaba cepas que albergaran este gen, indicando que el Z3206 es el gen de la GlcNAc 4-
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epimerasa asociado más comúnmente con la presencia de un GalNAc en el extremo reductor en las unidades 
repetidas del antígeno O de E. coli.

El análisis de la secuencia proteica de Z3206 por una variedad de algoritmos de predicción topológica basada en 
internet indica que la proteína Z3206 no es altamente hidrófoba. La mayoría de los algoritmos de predicción 
topológica indican que Z3206 es una proteína soluble de 37 kDa, aunque TMPred (Hofmann, K., y Stoffel, W. (1993) 5
Biol. Chem. Hoppe-Seyler 374, 166 (extr.)) predecía una hélice transmembrana en el extremo N única débil. Sin 
embargo, la transferencia de Western después de la SDS-PAGE de fracciones celulares de las células de E. coli que 
expresaban Z3206 marcada con hemaglutinina muestra claramente que la proteína marcada se asocia con la 
fracción particulada después de la lisis hipotónica de las células. Los experimentos preliminares demostraban que la 
proteína se mantiene asociada con la fracción particulada después de la incubación de la fracción de la membrana 10
con KCl 1 M, pero se solubiliza en una forma activa por incubación con un 0,1 % de Triton X-100.

El Z3206 de E. coli 157 tiene una homología de secuencia significativa con la familia de deshidrogenasas/reductasas 
de cadena corta de las oxido-reductasas incluyendo el motivo GXXGXXG (plegamiento de Rossman), que coincida 
con el bolsillo de unión al NAD(P) (Allard, S. T. M., Giraud, M. F., y Naismith, J. H. (2001) Cell. Mol. Life Sci. 58, 
1650-1655) y la secuencia conservada S3/44Yª, implicada en la abstracción y donación de protones (Field, R. A. y15
Naismith, J. H. (2003) Biochemistry 42, 7637-7647). El modelo molecular basado en las estructuras cristalinas de la 
UDP-Glc 4-epimerasa, otro miembro de la familia de deshidrogenasas/reductasas de cadena corta, sugiere que
después de la abstracción de hidrido, el intermediario 4-ceto rota alrededor del fosfato β de UDP para presentar la 
cara opuesta del intermediario ceto y permitir la re-inserción del hidrido del lado opuesto, invirtiendo de esta manera 
la configuración del hidroxilo en el carbono 4. La presencia de estas secuencias conservadas sugiere que la Z3206 20
funciona probablemente mediante un mecanismo similar. Aunque la distribución en equilibrio de los productos de la 
epimerasa, que se ven en la FIG. 7, parece que favorecen la formación de GlcNAc-P-P-Und, la utilización de 
GalNAc-P-P-Und para el ensamblaje de la unidad repetida del antígeno O dirigiría la reacción de epimerización en la 
dirección de GalNAc-P-P-Und por acción masiva.

La epimerización de los restos glicosilo de intermediarios lipídicos poli-isoprenoides no se ha informado ampliamente 25
en la naturaleza. En un estudio previo, la 2-epimerización del ribosil-P-decaprenol para formar arabinosil-P-
decaprenol, se informó de un donante de arabinosilo en la síntesis de arabinogalactano en micobacterias (Mikusova, 
K., Huang, H., Yagi, T., Holsters, M., Vereecke, D., D’Haeze, W., Scherman, M. S., Brennan, P. J., McNeil, M. R., y
Crick, D. C. (2005) J. Bacteriol. 187, 8020-8025). El arabinosil-P-decaprenol se forma mediante una reacción de 
oxidación/reducción en dos etapas que necesita dos proteínas micobacterianas Rv3790 y Rv3791. Aunque la 30
epimerización se estimulaba modestamente por adición de NAD y NADP, ni la Rv3790 ni Rv3791 contenían el
plegamiento de Rossman o el motivo S 24YXXXK, característicos de la familia de deshidrogenasas/reductasas de 
cadena corta (Allard, S. T. M., Giraud, M.-F. y Naismith, J. H. (2001) Cell. Mol. Life Sci. 58, 1650-1655; Field, R. A. y
Naismith, J. H. (2003) Biochemistry 42, 7637-7647).

En resumen, se describe una nueva ruta biosintética para la formación de GalNAc-P-P-Und mediante la35
epimerización de GlcNAc-P-P-Und.

Se ha demostrado que varios antibióticos inhiben la síntesis de GlcNAc-P-P-Und, pero tiene una utilidad limitada 
debido a que también bloquean la síntesis de GlcNAc-P-P-dolicol, el intermediario unido a dolicol iniciador de la ruta 
de la N-glicosilación de las proteínas. Aunque el GlcNAc-P-P-dolicol es un equivalente en mamíferos relacionado 
estructuralmente al intermediario glicolípido bacteriano, el GlcNAc-P-P-Und, no existen pruebas de una reacción de 40
epimerización similar que convierta el GlcNAc-P-P-dolicol en GalNAc-P-P-dolicol en células eucariotas. Por lo tanto, 
esto aumenta la posibilidad de que en las cepas en las que el antígeno O de superficie que contienen GalNAc en los 
extremos reductores están implicados en un proceso patológico. La síntesis del antígeno O podría bloquearse
potencialmente inhibiendo las epimerasas bacterianas.

Una realización de la presente divulgación implica un epimerasa que convierte GlcNAc-P-P-Und (N-45
acetilglucosaminil-pirofosforil-undecaprenol) en GalNAc-P-P-Und (N-acetilgalactosaminil-pirofosforil-undecaprenol) 
en E. coli 0157. Un aspecto ejemplar adicional más de la invención implica el inicio de síntesis de tetrasacáridos de 
repetidos unidos a lípidos que tienen GalNAc en el extremo reductor.

La base de otro aspecto de la invención incluye el descubrimiento de que el Campylobacter jejuni contiene un 
sistema de glicosilación unida a N de proteínas general. Se ha demostrado que distintas proteínas de C. jejuni se 50
modifican mediante un heptasacárido. Este heptasacárido se ensambla sobre el pirofosfato de undecaprenilo, el 
vehículo lipídico, en el lado citoplasmático de la membrana interna por la adición por etapas de monosacáridos 
nucleotídicos activados catalizados por glicosil transferasas específicas. El oligosacárido unido al lípido se difunde 
transversalmente (flip-flop) en el espacio periplásmico mediante una flipasa, por ejemplo, PgIK. En la etapa final de 
la glicosilación unida a N de la proteína, la oligosacaril- transferasa (por ejemplo, PgIB) cataliza la transferencia de 55
oligosacárido desde el vehículo lipídico a restos de asparagina (Asn) con la secuencia de consenso D/E-X-N-Z-S/T, 
en la que X y Z puede ser cualquiera aminoácido excepto prolina. El agrupamiento de glicosilación para el
heptasacárido se ha trasferido satisfactoriamente a E. coli y se han producido glicoproteínas unidas a N de 
Campylobacter.
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Se ha demostrado que la PgIB no tiene una especificidad estricta para el sustrato de azúcar unido a un lípido. Los 
polisacáridos antigénicos unidos en pirofosfato de undecaprenilo se capturan por la PgIB en el periplasma y se
transfieren a un vehículo proteico (Feldman, 2005; Wacker, M., y col., Sustrate specificity of bacterial 
oligosaccharyltransferase suggests a common transfer mechanism for the bacterial and eukaryotic systems. Proc 
Natl Acad Sci USA, 2006. 103(18): p. 7088-93). La enzima también transferirá una matriz diversa de oligosacáridos 5
unidos a pirofosfato de undecaprenilo (UPP) si contienen una hexosamina N-acetilada en el extremo reductor. La 
secuencia de nucleótidos de PgIB y la secuencia de aminoácidos para PgIB están publicados en el documento
WO2009/104074.

En consecuencia, una realización de la divulgación implica una proteína N-glicosilada recombinante que comprende: 
una o más de una secuencia de consenso introducida, D/E-X-N-Z-S/T, en la que X y Z pueden ser cualquier 10
aminoácido natural excepto prolina; y un oligo o polisacárido que tiene N-acetilgalactosamina en el extremo reductor 
y está unido por N a cada una de dichas una o más secuencias de consenso introducidas por un enlace N-
glicosídico.

En una realización adicional, la presente divulgación se refiere a un sistema biosintético procariota recombinante 
para la producción de todo o parte de un polisacárido que comprende una epimerasa que sintetiza N-15
acetilgalactosamina (“GalNAc”) sobre pirofosfato de undecaprenilo. En una realización adicional, todo o una parte del 
polisacárido es antigénico.

En otra realización, la presente divulgación se refiere a un sistema biosintético procariota recombinante que 
comprende: una epimerasa que sintetiza GalNAc sobre pirofosfato de undecaprenilo; y glicosil transferasas que 
sintetizan un polisacárido que tiene GalNAc en el extremo reductor.20

Una realización de la divulgación que comprende adicionalmente un sistema biosintético procariota recombinante 
que comprende una epimerasa que sintetiza GalNAc sobre pirofosfato de undecaprenilo y glicosil transferasas que 
sintetizan un polisacárido, en el que dicho polisacárido tiene la siguiente estructura: α-D-PerNAc-α-L-Fuc-β-D-Glc-α-
D-GalNAc; y en el que GalNAc está en el extremo reductor de dicho polisacárido.

El sistema biosintético procariota recombinante puede producir mono, oligo o polisacáridos de distintos orígenes. 25
Dichos oligo y polisacáridos pueden ser de origen procariota o eucariota. Los oligo o polisacáridos de origen 
procariota pueden ser de bacterias Gram-negativas o Gram-positivas. En una realización de la invención, el oligo o 
polisacárido es de E. coli. En un aspecto adicional de la invención, dicho oligo o polisacárido es de E. coli 0157. En 
otra realización, dicho oligo o polisacárido comprende la siguiente estructura: α-D-PerNAc-α-L-Fuc- β-D-Glc-α-D-
GalNAc. En una realización adicional de la invención, el oligo o polisacárido es de Shigella flexneri. En una 30
realización adicional más, el oligo o polisacárido es de Shigella flexneri 6. En un aspecto adicional más, dicho oligo o 
polisacárido comprende la siguiente estructura:

Las realizaciones de la divulgación incluyen adicionalmente proteínas de distintos orígenes. Dichas proteínas 
incluyen proteínas nativas a organismos procariotas y eucariotas. El vehículo proteico puede ser, por ejemplo, AcrA35
o un vehículo proteico que se ha modificado para que contenga la secuencia de consenso para la glicosilación 
proteica, es decir, D/E-X-N-Z-S/T, en la que X y Z puede ser cualquier aminoácido excepto prolina (por ejemplo, una 
Exotoxina de Pseudomonas aeruginosa (“EPA”)). En una realización de la invención, la proteína es EPA de
Pseudomonas aeruginosa.

Un aspecto adicional de la divulgación implica nuevas vacunas bioconjugadas que tienen GalNAc en el extremo 40
reductor del n-glicano. Una realización adicional de la divulgación implica una nueva estrategia para producir dichas 
vacunas bioconjugadas que utiliza células bacterianas recombinantes que contienen una epimerasa que produce 
GalNAc sobre pirofosfato de undecaprenilo. En una realización, las vacunas bioconjugadas pueden utilizarse para 
tratar o prevenir enfermedades bacterianas. En realizaciones adicionales, las vacunas bioconjugadas pueden tener
un potencial terapéutico y/o profiláctico para el cáncer u otras enfermedades.45

Una dosificación de vacunación típica para seres humanos es aproximadamente 1 a 25 µg, preferentemente 
aproximadamente 1 µg a aproximadamente 10 µg, más preferentemente aproximadamente 10 µg. Opcionalmente, 
una vacuna, tal como una vacuna bioconjugada de la presente invención, incluye un adyuvante.

En una realización adicional, la presente divulgación se refiere a un sistema de expresión para la producción de una 
vacuna bioconjugada contra al menos una bacteria que comprende: una secuencia de nucleótidos que codifica una 50
oligosacaril transferasa; una secuencia de nucleótidos que codifica un vehículo proteico; al menos un agrupamiento 
genético de polisacáridos de la al menos una bacteria, en la que el polisacárido contienen GalNAc en el extremo 
reductor; y una secuencia de ácido nucleico que codifica una epimerasa. En una realización adicional, el 
agrupamiento genético de polisacáridos codifica un polisacárido antigénico.
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En otra realización adicional más, la presente invención se refiere a un sistema de expresión para la producción de 
una vacuna bioconjugada contra al menos una bacteria que comprende: una secuencia de nucleótidos que codifica 
una oligosacaril transferasa; una secuencia de nucleótido que codifica un vehículo proteico que comprende al menos 
un secuencia de consenso insertada, D/E-X-N-Z-S/T, en el que X y Z puede ser cualquier aminoácido natural 
excepto prolina; al menos un agrupamiento genético de polisacárido de la al menos una bacteria, en el que el 5
polisacárido contiene GalNAc en el extremo reductor; y el gen Z3206. En una realización adicional, el agrupamiento 
genético de polisacárido codifica un polisacárido antigénico.

En otra realización, la presente divulgación se refiere a una vacuna bioconjugada que comprende: un vehículo 
proteico; al menos una cadena de polisacárido inmunogénico unida al vehículo proteico, en el que dicho polisacárido 
tiene GalNAc en el extremo reductor, y adicionalmente en el que dicho GalNAc está unido directamente al vehículo 10
proteico; y un adyuvante.

En una realización adicional más, la presente divulgación se refiere a una vacuna bioconjugada que comprende. un 
vehículo proteico que comprende al menos una secuencia de consenso insertada, D/E-X-N-Z-S/T, en la que X y Z 
puede ser cualquier aminoácido natural excepto prolina; al menos un polisacárido inmunogénico de al menos una 
bacteria, unido al vehículo proteico, en el que al menos un polisacárido inmunogénico contiene GalNAc en el 15
extremo reductor unido directamente al vehículo proteico; y, opcionalmente, un adyuvante.

Otra realización de la divulgación se refiere a un procedimiento de producción de una vacuna bioconjugada, 
comprendiendo dicho procedimiento: ensamblaje de un polisacárido que tiene GalNAc en el extremo reductor en un 
organismo recombinante mediante el uso de glicosil transferasas; unir dicho GalNAc a un resto de asparagina de 
una o más proteínas diana en dicho organismo recombinante, en el que dicha una o más proteínas diana contienen 20
uno o más epítopos de linfocitos T.

En una realización adicional, la presente divulgación se refiere a un procedimiento de producción de una vacuna 
bioconjugada, comprendiendo dicho procedimiento: la introducción de información genética que codifica un aparato 
metabólico que lleva a cabo la N-glicosilación de una proteína diana en un organismo procariota para producir un 
organismo procariota modificado; en el que la información genética necesaria para la expresión de una o más 25
proteínas recombinantes se introduce en dicho organismo procariota; en el que la información genética necesaria 
para la expresión de la epimerasa de la cepa 0157 de E. coli se introduce en dicho organismo procariota; y en el que 
el aparato metabólico comprende glicosil transferasas de un tipo que ensambla un polisacárido que tiene GalNAc en 
el extremo reductor en un vehículo lipídico, y una oligosacaril transferasa, uniendo covalentemente la oligosacaril 
transferasa el GalNAc del polisacárido a un resto de asparagina de la proteína diana, y conteniendo la proteína 30
diana al menos un epítopo de linfocito T; producir un cultivo del organismo procariota modificado; y obtener las 
proteínas glicosiladas del medio de cultivo.

Un aspecto adicional de la presente divulgación se refiere a una composición farmacéutica. Un aspecto adicional de 
la divulgación implica una composición farmacéutica que comprende al menos una proteína N-glicosilada de acuerdo 
con la invención. A la luz de la divulgación del presente documento, la preparación de medicamentos que 35
comprenden las proteínas se conoce bien en la técnica. un aspecto adicional más de la divulgación se refiere a una 
composición farmacéutica que comprende un antibiótico que inhibe una epimerasa que convierte GlcNAc-P-P-Und 
en GalNAc-P-P-Und. En una realización preferida, la composición farmacéutica de la invención comprende un 
excipiente, diluyente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

Los excipientes, diluyentes y/o adyuvantes adecuados se conocen bien en la técnica. Un excipiente o diluyente 40
puede ser un material sólido, semi-sólido o líquido que puede servir como vehículo o medio para el principio activo. 
Un experto en la técnica en el campo de la preparación de composiciones puede seleccionar fácilmente la forma 
apropiada y modo de administración dependiendo de las características particulares del producto seleccionado, la 
enfermedad o afección que se va a tratar, el estadio de la enfermedad o afección, y otras circunstancias relevantes 
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (1990)). La proporciona y naturaleza del diluyente o45
excipiente farmacéuticamente aceptable se determinan por la solubilidad y propiedades químicas del principio 
farmacéuticamente activo seleccionado, la vía de administración escogida, y la práctica farmacéutica convencional. 
La preparación farmacéutica puede adaptarse para su uso oral, parenteral o tópico y puede administrarse al paciente 
en forma de comprimidos, cápsulas, supositorios, solución, suspensiones o similares. Los compuestos 
farmacéuticamente activos de la presente divulgación, aunque son efectivos por sí mismos, se pueden formular y 50
administrar en forma de sus sales farmacéuticamente aceptables, tales como sales por adición de ácido o sales por 
adición de bases, con fines de estabilidad, conveniencia de cristalización, aumento de solubilidad, y similares.

En ciertos casos en los que las secuencias específicas de nucleótidos o aminoácidos se señalan, se entenderá que 
la presente divulgación engloba secuencias homólogas que tengan la misma funcionalidad de las secuencias 
señaladas. En una realización de la divulgación, dichas secuencias son al menos un 90 % homólogas. En otras 55
realizaciones adicionales más, dichas secuencias son al menos un 95 % homólogas.

La determinación del porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos se conoce por los 
expertos en la técnica.
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Las secuencias de ácido nucleico que se describen en el presente documento, tal como las que se describen en el 
listado de secuencias posterior, son ejemplos solamente, y será evidente para un experto en la técnica que las 
secuencias se pueden combinar de diferentes maneras. Realizaciones adicionales de la divulgación incluyen 
variantes de ácidos nucleicos. Una variante de un ácido nucleico (por ejemplo, un ácido nucleico con codón 
optimizado) puede ser sustancialmente idéntica, es decir, al menos un 80 % idéntica, por ejemplo, un 80 %, 85 %, 5
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 99,5 % idéntica, a las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 
3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, 
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 29. Variantes de ácidos nucleicos de una secuencia que contiene las 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ 10
ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ 
ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 29 incluyen ácidos nucleicos con una 
sustitución ,variación, modificación, remplazo, eliminación, y/o adición de uno o más nucleótidos (por ejemplo, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 1 1, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 
175 o 200 nucleótidos) de una secuencia que contiene las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID 15
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID 
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 , SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27, SEQ ID 
NO: 28 o SEQ ID NO: 29, o partes de las mismas.

Por ejemplo, en una realización de la presente divulgación, dichas variantes incluyen ácidos nucleicos que codifican 
una epimerasa que convierte GlcNAc-P-P-Und en GalNAc-P-P-Und y que i) se expresan en una célula huésped, tal 20
como, por ejemplo, E. coli y ii) son sustancialmente idénticas a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID 
NO: 7 o SEQ ID NO: 9, o partes de las mismas.

Los ácidos nucleicos descritos en el presente documento incluyen ADN recombinante y ADN sintético (por ejemplo, 
sintético químicamente). Los ácidos nucleicos pueden ser de doble cadena o cadena sencilla En el caso de ácidos 
nucleicos de cadena sencilla, el ácido nucleico puede ser una cadena en sentido o una cadena antisentido. Los 25
ácidos nucleicos se pueden sintetizar utilizando análogos derivados de oligonucleótidos.

Los plásmidos que incluyen un ácido nucleico descrito en el presente documento se pueden transfectar o 
transformar en células huésped para la expresión. Las técnicas para la transfección y transformación son conocidas 
por el experto en la técnica.

Se tiene que entender que el término “o”, como se utiliza en el presente documento, denota alternativas que pueden, 30
si es apropiado, combinarse; es decir, el término “o” incluye cada uno de las alternativas enumeradas por separado 
así como su combinación. Como se utiliza en el presente documento, a menos que el contexto dicte claramente otra 
cosa, las referencias al singular, tal como las formas singulares de “un”, “una” y “el”, incluyen el plural, y las 
referencias al plural incluyen el singular.

La invención se define adicionalmente en referencia a los siguientes ejemplos que describen adicionalmente las 35
composiciones y procedimientos de la presente invención, así como su utilizad. Será evidente para los expertos en 
la técnica que pueden practicarse modificaciones de las composiciones y procedimientos, y mantenerse en el ámbito 
de la invención.

Ejemplos

Cepas bacterianas y Plásmidos – Las cepas de E. coli PR4019 (Rush, J. S., Rick, P. D. y Waechter, C. J. (1997) 40
Glycobiology, 7, 315-322) y PR21546 (Meier-Dieter, U., Starman, R., Barr, K., Mayer, H. y Rick, P. D. (1990) J. Biol. 
Chem., 265, 13490-13497) fueron donadas generosamente por el Dr. Paul Rick, Bethesda, MD, y E. coli 0157:H45 
(Stephan, R., Borel, N., Zweifel, C, Blanco, M., y Blanco, J.E. (2004) BMC Microbiol 4: 10) era un regalo del Dr. 
Claudio Zweifel, Instituto Veterinario, Universidad de Zurich. E. coli H5or (Invitrogen) se utilizó como el huésped para 
los experimentos de clonación y para los análisis de glicosilación proteica. Los plásmidos utilizados se enumeran en 45
la Tabla 2.

TABLA 2

Plásmidos utilizados en los Ejemplos

Plásmido Descripción Ref.

pMLBAD Vector de clonación, TmpR Lefebre & Valvano 
(2002)

pMLBAD:Z3206 (SEQ ID 
NO: 23)

Z3206 en pMLBAD, TmpR, expresión controlada por un 
promotor inducible por arabinosa 

Ejemplos del presente 
documento

pMLBAD:gne (SEQ ID NO: 
24)

gne en pMLBAD, TmpR, expresión controlada por un 
promotor inducible por arabinosa

Ejemplos del presente 
documento
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(continuación)

Plásmidos utilizados en los Ejemplos

Plásmido Descripción Ref.

pACYCpgI Agrupamiento de pgl de C. jejuni CmR Wacker, y col. (2002)

pACYCgne::kan Agrupamiento de pgl de C. jejuni que contiene un casete kan 
en gne, CmR, KanR Linton, y col. (2005)

pWA2
AcrA soluble pariglásmica marcada con hexa-His bajo el 
control del promotor Tet en pBR322, AmpR Feldman, y col. (2005)

Materiales – Se obtuvieron [I,6-3H]GlcNAc (30 Ci/mmol), UDP-[I-3H]GlcNAc (20 Ci/mmol) y UDP-[6-3H]GalNAc (20 
Ci/mmol) en American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, MO). Las placas de capa fina en gel G de sílice Quantum 
1 son un producto de Quantum Industries (Fairfield, NJ),y placas de Gel G de sílice Si250 Baker se fabricaron en 5
Mallinckrodt Chemical Works. El extracto de levadura y Bacto-peptona son productos de BD Biosciences. Todos los 
demás productos químicos se obtuvieron de fuentes comerciales convencionales. Se añadieron Trimetoprim (50 
µg/ml), cloranfenicol (20 µg/ml), ampicilina (100 µg/ml), y kanamicina (50 µg/ml) si era necesario.

Construcción de Plásmidos recombinantes – La cepa DH5a de E. coli se utilizó para los experimentos de clonación 
de ADN y los plásmidos construidos se verificaron por secuenciación de ADN. El gen Z3206 se amplificó a partir de 10
E. coli 0157: H45 por PCR con los oligonucleótidos Z3206-Fw y Z3206-RvHA 
(AAACCCGGGATGAACGATAACGTTTTGCTC (SEQ ID NO: 17) y AAATCTAGATTAAGCGTAATCTGGAACATC 
GTATGGGTACTCAGAAACAAACGTTATGTC (SEQ ID NO: 18); los sitios de restricción están subrayados). El 
fragmentos de PCR se digirió con SmaI y XbaI y se ligó en el vector pMLBAD escindido en SmaI-XbaI (Lefebre, M. 
D. y Valvano M. A. (2002) Appl Environ Microbiol 68: 5956-5964). Esto daba como resultado el plásmido 15
pMLBAD:Z3206 (SEQ ID NO: 23) que codifica Z3206 con un marcador de hemaglutinina en el extremo C.

El gne se amplificó a partir del pACYCpgI (Wacker, M., Linton, D., Hitchen, P.G., Nita-Lazar, M., Haslam, S.M., 
North, S.J., Panico, M., Morris, H.R., Dell, A., Wrenn, B.W., Aebi, M. (2002) Science 298, 1790-1793), que codifica el 
agrupamiento pgI de Campylobacter jejuni, con los oligonucleótidos gne-Fw y gne-RV 
(AAACCATGGATGAAAATTCTTA TTAGCGG (SEQ ID NO: 19) y20
AAATCTAGATTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGCACTGTTTTTCCCAATC (SEQ ID NO: 20); los sitios 
de restricción están subrayados). El producto de la PCR se digirió con NcoI y XbaI y se ligó en los mismos sitios del 
pMLBAD para generar el plásmidos pMLBAD: gne (SEQ ID NO: 24) que codifica Gne con un marcador de 
hemaglutinina en el extremo C (Tabla 2).

Condiciones de cultivo, Expresión proteica e inmunodetección – Las cepas de E. coli se cultivaron en medio Luria-25
Bertani (un 1 % extracto de levadura, un 2 % de Bacto-peptona, un 0,6 % de NaCl) a 37 ºC con agitado vigoroso. La 
expresión inducible por arabinosa se consiguió añadiendo arabinosa a una concentración final de un 0,02-0,2 %
(p/v) a las células de E. coli hasta un A600 de 0,05-0,4. Se añadió la misma cantidad de arabinosa de nuevo 5 h tras 
la inducción, y se continuó la incubación durante 4-15 h.

Procedimientos analíticos – Las concentraciones proteicas se determinaron utilizando el ensayo proteico BCA 30
(Pierce) después de la precipitación de las proteínas de membrana con desoxicolato y ácido tricloroacético de 
acuerdo con el boletín Pierce Biotechnology “Eliminate Interfering Sustances from Samples for BCA Protein Assay”. 
Las muestras se analizaron en cuanto a la radioactividad por espectrometría de centelleo en un espectrofotómetro 
de centelleo líquido Packard Tri-Carb 2100TR después del a adición de 0,5 ml de un 1 % de SDS y 4 ml de 
Econosafe Economical Biodegradable Counting Mixture (Research Products International, Corp., Mount Prospect, 35
IL).

Ejemplo 1: Identificación de un gen de E. coli 0157 que codifica GlcNAc-P-P-Und 4-epimerasa

Los inventores describen en el presente documento el sorprendente descubrimiento de una nueva ruta biosintética 
en la que se forma GalNAc-P-P-Und por epimerización del 4-OH de GlcNAc-P-P-Und catalizada por la acción 
desconocida anteriormente de una 4-epimerasa. En esta ruta, el GlcNAc-P-P-Und se forma por la transferencia de 40
GlcNAc-P del UDP-GlcNAc, catalizada por WecA, y después se epimeriza el GlcNAc-P-P-Und en GalNAc-P-P-Und 
por la GlcNAc-P-P-Und-4-epimerasa, que era una ruta desconocida previamente (FIG. 2).

El gen que codifica un candidato para la GlcNAc-P-P-Und-4-epimerasa se identificó por búsqueda de homología de 
ADN. Las búsquedas de homología se llevaron a cabo utilizando las bases de datos de la U.S. National Library of 
Medicine que se encuentra en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Se exploraron las secuencias genómicas de las 45
diferentes bacterias que codifican las unidades repetidas del antígeno O que tienen un GalNAc en el extremo 
reductor. Un grupo con una unidad repetida que contenía GalNAc en el extremo reductor, y un segundo grupo que 
carecía de un GalNAc terminal en la unidad repetida se compararon para identificar las epimerasas potenciales. 
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Utilizando estos criterios, se identificó el Z3206 como candidata de GlcNAc-P-P-Und-4-epimerasa (Tabla 1).

Los genes de GlcNAc 4- epimerasa presentes en las cepas de E. coli con unidades repetidas del antígeno O que 
contenían GalNAc se pueden separar en dos grupos de homología como se muestra en la Tabla 1. Se descubrió 
sorprendentemente que un grupo de homología (que contenía el gneI) se correlacionaba claramente con la 
presencia de GalNAc como el azúcar de inicio en la unidad repetida del antígeno O. Se descubrió 5
sorprendentemente adicionalmente que el segundo grupo (que contenía gneI) presentaba un alto grado de similitud 
con la UDP-Glc epimerasa, GalE, y se encuentra en las cepas de E. coli que no inician la síntesis de unidades 
repetidas del antígeno O con GalNAc. Se identificó el gen Z3206 en E. coli 0157, un gen con un alto grado de 
homología con gneI, como un candidato para la GlcNAc-P-P-Und-4-epimerasa. La localización genómica del gen 
Z3206 es consistente con un papel en esta ruta, ya que reside entre gaIF del agrupamiento del antígeno O y wcaM 10
que pertenece al agrupamiento del ácido colánico.

La investigación descrita en los Ejemplos 2-1 1 confirma además los descubrimientos anteriores, incluyendo la 
GlcNAc 4-epimerasa (E. coli 0157 Z3206) como que cataliza la formación de GalNAc-P-P-Und.

Ejemplo 2: UDP-GalNAc no es un sustrato para WecA de E. coli (GlcNAc-fosfotransferasa)

Para determinar si la WecA de E. coli utilizará el UDP-GalNAc como un donante GalNAc-P para formar GalNAc-P-P-15
Und, se incubaron fracciones de membrana de las cepas K12, PR4019 de E. coli, una cepa que sobre-expresa
WecA, y 0157, que sintetiza un tetrasacárido de unidad repetida de antígeno O con GalNAc en el extremo reductor
presumiblemente iniciado por la síntesis de GalNAc-P-P-Und, con UDP-[3H]GalNAc.

Preparación de la membrana de E. coli – Las células bacterianas se recolectaron por centrifugación a 1.000 x g 
durante 10 min, se lavaron una vez con solución salina tampón de fosfato enfriada en hielo, una vez con agua fría, y 20
una vez con 10 mM de Tris-HCl, pH 7,4, 0,25 M de sacarosa, 10 mM EDTA que contenía 0,2 mg/ml de lisozima, y se 
incubó a 30 ºC durante 30 min. Las células bacterianas se recuperaron por centrifugación a 1.000 x g durante 10 
minutos, se re-suspendieron rápidamente en 40 volúmenes de Tris-HCl 10 mM enfriado en hielo, pH 7,4, y se 
colocaron en hielo. Después de 10 min las células se homogeneizaron con 15 golpes con un homogeneizador de 
Dounce ajustado y se suplementaron con 0,1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo y sacarosa a una concentración 25
final de 0,25 M. Las células sin romper se retiraron por centrifugación a 1.000 x g durante 10 min, y los envoltorios 
celulares se recuperaron por centrifugación a 40.000 x g durante 20 min. La fracción de membrana se res-suspendió 
en 10 mM de Tris-HCl, pH 7,4, 0,25 M de sacarosa, 1 mM de EDTA y de nuevo se sedimentó a 40.000 x g y se re-
suspendió en el mismo tampón a una concentración de ~ 20 mg/ml. Las fracciones de membrana se almacenaron a 
-20 ºC hasta que se necesitaran.30

Ensayo para la biosíntesis de [3H] GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und en membranas de E. coli – Las mezclas 
de reacción in vitro para la síntesis de GlcNAc-P-P-Und y GalNAc-P-P-Und contenían 50 mM de Tris-HCl, pH 8, 40 
mM de MgCl2, 5 mM de ditiotreitol, 5 mM de 5’AMP, fracción de membrana de E. coli (50-200 µg de proteína de 
membrana), y 5 µM de UDP-[3H]GlcNAc/GalNAc (500-2500 dpm/pmol) en un volumen total de 0,05 ml. Después de 
la incubación a 37 ºC se terminaron las reacciones por la adición de 40 volúmenes de CHCl3/CH3OH (2:1), y el 35
extracto lipídico total que contiene [H]HexNAc-P-P-undecaprenoles se preparó como se había descrito previamente 
(Waechter, C. J., Kennedy, J. L. y Harford, J. B. (1976) Arch. Biochem. Biophys. 174, 726-737). Después de la 
partición, la fase orgánica se secó con una corriente de nitrógeno y se re-disolvió en 1 ml de CHCl3/CH3OH (2:1) y se 
retiró una alícuota (0,2 ml), se secó en un vial de centelleo, y se analizó en cuanto a la radioactividad por 
espectrometría de centelleo líquida en un espectrómetro de centelleo líquido Packard Tri-Carb 2100 TR. Para 40
determinar la tasa de síntesis de [3H] GlcNAc-P-P-Und o [3H] GalNAc-P-P-Und, se secó el extracto lipídico bajo una 
corriente de nitrógeno, se re-disolvió en una pequeño volumen de CHCl3/CH3OH (2:1), y se esparció en una placa de 
gel de sílice Baker Si250 impregnada de borato de 10 x 20 cm, y se desarrolló la placa con CHCl3, CH3OH, H2O, 0,2 
M de borato sódico (65:25: 2:2). Los glicolípidos individuales se detectaron en un Bioscan AR2000 Imaging Scanner 
(Bioscan, Washington, D.C). Las tasas biosintéticas de cada glicolípido se calcularon multiplicando la cantidad total 45
de radioactividad en [3H] GlcNAc/ GalNAc-P-P-Und por el porcentaje de los [3H]glicolípidos individuales.

Las fracciones de membrana de las diferentes cepas de E. coli (K12, PR4019 y 0157) se incubaron con UDP-
[3H]GlcNAc o UDP-[3H]GalNAc y se determinó la incorporación en [3H] GlcNAc/ GalNAc-P-P-Und como se ha 
descrito anteriormente. Como se ve en la Tabla 3, no se detectaron glicolípidos marcados después de la incubación 
con UDP-[3H]GalNAc, solo era detectable el GlcNAc-P-P-Und cuando las fracciones de membrana se incubaron con 50
UDP- [3H]GlcNAc.
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TABLA 3

Síntesis de [H]GlcNAc/GalNAc-P-P-undecaprenol en fracciones de membrana de E. coli utilizando UDP-[3H]GlcNAc 
o UDP-[3H]GalNAc como sustrato

Fuente de membranas
Nucleótidos de azúcares
añadidos

[3H]Glicolípidos formados

GlcNAc-P-P-Und GalNAc-P-P-Und

(pmol/mg) (pmol/mg)

K12 UDP-[3H]GlcNAc 6,4 <0,01

K12 UDP-[3H]GalNAc <0,01 <0,01

PR4019 UDP-[3H]GlcNAc 44 <0,01

PR4019 UDP-[3H]GalNAc <0,01 <0,01

0157 UDP-[3H]GlcNAc 1,5 0,5

0157 UDP-[3H]GalNAc <0,01 <0,01

Además, ni la adición de Und-P exógenos a las incubaciones con membranas de PR4019, la cepa que sobre-
expresa WecA, ni la adición de fracciones citosólicas de células 0157 resultaba en la formación de GalNAc-P-P-Und
de UDP-GalNAc. Estos resultados demuestran que UDP-GalNAc no es un sustrato para la WecA y sugiere que el 5
GalNAc-P-P-Und se forma por un mecanismo alternativo.

Cuando las membranas de la cepa K12 se incubaban con UDP- [3H]GlcNAc, se sintetizaba [3H] GlcNAc-P-P-Und 
como se esperaba (Rush, J. S., Rick, P. D. y Waechter, C. J. (1997) Glycobiology, 7, 315-322). Sin embargo, cuando 
se incubaban las membranas de la cepa 0157 con UDP- [3H]GlcNAc, además de [3H] GlcNAc-P-P-Und, se 
observaba un segundo lípido marcado que demostraba ser el [3H] GalNAc-P-P-Und (véase posteriormente). Cuando 10
el curso de tiempo para la formación de los dos glicolípidos se examinaban, la incorporación de radioactividad en 
[3H] GlcNAc-P-P-Und (FIG. 1, O) se producía más rápidamente y en una extensión mayor que en [3H] GalNAc-P-P-
Und (FIG. 1, ·), compatible con la relación precursor-producto (FIG. 2).

La observación de que las membranas de E. coli 0157 no utilizan UDP-GalNAc como donante GalNAc-P para la 
síntesis de GalNAc-P-P-Und es un ejemplo que confirma la ruta biosintética parala formación de GalNAc-P-P-Und 15
que se ilustra en la FIG. 2. En este esquema, se forma GlcNAc-P-P-Und por transferencia de GlcNAc-P a partir de 
UDP-GlcNAc, catalizada por WecA, y después se epimeriza el GlcNAc-P-P-Und por la acción de una 4-epimerasa 
previamente desconocida para producir el GalNAc-P-P-Und.

Ejemplo 3: Caracterización de GalNAc-P-P-Und formado in vitro con fracciones de membrana de la cepa 
0157 de E. coli20

Consistentemente con el producto glicolípido específico de 0157 adicional detectado en la FIG. 1, como GalNAc-P-
P-Und, era estable en metanolisis alcalina moderada (tolueno/metanol 1:3, que contenía 0,1 N de KOH, 0 ºC, 60 
min), mantenido en DEAE-celulosa equilibrada en CHCl3/CH3OH/H2O (10:10:3), y se eluyó con CHCl3/CH3OH/H2O 
(10:10:3) que contenía 20 mM de acetato amónico como se informó anteriormente para [3H] GlcNAc,-2-P-P-Dol 
(Waechter, C. J. y Harford, J. B. (1977) Arch. Biochem. Biophys. 181, 185-198).25

El GalNAc-P-P-Und se resolvía claramente a partir del GlcNAc-P-P-Und por cromatografía de capa fina en gel de 
sílice G impregnado con borto (Kean, E. L. (1966) J. Lipid Res. 7, 449-452) y se purificó por TLC preparatoria como 
se muestra en las FIG. 3A y FIG. 3B.

Preparación de las placas de capa fina impregnadas con borato y papel Whatman Nº 1 – Las placas de capa fina 
con gen de sílice se impregnaron con borato sódico por inmersión breve de las placas en un 2,5 % de Na2B4O7 10 30
H2O en un 95 % de metanol como describe Kean (Kean, E. L. (1966) J. Lipid Res. 7, 449-452). Las placas TLC 
impregnadas en borato se secaron durante una noche a temperatura ambiente y se almacenaron en un desecador al 
vacío sobre Drierita hasta su uso. Inmediatamente de la cromatografía, las placas se activaron calentando 
brevemente (10-15 min) a 100 ºC. El papel Whatman Nº 1 se impregnó con borato sódico por inmersión de láminas 
de 20 x 30 cm de papel Whatman 1 en 0,2 M de Na2B4O7 10 H2O. Las láminas de papel Whatman Nº 1 se 35
presionaron firmemente entre dos hojas de papel Whatman Nº 3MM y se dejó secar a temperatura ambiente durante 
varios días, como describen Cardini y Leloir (Cardini, C. E. y Leloir, L. F. (1957) J. Biol. Chem. 225, 317-324).

Caracterización de los productos de glicanos formados en las reacciones in vitro – Los glicanos de los glicolípidos 
individuales ([3H] GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und) se caracterizando por cromatografía en papel 
descendente después de la liberación por hidrólisis ácida moderada. Los lípidos GlcNAc/GalNAc se secaron bajo 40
una corriente de nitrógeno en un tubo cónico de tapa a rosca y se calentó a 100 ºC, 15 min en 0,2 ml de HCl 0,01 M. 
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Después de la hidrólisis se aplicaron las muestras en una columna de intercambio iónico en lecho mixto de 0,8 ml 
que contenía 0,4 ml de AG50WX8 (H+) y 0,4 ml de AG 1x8 (forma de acetato) y se eluyeron con 1,5 ml de agua. El 
eluído se secó bajo una corriente de nitrógeno, se re-disolvió en un pequeño volumen de H2O (0,02 ml), se dispersó 
en una tira de 30 cm de papel Whatman Nº 1 impregnado de borato, y se desarrolló en modo descendente con 
butanol/piridina/agua (6:4:3) durante 40-50 h. Después del secado, las tiras de papel se cortaron en zonas de 1 cm y 5
se analizaron en cuanto a la radioactividad por espectrometría de centelleo. Las referencias de GlcNAc y GalNAc se 
detectaron utilizando un reactivo de inmersión de anilina-difenilamina (Schwimmer, S. y Benvenue, A. (1956) 
Science 123, 543-544).

Los productos de glicanos se convirtieron en sus correspondientes alditoles por reducción con 0,1 M de NaBttt en 
0,1 M de NaOH (volumen final de 0,1 ml) a continuación de hidrólisis ácido moderada como se ha descrito 10
anteriormente. Después de la incubación a temperatura ambiente durante una noche, las reacciones se inactivaron 
con varias gotas de ácido acético glacial y se secaron bajo una corriente de nitrógeno sin metanol que contenía una 
gota de ácido acético, varias veces. Los alditoles se disolvieron en agua, se des-salaron por el pasaje en columnas 
de 0,5 ml de AG50WX8 (H+) y AG 1x8 (acetato), se secó bajo nitrógeno y se dispersó en tiras de 30 cm de papel de 
Whatman Nº 3MM. Las tiras de Whatman Nº 3MM se desarrollaron durante una noche en modo descendente con 15
enil acetato, piridina, 0,1 M de ácido bórico (65:25:20), se secó y se cortó en zonas de 1 cm, y se analizaron en 
cuanto a radioactividad por espectrometría de centelleo. Las referencias de GlcNAcitol y GalNAcitol se visualizaron 
utilizando una modificación del procedimiento de inmersión en peryodato-bencidina (Gordon, H. T., Thornburg, W. y
Werum, L. N. (1956) Anal. Chem. 28, 849-855). Las tiras de papel se sumergieron en acetona, 0,1 M de NaIO4

(95:5), se permitió que se secara al aire durante 3 min, y entonces se sumergió en acetona/ácido acético/H2O/o-20
toluidina (96:0,6:4,4:0.2 g). Los alditoles que contienen m-dioles se teñían como puntos amarillos en un fondo azul.

Espectrometría de masas (“MS”) de glicolípidos – Los glicolípidos se analizaron utilizando un espectrómetro de 
masas ABI/MDS Sciex 4000 Q-Trap hybrid triple quadrupole lineal ion trap con una fuente de iones ABI Turbo V 
electrospray (ABI/MDS-Sciex, Toronto, Canadá). En resumen, si infundieron las muestras a 10 µl/min con los ajustes 
de la fuente de iones determinados empíricamente, y la información de la MS/MS (espectrometría de masas en una 25
segunda dimensión) se obtuvo por fragmentación del ion molecular en modo de atrapamiento de iones lineal.

Cuando el glicolípido se trataba con ácido moderado (0,01 N HCl, 100 ºC, 15 min), el producto hidrosoluble se co-
cromatografíó con [3H]GalNAc en cromatografía en papel descendente con papel Whatman Nº 1 impregnado con 
borato (FIG. 3). Además, cuando el azúcar marcado se reducía, se convertía en [3H]alditol, GalNAc-OH (FIG. 3D). 
Además, el análisis MS de ion negativo daba lugar al [M-H]-ion de m/z = 1128, esperado para GalNAc-P-P-Und, y el 30
espectro iónico hermano de MS/MS mostraba un ion prominente a m/z = 907, esperado para un glicolípido que 
contiene P-P-Und (Guan, Z., Breazeale, S. D. y Raetz, C. R. (2005) Anal. Biochem. 345, 336-339). La identificación 
del producto glicolipídico formado por la cepa 0157 como GalNAc-P-P-Und también se mantiene por su formación a 
partir de GlcNAc-P-P-Und exógeno (véase el Ejemplo 7).

Ejemplo 4: Marcado metabólico de [3H] GalNAc-P-P-Und (in vivo) con [3H] GlcNAc en células de E. coli que 35
expresan el gen Z3206

Para investigar si la expresión del gen Z3206 de la E. coli 0157 hacia posible que las células sintetizaran GalNAc-P-
P-Und, la cepa 21546 de E. coli (Meier-Dieter, U., Starman, R., Barr, K., Mayer, H. y Rick, P. D. (1990) J. Biol. 
Chem., 265, 13490- 13497) que expresa el gen Z3206 se marcó metabólicamente con [3H]GlcNAc y se analizó en 
cuanto a la formación de [3H] GlcNAc/ GalNAc-P-P-Und.40

Marcado metabólico de células bacterianas – Las células de E. coli se cultivaron con agitado vigoroso en medio 
Luria-Bertani a 37 ºC hasta un Λ 0o θi 0,5-1.

Se añadió [3H]GlcNAc a una concentración final de 1 mCi/ml y se continuó la incubación durante 5 min a 37 ºC. La 
incorporación del radiomarcador en glicolípidos se terminó por la adición de 0,5 g/ml de hielo picado, y los cultivos se 
mezclaron concienzudamente. Las células bacterianas se recuperaron por centrifugación a 4000 x g durante 10 min, 45
y el sobrenadante se desechó. Las células se lavaron con solución salina tampón de fosfato enfriada en hielo, se 
resuspendieron por removido vigoroso mezclado en 10 volúmenes (del aglomerado celular) de metanol, y se sonicó 
brevemente con una sonda sonicadora y al 40 % de potencia total. Después de la sonicación, se añadieron 20 
volúmenes de cloroformo, y se mezclaron vigorosamente los extractos y se les dejó en reposo a temperatura 
ambiente durante 15 min. El material insoluble se sedimentó por centrifugación, y el aglomerado se re-extrajo con un 50
pequeño volumen de CHCl3/CH3OH (2:1) dos veces. Los extractos orgánicos combinados se procesaron como se 
describe posteriormente.

La purificación de GlcNAc-P-P-Und y GalNAc-P-P-Und-GlcNAc/GalNAc-P-P-Und se extrajeron con CHCl3/CH3OH 
(2:1) y se liberaron en material hidrosoluble por partición como se describe en otro sitio (Waechter, C. J., Kennedy, J. 
L. y Harford, J. B. (1976) Arch. Biochem. Biophys. 174, 726-737). El extracto orgánico se secó entonces bajo una 55
corriente de nitrógeno, y el volumen de glicerofosfolípidos se destruyó por desacilación en tolueno/metanol (1:3) que 
contenía 0,1 N de KOH a 0 ºC durante 60 min. La reacción de desacilación se neutralizó con ácido acético, diluido 
con 4 volúmenes de CHCl3/CH3OH (2:1), y se lavó con 1/5 volúmenes de 0,9 % de NaCl. La fase orgánica (inferior) 
se lavó con 1/3 de volúmenes de CHCl3/CH3OH H2O (10:10:3) y entonces se eluyeron con CHCl3/CH3OH H2O 
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(10:10:3) que contenía 20 mM de acetato amónico. Las fracciones (2 ml) se recolectaron y controlaron respecto a 
radioactividad, o GlcNAc/ GalNAc-P-P-Und utilizando un reactivo pulverizado de anisaldehído (Dunphy, P. J., Kerr, J. 
D., Pennock, J. F., Whittle, K. J., y Feeney, J. (1967) Biochim. Biophys. Acta 136, 136-147) después de la resolución 
por cromatografía de capa fina sobre placas de sílice impregnadas con borato (como se ha descrito anteriormente).

La cepa 21546 de E. coli se seleccionó como huésped para los estudios de expresión de Z3206 debido a una 5
mutación en la síntesis de UDP-ManNAcA que da como resultado un bloqueo de la utilización de GlcNAc-P-P-Und 
para la síntesis del antígeno enterobacteriano común. Debido a que a E. coli 21546 se deriva de E. coli K12 no 
sintetiza una repetición del antígeno O tampoco (Stevenson, G., Neal, B., Liu, D., Hobbs, M., Packer, N. H., Batley, 
M., Redmond, J. W., Lindquist, L. y Reeves, P. (1994) J. Bacteriol., 176, 4144-4156), y por lo tanto, se acumulan 
grandes cantidades de GlcNAc-P-P-Und para la conversión en GalNAc-P-P-Und. Cuando la cepa 21546 y el 10
transformante que expresa el gen Z3206 se marcaron con [3H]GlcNAc y se analizaron los lípidos marcados por 
cromatografía de capa fina sobre placas de gel de sílice impregnado con borato, la cepa parental (FIG. 4A) 
sintetizaba solo un lípido marcado, el GlcNAc-P-P-Und. Sin embargo, las células 21546 que expresan el gen Z3206 
(FIG. 4B) también sintetiza un lípido adicional que se demostró que era el GalNAc-P-P-Und.

Ejemplo 5: Fracciones de membrana de células de E. coli que expresan el gen Z3206 sintetizan GalNAc-P-P-15
Und in vitro

Para corroborar que la proteína codificada por el gen Z3206 de E. coli 0157 catalizaba la síntesis de GalNAc-P-P-
Und, se incubaron fracciones de membrana de células de E. coli que expresaban Z3206 con [3H]UDP-GlcNAc y se 
analizaron los productos [3H]glicolípidos por cromatografía de capa fina (la preparación cromatográfica y los 
procedimientos de caracterización se describen en el Ejemplo 3) sobre placas de gel de sílice impregnado con 20
borato como se muestra en la FIG. 5. Cuando las fracciones de membrana de E. coli K12 o las células huésped de la 
cepa 21546 de E. coli se incubaron con UDP- [3H]GlcNAc. solo se observaba [3H] GlcNAc-P-P-Und (FIG. 5A y FIG. 
5C). Sin embargo, las fracciones de membrana de E. coli 0157 y E. coli 21546 que expresan Z3206 formaban 
GalNAc-P-P-Und también (FIG. 5B y FIG. 5D).

Ejemplo 6: Formación de GlcNAc-P-P-Und, pero no GalNAc-P-P-Und, se revierte en presencia de UMP25

Para proporcionar una prueba adicional de que el GalNAc-P-P-Und se sintetiza a partir de GlcNAc-P-P-Und, y no por 
la acción de la WecA utilizando UDP-GalNAc como donante de glicosilo, el efecto de desecho endógeno, se 
examinaron [3H] GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und con UMP. La reacción de GlcNAc-fosfotransferasa
catalizada por WecA es libremente reversible por adición de un exceso de UMP re-sintetizando UDP-GlcNAc y 
liberando Und-P.30

En este experimento las fracciones de membrana de la cepa 21546 de E. coli que expresan Z3206 se pre-marcaron 
durante 10 min con UDP- [3H]GlcNAc seguido por la adición de 1 mM de UMP, y la cantidad de cada glicolípido 
marcado restante se determinó. Los resultados que se ilustran en la FIG. 6A muestra las cantidades relativas de [3H] 
GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und al final del periodo de marcado de 10 min. Después de la incubación con 1 
mM de UMP durante 1 min se puede ver que hay una perdida sustancial de [3H] GlcNAc-P-P-Und, mientras que el 35
pico de [3H] GalNAc-P-P-Und está relativamente sin cambios (FIG. 6B) (la preparación cromatográfica y los 
procedimientos de caracterización se describen en el Ejemplo 5). Esta observación es consistente con los resultados 
de la Tabla 3 que indican que la WecA no cataliza la transferencia de GalNAc-P en GalNAc-P-P-Und a partir de 
UDP-GalNAc. Es digno de mención que durante el segundo minuto de incubación con UMP (FIG. 6C), la pérdida de 
GlcNAc-P-P-Und se enlentece, y hay una ligera reducción del pico de [3H] GalNAc-P-P-Und, sugiriendo que el [3H] 40
GalNAc-P-P-Und se re-equilibra con el agrupamiento de [3H] GlcNAc-P-P-Und por reversión de la reacción de 
epimerasa (véase el Ejemplo 7).

Ejemplo 7: Interconversión de [3H] GlcNAc-P-P-Und purificada exógena y [3H] GalNAc-P-P-Und catalizada por 
membranas de células de E. coli que expresan Z3206

Para proporcionar una prueba directa de que GlcNAc-P-P-Und y GalNAc-P-P-Und se pueden inter-convertir por 45
fracciones de membrana de células de E. coli que expresan Z3206, [3H] GlcNAc-P-P-Und purificado y [3H] GalNAc-
P-P-Und se ensayaron como sustratos exógenos.

El [3H] GlcNAc-P-P-Und/ [3H] GalNAc-P-P-Und se prepararon como en el ejemplo 4 (Marcado metabólico de células 
bacterianas y purificación de GlcNAc-P-P-Und y GalNAc-P-P-Und). Se incubaron [3H] HexNAc-P-P-undecaprenoles 
(2000 dpm/pmol) dispersados en un 1 % de Triton X-100, a una concentración final del 0,1 %) con membranas de E. 50
coli como en el Ejemplo 2 en Ensayo para la biosíntesis de [3H] GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und en 
membranas de E. coli in vitro.

Los experimentos preliminares mostraban que la epimerasa era activa cuando se añadía [3H] GlcNAc-P-P-Und 
exógeno a las mezclas de reacción dispersadas en Triton X-100, CHAPS (ácido 3-[3-colamidopropil)dimetilamonio]-I-
propanosulfónico), Nonidet P-40, u octilglicósido y presentaba un pH óptimo en el intervalo de 7-8,5. La movilidad 55
cromatográfica de [3H] GlcNAc-P-P-Und y [3H] GalNAc-P-P-Und purificados antes de la incubación con fracciones de 
membranas se muestra en la FIG. 7A y FIG. 7D. Como se ve en la FIG. 7B y FIG. 7E, los glicolípidos o se afectan 
por la incubación con fracciones de membrana de E. coli 21546. Sin embargo la incubación de los glicolípidos con 
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fracciones de membrana de E. coli 21546 que expresa Z3206 cataliza la conversión de [3H] GlcNAc-P-P-Und 
exógeno en [3H] GalNAc-P-P-Und (FIG.7C) y la conversión de [3H] GalNAc-P-P-Und en [3H] GlcNAc-P-P-Und (FIG. 
7F). Estos resultados demuestran directamente que GlcNAc-P-P-Und y GalNAc-P-P-Und pueden inter-convertirse 
enzimáticamente en cepas de E. coli que expresan Z3206.

Ejemplo 8. La E. coli Z3206 no es una UDP-GlcNAc 4-epimerasa5

Para determinar si Z3206 puede catalizar la formación de UDP-GalNAc, el aparato de N-glicosilación de C. jejuni se 
expresaba en E. coli. En este sistema indicador, la glicosilación de la proteína diana AcrA depende de la presencia 
del locus pgI (Wacker, M., Linton, D., Hitchen, P.G., Nita-Lazar, M., Haslam, S.M., North, S.J., Panico, M., Morris, 
H.R., Dell, A., Wrenn, B.W., Aebi, M. (2002) Science 298, 1790-1793), que incluye una epimerasa Gne UDP-
Glc/UDP-GlcNAc (Bernatchez, S., Szymanski, CM., Ishiyama, N., Li, J., Jarrell, H.C., Lau, P.C., Berghuis, A.M., 10
Young, N.M., Wakarchuk, W.W. (2005) J. Biol. Chem. 280, 4792-4802). La glicosilación de AcrA se pierde si el 
agrupamiento pgI contiene una eliminación de gne (Linton, D., Dorrell, N., Hitchen, P.G., Amber, S., Karlyshev, A.V., 
Morris, H.R., Dell, A., Valvano, M.A., Aebi, M. y Wren, B.W. (2005) Mol Microbiol. 55, 1695-1703). La capacidad de 
Z3206 para restaurar la glicosilación de AcrA en presencia del operón pgI Agne se investigó in vivo por la expresión 
de AcrA (pWA2) junto con el locus pgI Agne complementado por Gne (pMLBAD: gne) o Z3206 (pMLBAD:Z3206).15

Los extractos celulares totales de E. coli se prepararon para el análisis de inmunodetección utilizando células a una 
concentración equivalente de 1 unidad A600 que se re-suspendieron en 100 µl de tampón de carga SDS (Laemmli, U. 
(1970) Nature 227, 680-685). Se cargaron alícuotas de 10 µl de la muestra final se cargaron en un 10 % SDS-PAGE. 
Los extractos periplásmicos de células de E. coli se prepararon por tratamiento con lisozima (Feldman, M.F., 
Wacker, M., Hernandez, M., Hitchen, P.G., Marolda, C.L., Kowarik, M., Morris, H.R., Dell, A., Valvano, M.A., Aebi, M. 20
(2005) Proc Natl Acad Sci USA 102, 3016-3021), y 10 µl de la muestra final (que se corresponde con 0,2 A600 
unidades de células) se analizó por SDS-PAGE. Después de la transferencia sobre una membrana de nitrocelulosa, 
se hizo una inmunotinción de la muestra con un antisuero específico (Aebi, M., Gassenhuber, J., Domdey, H., y te 
Heesen, S. (1996)Glycobiology 6, 439-444). Anti-AcrA (Wacker, M., Linton, D., Hitchen, P.G., Nita-Lazar, M., 
Haslam, S.M., North, S.J., Panico, M., Morris, H.R., Dell, A., Wrenn, B.W., Aebi, M. (2002) Science 298, 1790-1793) 25
utilizando anticuerpos. Se utilizó un anti-IgG de conejo-HRP (Bio-Rad) como anticuerpo secundario. La detección se 
llevó a cabo con reactivos de detección de transferencia de Western ECL™ (Amersham Biosciences).

Como se muestra en la FIG. 8, la proteína glicosilada, que migra más lentamente que la forma no glicosilada, se 
formaba solo cuando las células que expresan el locus pgI Agne (calle 2). El Z3206 era incapaz de restaurar la 
glicosilación de la glicoproteína indicadora (FIG. 8, calle 1). En consecuencia, Z3206 no complementaria a la 30
glicosilación de AcrA en un sistema de glicosilación dependiente de Gne. La expresión de Gne y el Z3206 asociado
a la membrana se confirmaron por inmunodetección.

Ejemplo 9: Análisis de LPS de S. flexneri 6 +/- Z3206 

En la FIG. 9 se representan algunos de los genes necesarios para la biosíntesis del antígeno O de Shigella flexneri
6: los genes que codifican las enzimas para la biosíntesis de precursores de nucleótidos de azúcares; los genes que 35
codifican glicosil transferasas; genes que codifican proteínas procesadoras de antígeno O; y genes que codifican 
proteínas responsables de la O-acetilación. La estructura del antígeno O fue aclarada por Dmitriev, B.A. y col
(Dmitriev, B.A., y col Somatic Antigens of Shigella Eur JBiochem, 1979. 98: p. 8; Liu B y col Structure and genetics of 
Shigella O antigens FEMS Microbiology Review, 2008. 32: p. 27).

Para identificar todos los genes necesarios para la biosíntesis del antígeno O de la Shigella flexneri 6 se construyó 40
una biblioteca.

Clonación de ADN genómico de S. flexneri 6 – El ADN genómico de S. flexneri 6 se aisló utilizando el kit Macherey-
Nagel NucleoSpin® Tissue siguiendo el protocolo para el aislamiento de ADN de bacterias. El ADN se aisló de cinco 
cultivos de una noche de S. flexneri 6 con 2 ml cada uno y se hizo una elución final con 100 µl de tampón de elución 
(5 mM Tris/HCl, pH 8,5). Las fracciones eluídas se agruparon, precipitaron en isopropanol y el aglomerado fina se re-45
suspendió en 53 µl de tampón TE del que el volumen total se sometió a reparación final de acuerdo con el protocolo
que da el kit de producción de bibliotecas CopyControlTM Fosmid (EPICENTRE). El ADN de reparación final se 
purificó en un 1 % de gel de agarosa con punto bajo de fusión ejecutado con 1 x tampón TAE, recuperado y 
precipitado por etanol como se describe en el protocolo del kit. Se hizo la re-suspensión del ADN precipitado en 7 µl 
de tampón TE del que 0,15 µl del ADN se ligó en el pCCIFOS (SEQ ID NO: 27) de acuerdo con el protocolo 50
EPICENTRE. El empaquetamiento del producto de ligadura en el fago se llevó a cabo de acuerdo con el protocolo y 
el fago empaquetado se diluyó 1:1 en tampón de dilución de fagos del que se utilizaron 10 µl para infectar 100 µl de 
células EP1300-T1 que se habían cultivado previamente como se describe por EPICENTRE. Las células (1 10 µl) se
colocaron en placas seis veces con aproximadamente 100 colonias por placa de manera que las seis palcas 
contenían la biblioteca genómica de S. flexneri 6 completa. Las placas se desarrollaron por transferencia de colonias 55
y se llevó a cabo una transferencia de Western con las colonias positivas/negativas y se tiñeron con plata.

Transferencia de colonias – Para las transferencias de colonias se dejó una membrana de nitrocelulosa sobre la 
placa de agar sólido, se removió, se lavó tres veces con 1x PST y se trataron de la misma manera. La membrana se 
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bloqueó primero con un 10 % de leche durante una hora a temperatura ambiente tras lo cual se incubó durante una 
hora a temperatura ambiente en 2 ml de un 1 % de leche (en PBST) con el antisuero anti-tipo VI (anticuerpo 
primario). después de tres lavados con PBST a 10 minutos cada uno, la membrana se incubó durante otra hora a 
temperatura ambiente en el anticuerpo secundario, 1:20000 anti-IgG de conejo de cabra conjugado con peroxidasa 
(BioRad) en 2 ml de leche al 1 % (en PBST). Después de tres lavados finales con PBST (de 10 min cada uno) se 5
desarrolló la membrana en un sistema de creación de imágenes UVP Chemi Doc con una mezcla 1:1 de luminol y 
tampón de peróxido proporcionado por el Kit Super-Signal® West Dura Extended Duration Sustrate (Thermo 
Scientific).

El clon que reacciona con el antisuero de S. flexneri 6 después de la producción de una biblioteca genómica de S. 
flexneri 6 se secuenció mediante un cebador en avance en la región secuenciada previamente por Liu y col. (Liu y 10
col., 2008) alcanzando desde rmIB a wfbZ (FIG. 9). Se hibridaron los cebadores rmlB_rev y wfbZ_fwd (S. flexneri -
Z3206) y se utilizaron para secuenciar la inserción del clon hasta que se alcanzaran wcaM y hisI/F (S. flexneri + 
Z3206), respectivamente (FIG. 10).

Con el fin de establecer si la síntesis de antígeno O se mantiene en los clones que crecen de Z3206 (impidiendo de 
esta manera la epimerización de und-GlcNAc a und-GalNAc), se construyeron dos plásmidos (SEQ ID NO: 28 y SEQ 15
ID NO: 29) (FIG. 10), se transformaron en células de E. coli y se analizaron mediante tinción con plata y 
transferencia de western.

Como se muestra en la FIG. 11, los LPS producidos en células de E. coli + o - a Z3206. El antígeno O se puede 
producir sin Z3206 sin embargo con un rendimiento de la producción menor, que indica que la eficacia de la 
producción de polisacáridos sin la epimerasa (Z3206) es menor.20

Ejemplo 10: Análisis LLO de S. flexneri 6 +/- Z3206

Purificación de undecaprenol-PP-antígeno O por cromatografía en columna C18 – Las células de E. coli que 
expresan el antígeno +/- Z3206 se aglomeraron, se lavaron una vez en 50 ml de NaCl al 0,9 % y el aglomerado final 
se liofilizó durante una noche. El aglomerado se lavó una vez en 30 ml de metanol al 85-95 %, se re-extrajo con
10:10:3 cloroformo-metanol-agua (v/v/v) y los extractos se convirtieron en un sistema Bligh/Dyer de dos fases por la 25
adición de agua, dando como resultado una relación final de 10:10:9 (C:M:A). Las fases se separaron por 
centrifugación y las fases acuosas superiores se cargaron cada una en un cartucho Sep-Pak C18 acondicionado con 
10 ml de metanol y equilibrado con 10 ml de 3:48:47 (C:M:A). Después de la carga, los cartuchos se lavaron con 10 
ml de 3:48:47 (C:M:A) y se eluyó con 5 ml de 10:10:3 (C:M:A). Se secaron las muestras de DO20 de las cargas, 
flujos continuos, lavados y eluciones de la columna C18 en un Eppendorf Concentrator Plus, se lavaron con 250 µl 30
de metanol, se re-evaporaron y se lavaron otras tres veces con 20 µl de ddH2O.

Hidrólisis de glicolípidos – Las muestras de glicolípidos del lavado de la columna C18 se hidrolizaron disolviendo las 
muestras secas en 2 ml de n-propanol: 2 M de ácido trifluoroacético (1:1), se calentó a 50 �C durante 15 minutos y 
se evaporó hasta el secado bajo N2.

El marcado de oligosacáridos con 2-aminobenzoato y marcado HPLC se hicieron de acuerdo con Bigge y col. 35
(Bigge, 1995) y la limpieza de glicano se llevó a cabo utilizando el procedimiento del disco de papel descrito en 
Merry y col. (2002) (Merry y col., 2002). La separación de glicanos marcados con 2-AB se llevó a cabo con HPLC 
utilizando una columna de fase normal GlicoSep-N de acuerdo con Royle y col. (Royle, 2002) pero modificado a un 
sistema de tres disolventes. El disolvente A era formato amónico 10 mM pH 4,4 en 80 % de acetonitrilo. El disolvente 
B era formato amónico 30 mM pH 4,4 en un 40 % de acetonitrilo. El disolvente C era ácido fórmico al 0,5 %. La 40
temperatura de la columna era de 30 �C y los glicanos marcados con 2-AB se detectaron por fluorescencia (λεX = 
330 nm, λεπ| = 420 nm).

Las condiciones de gradiente eran un gradiente lineal del 100 % de A al 100 % de B durante 160 minutos con un 
caudal de 0,4 ml/min, seguido por 2 minutos al 100 % B al 100 % de C, aumentando el caudal a 1 ml/min. La 
columna se lavó durante 5 minutos con un 100 % de C, volviendo al 100 % de A durante 2 minutos y operando 45
durante 15 minutos al 100 % de A con un caudal de 1 ml/min, volviendo entonces al caudal de 0,4 ml/min durante 5 
minutos. Todas las muestras se inyectaron en agua.

Los plásmidos que expresan el antígeno O de S. flexneri con (SEQ ID NO: 29) o sin (SEQ ID NO: 28) Z3206 se 
transformaron en células SCM3 (FIG. 10). Las trazas de los volúmenes de la última elución muestran una diferencia 
entre las curvas de las dos muestras que contienen el antígeno O de S. flexneri +/- Z3206 (FIG. 12). Esta diferencia 50
en el patrón de elución se puede explicar por una estructura diferente de oligosacárido que alberga un monosacárido 
diferente en el extremo reductor: GlcNAc o GalNAc dependiendo de la presencia de la epimerasa (Z3206).

Ejemplo 11: Análisis de la especificidad de pgIB por la producción y caracterización de un bioconjugado 
producido por S. flexneri 6 +/- Z3206

Para evaluar si el PgIB podía transferir oligosacáridos que tienen GlcNAc (antígeno O de S. flexneri) en el extremo 55
reductor del vehículo proteico EPA. Se analizaron extractos purificados en níquel de células de E. coli que expresan 
EPA (SEQ ID NO: 25), PglB (SEQ ID NO: 26) y antígeno O de S. flexneri +/- Z3206 (SEQ ID NO: 29/SEQ ID NO: 28) 
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por transferencias de western utilizando anticuerpos anti EPA y anti- tipo VI. El antígeno de S. flexneri 06 con y sin 
GalNAc en el extremo reductor se transfirió a EPA por pgIB según se detecta por antisueros anti-EPA y anti-VI (FIG. 
13).

El antígeno O se produce aun y se detecta, por con un rendimiento de producción menor, lo que indica que la 
eficacia de la producción de polisacárido sin la epimerasa es menor.5

Mientras que esta invención se ha mostrado particularmente y se describe con referencia a las realizaciones de la 
misma, los expertos en la técnica entenderán que se pueden hacer distintos cambios en la misma en forma y detalle
sin alejarse del ámbito de la invención englobada por las reivindicaciones. Dichos distintos cambios que entenderán 
los expertos en la técnica como cubiertos en el ámbito de la invención incluyen, en particular, proteínas N-
glicosiladas y bioconjugados que comprenden un glicano distinto de los de E. coli y S. flexneri con GalNAc en el 10
extremo reductor.

Listado de Secuencias

Solicitante: GlycoVaxyn AG

Título: Sistema biosintético que produce polisacáridos inmunogénicos en células procariotas 

Número de SEQ ID NO: 29 15

SEQ ID NO: 1 – Secuencia de nucleótidos de Z3206 de E. coli 0157 

Longitud: 993

Tipo: ADN

organismo: E. coli 0157

Secuencia:20
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SEQ ID NO: 2 - Secuencia de aminoácidos de Z3206

Longitud: 331

Tipo: PRT

Organismo: E. coli 01575

Secuencia:

SEQ ID NO: 3 - Secuencia de nucleótidos de gne de E. coli 055

Locus AF461121_1 BCT 02-MAY-2002

Definición (Gne de UDP-GlcNAc 4-epimerasa [Escherichia coli])10
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Acceso AAL67550

Longitud: 993

Tipo: ADN

Organismo: E. coli 055

Secuencia:5

SEQ ID NO: 4 - Secuencia de aminoácidos de Gne de E. coli 055 UDP-GlcNAc 4-epimerasa

Locus AF461 121_1

Definición (Gne de UDP-GlcNAc 4-epimerasa [Escherichia coli])

Acceso AAL6755010

Longitud: 331 aa lineal

Tipo: PRT

Organismo: E. coli 055

Secuencia:

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3
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SEQ ID NO: 5 - Secuencia de nucleótidos de gneI de E. coli 086 

Locus AAO37706 BCT 06-DEC-2005

Definición UDP-GlcNAc C4-epimerasa [Escherichia coli 086].

Acceso AAO377065

Longitud: 993

Tipo: ADN

Organismo: E. coli 086

Secuencia:

10

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3
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SEQ ID NO: 6 - Secuencia de aminoácidos de UDP-GlcNAc C4-epimerasa de E. coli 086

Locus AAO37706

Definición UDP-GlcNAc C4-epimerasa [Escherichia coli 086].

Acceso AAO377065

Longitud: 331 aa lineal

Tipo: PRT

Organismo: E. coli 086

Secuencia:

10

SEQ ID NO: 7 - Secuencia de nucleótidos de gne de Shigella boydii 018 

Locus ACD09753 BCT 05-MAY-2008

Definición UDP-N-acetilglucosamina 4-epimerasa [Shigella boydii CDC 3083-94].

Acceso ACD09753

Longitud: 99315

Tipo: ADN

Organismo: Shigella boydii 018

Secuencia:

E10831896
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SEQ ID NO: 8 - Secuencia de aminoácidos de UDP-N-acetilglucosamina 4-epimerasa de Shigella boydii 018

Locus ACD09753

Definición UDP-N-acetilglucosamina 4-epimerasa [Shigella boydii CDC 3083- 94].

Acceso ACD097535

Longitud: 331 aa lineal

Tipo: PRT

Organismo: Shigella boydii 018

Secuencia:

10

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3
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SEQ ID NO: 9 - Secuencia de nucleótidos de gne de Salmonella enterica 030 

Locus AA V34516 BCT 25-OCT-2004

Definición UDP-GlcNAc 4-epimerasa [Salmonella enterica subesp. salamae serovar Greenside].

Acceso AAV34516

Longitud: 9935

Tipo: ADN

Organismo: Salmonella enterica 030

Secuencia:

10

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3
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SEQ ID NO: 10 - Secuencia de aminoácidos de UDP-GlcNAc 4-epimerasa de Salmonella enterica 030

Locus AAV34516

Definición UDP-GlcNAc 4-epimerasa [Salmonella enterica subesp. salamae serovar Greenside].

Acceso AAV345165

Longitud: 331 aa lineal

Tipo: PRT

Organismo: Salmonella enterica 030

Secuencia:

10

SEQ ID NO: 11 - Secuencia de nucleótidos de gne de C. jejuni

Locus YP_002344524 BCT 14-SEP-2010

Definición UDP-GlcNAc/Glc 4-epimerasa [Campylobacter jejuni subesp. jejuni 

Acceso YP_002344524 

Longitud: 987 15

Tipo: ADN

E10831896
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Organismo: C. jejuni

Secuencia:

SEQ ID NO: 12 - Secuencia de aminoácidos de UDP-GlcNAc/Glc 4-epimerasa de C. jejuni

Locus YP_0023445245

Definición UDP-GlcNAc/Glc 4-epimerasa [Campylobacter jejuni subesp. jejuni]

Acceso YP_002344524 

Longitud: 328 aa lineal

Tipo: PRT 

Organismo: C. jejuni10

Secuencia:

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3
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SEQ ID NO: 13 - Secuencia de nucleótidos de galE de E. coli K12 

Locus AP_001390 BCT 30-APR-2010

Definición UDP-galactosa-4-epimerasa [Escherichia coli cepa K-12 sustr. W3110].

Acceso AP_0013905

Longitud: 1.017

Tipo: ADN

Organismo: E. coli K12

Secuencia:

10

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3
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SEQ ID NO: 14 - Secuencia de aminoácidos de UDP-galactosa-4-epimerasa de E. coli K12

Locus AP_001390

Definición UDP-galactosa-4-epimerasa [Escherichia coli cepa K-12 sustr. W31 10].

Acceso AP_001390

Longitud: 338 aa lineal5

Tipo: PRT

Organismo: E. coli 12

Secuencia:

SEQ ID NO: 15 - Secuencia de nucleótidos de gne2 de E. coli 086 10

Locus AAV85952 BCT 27-MAR-2005

Definición Gne [Escherichia coli 086].

Acceso AAV85952

Longitud: 1.020

Tipo: ADN15

Organismo: E. coli 086

Secuencia:

E10831896
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SEQ ID NO: 16 - Secuencia de aminoácidos de Gne de E. coli 086 

Locus AAV85952

Definición Gne [Escherichia coli 086].

Acceso AAV859525

Longitud: 339 aa (gne2) lineal

Tipo: PRT

Organismo: E. coli 086

Secuencia:

10

SEQ ID NO: 17 - Secuencia de nucleótidos para el oligonucleótido sintético Z3206-Fw (cebador) que codifica un 
extremo de Z3206;

Sitios de restricción subrayados

Longitud: 30

E10831896
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Tipo: ADN

Secuencia: AAACCCGGGATGAACGATAACGTTTTGCTC

SEQ ID NO: 18 - Secuencia de nucleótidos para el oligonucleótido sintético Z3206-RvHA (cebador) que codifica 
un extremo de Z3206 con un marcador hemaglutinina (marcador HA); los sitios de restricción están subrayados

Longitud: 605

Tipo: ADN

Organismo:

Secuencia:

AAATCTAGATTAAGCGTAATCTGGAAC

ATCGTATGGGTACTCAGAAACAAACGTTATGTC10

SEQ ID NO: 19 - Secuencia de nucleótidos para oligonucleótido sintético gne-Fw (cebador) con sitios de 
restricción subrayados

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo:15

Secuencia: AAACCATGGATGAAAATTCTTATTAGCGG

SEQ ID NO: 20 - Secuencia de nucleótidos para oligonucleótido sintético gne-RV (cebador) con sitios de 
restricción subrayados

Longitud: 57

Tipo: ADN20

Organismo:

Secuencia: 

AAATCTAGATTAAGCGTAATCTGGAAC 

ATCGTATGGGTAGCACTGTTTTTCCCAATC

SEQ ID NO: 21 - Secuencia de nucleótidos para un oligonucleótido que contiene sitios de restricción para la 25
enzima de restricción Nhel 

Longitud: 1 1

Tipo: ADN

Organismo:

Secuencia: AAAAAGCTAGC30

SEQ ID NO: 22 - Secuencia de nucleótidos para un oligonucleótido que contiene sitios de restricción para la 
enzima de restricción AscI 

Longitud: 8

Tipo: ADN

Organismo:35

Secuencia: CCGCGCGG

SEQ ID NO: 23 - Secuencia de nucleótidos para el plásmido pMLBAD:Z3206 (E. coli 0157 inserción en el 
plásmido) que codifica Z3206 con un marcador de hemaglutinina en el extremo C

Definición Unión del producto dentro del plásmido Z3206-pMLB AD*

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3
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Características Localización/Calificadores

CDS 2105..3098

/marcador=Z3206

CDS 3098..3127

/marcador=HA5

Longitud: 7794 pb

Tipo: ADN circular UNA

Secuencia:

10
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SEQ ID NO: 24 - Secuencia de nucleótidos para pMLBADrgne (E. coli 0157 inserción en plásmido) que codifica
Gne con un marcador hemaglutinina en el extremo C

Locus gne-pMLBAD

Definición: unión de dig galE en pMLBAD did (Ncol-Xbal)5

Características Localización/Calificadores

CDS 2097..3080

/marcador=galE

CDS 3081..3107

/marcador=HA10

Región 3108..31 10

/marcador=stop

Longitud: 7776 pb

Tipo: ADN circular UNA

Secuencia:15
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SEQ ID NO: 25 - Secuencia de aminoácidos para EPA modificada con secuencia de señal

Desvelada en WO 2009/104074 (como SEQ ID NO: 6)

Tipo: PRT

Organismo: Artificial5

/nota=" Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

Longitud: 643

Secuencia

E10831896
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SE
Q ID NO: 26 - Secuencia de aminoácidos para PgIB

Desvelada en WO 2009/104074 (como SEQ ID NO: 2)

Longitud: 722

Tipo: PRT5

Organismo: Campylobacter jejuni
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SEQ ID NO: 27 - Secuencia de nucleótidos para pCCIFOS plásmido vacío

Locus pCCIFOS con casete MCS 

Características Localización/Calificadores

Región 230..2565

/marcador="pCCI/pEpiFOS fwd"

Región 311..330

/marcador=" promotor T7"

Región complementaria (504..529)

/marcador="pCCIpEpiFOS rv"10

CDS complementaria (805..1464)

/marcador=cat

CDS 1683..2030

/marcador=redF

CDS 3425..418015

/marcador=repE

CDS 4759..5934

/marcador=parA

CDS 5934..6905

/marcador=parB20

ORIGEN

Longitud: 8171 pb

Tipo: ADN circular UNA

Organismo: Artificial

Secuencia:25

E10831896
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60

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3

 



61

E10831896
19-02-2018ES 2 660 227 T3

 



62

ES 2 660 227 T3

 



63

ES 2 660 227 T3

 



64

ES 2 660 227 T3

 



65

ES 2 660 227 T3

 



66

ES 2 660 227 T3

 



67

ES 2 660 227 T3

 



68

SEQ ID NO: 28 - Secuencia de nucleótidos para pCCIFOS cortado (pFOS) y antígeno O de S. flexneri 6 sin
Z3206

Locus pFOS cortado y Antígeno O cortado (-Z3206)

Definición unión de pCCIFOS invertido con un casete MCS cortado con NheI y AscI en agrupamiento de 5
antígeno O de S. flexneri 6 amplificado con galFNheI y wzzAscI cortado con NheI y AscI

Características Localización/Calificadores

CDS 3..411

/marcador=’galF

CDS 784..186910

/marcador=rmIB

CDS 1869..2768

/marcador=rmID

CDS 2826..3704

/marcador=rmIA15

CDS 3709..4266

/marcador=rmIC

CDS 4263..5495

/marcador=wzx

CDS 5551..673820

/marcador=wzy

CDS 6755..7624

/marcador=wfbY

CDS 7621..8454

/marcador=wfbZ25

CDS 8559..9965

/marcador=gnd

CDS 10187..11380

/marcador=ugd

CDS complementaria (I 1446..12450)30

ES 2 660 227 T3
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/marcador=uge

CDS 12802..12828

/marcador=wzz’

Región complementaria 12868..12887)

/marcador="T7 promotor"5

Región complementaria 12942..12968)

/marcador="pCCI/pEpiFOS fwd"

CDS complementaria (14460..15431)

/marcador=parB

CDS complementaria 15431..16606)10

/marcador=parA

CDS complementaria 17185..17940)

/marcador=repE

CDS complementaria 19335..19682)

/marcador=redF15

CDS 19901..20560

/marcador=cat

Región 20836..20861

/marcador="pCCIpEpiFOS rv"

Longitud: 20982 pb20

Tipo: ADN circular UNA

Secuencia:

ES 2 660 227 T3
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SEQ ID NO: 29 - Secuencia de nucleótidos para pCCIFOS cortado (pFOS) y antígeno O de S. flexneri 6 con
Z3206

Locus pFOS cortado y Antígeno O cortado (Z3206+)

Definición unión del agrupamiento de antígeno O invertido de S. flexneri 6 amplificado con Z3206 Nhe y wzzAscI 5
cortados con NheI y AscI en pCCIFOS con el casete MCS cortado con NheI y AscI

Características Localización/Calificadores

CDS complementaria (370..396)

/marcador=wzz’

CDS 748..175210

/marcador=uge

CDS complementaria (1818..3011)

/marcador=ugd

CDS complementaria (3233..4639)

/marcador=gnd15

CDS complementaria (4744..5577)

/marcador=wfbZ

CDS complementaria (5574..6443) [0429] /marcador=wfbY

CDS complementaria (6460..7647) [0431] /marcador=wzy

CDS complementaria (7703..8935) [0433] /marcador=wzx20

CDS complementaria (8932..9489) [0435] /marcador=rmIC

CDS complementaria (9494..10372) [0437] /marcador=rmIA

CDS complementaria (10430..11329) [0439] /marcador=rmID

CDS complementaria (11329..12414) [0441] /marcador=rmIB

CDS complementaria (12787..13680) [0443] /marcador=galF25

CDS complementaria 13912..14907) [0445] /marcador=Z3206

CDS complementaria (15065..15097) [0447] /marcador=’wcaM

CDS complementaria 15525..16184) [0449] /marcador=cat

CDS 16403..16750

/marcador=redF30

CDS 18145..18900

/marcador=repE

CDS 19479..20654

/marcador=parA

ES 2 660 227 T3
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CDS 20654..21625

/marcador=parB

Longitud: 22887 pb

Tipo: ADN circular UNA

Secuencia:5
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REIVINDICACIONES

1. Un organismo procariota recombinante que es una E. coli que comprende ácidos nucleicos que codifican:

i) una epimerasa que sintetiza N-acetilgalactosamina sobre pirofosfato de undecaprenilo, en el que dicho ácido 
nucleico que codifica dicha epimerasa es al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO: 1;
ii) glicosil transferasas que ensamblan un oligo o polisacárido en un vehículo lipídico;5
iii) una oligosacaril transferasa de Campylobacter jejuni; y
iv) una proteína que comprende una o más de una secuencia de consenso introducida recombinantemente, D/E -
X - N - Z - S/T, en la que X y Z son independientemente cualquier aminoácido natural excepto prolina

en el que el oligosacárido ensamblado por dichas glicosiltransferasas se puede transferir desde el vehículo lipídico a 
la proteína diana que tiene una o más secuencias de consenso optimizadas, por la oligosacaril transferasa.10

2. El sistema biosintético procariota recombinante de la reivindicación 1, en el que dicha proteína es una exoproteína 
de P. aeruginosa.

3. El sistema biosintético procariota recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que dicho 
oligo o polisacárido es de una bacteria Gram-negativa.

4. El sistema biosintético procariota recombinante de la reivindicación 3, en el que dicho oligo o polisacárido es de 15
Shigella flexneri, preferentemente de Shigella flexneri 6; o de E. coli preferentemente E. coli 0157.

5. El sistema biosintético procariota recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho 
oligo o polisacárido comprende una estructura:

O (ii) la siguiente estructura: α-D-PerNAc-α-L-Fuc-(β-D-Glc-α-D-GalNAc.20

6. Un metodo de producción de una proteína glicosilada unida a N que comprende el cultivo del organismo 
procariota recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en condiciones adecuadas para la producción 
de proteínas y el aislamiento de la proteína N-glicosilada del cultivo.

7. Un procedimiento de producción de una proteína glicosilada unida a N, que comprende:

a.) introducir en un organismo huésped de E. coli ácidos nucleicos que codifican:25

i.) una epimerasa que sintetiza N-acetilgalactosamina sobre pirofosfato de undecaprenilo, en el que dicho 
ácido nucleico que codifica dicha epimerasa es al menos un 95 % idéntico a la SEQ ID NO: 1;
ii.) glicosil transferasas que ensamblan un oligo o polisacárido en un vehículo lipídico;
iii.) una oligosacaril transferasa de Campylobacter jejuni; y
iv.) una proteína que comprende una o más de una secuencia de consenso introducida, D/E - X - N - Z - S/T, 30
en la que X y Z pueden ser independientemente cualquier aminoácido natural excepto prolina; y

b.) cultivar dicho organismo huesped hasta que se produzca al menos una proteína N-glicosilada.

8. El procedimiento de la reivindicación 7, en el que dicha proteína es una exoproteína de P. aeruginosa.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, en el que dicho oligo o polisacarido es de una 
bacteria Gram-negativa.35

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que dicho oligo o polisacárido es de 
Shigella flexneri, preferentemente de Shigella flexneri 6.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que dicho oligo o polisacárido es de E. 
coli, preferentemente de E. coli 0157.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que dicho oligo o polisacárido 40
comprende (i) la siguiente estructura:

O (ii) la siguiente estructura: α-D-PerNAc-α-L-Fuc-(β-D-Glc-α-D-GalNAc.
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