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DESCRIPCIÓN

Alfa (1,2) fucosiltransferasas adecuadas para uso en la producción de oligosacáridos fucosilados

Campo de la invención5

La invención proporciona el uso de un constructo de ácido nucleico que comprende un ácido nucleico aislado que 
codifica una enzima α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8 para 
producir un oligosacárido fucosilado en una bacteria, en particular ciertos oligosacáridos fucosilados que por lo 
general se encuentran en la leche humana.10

Antecedentes de la invención

La leche humana contiene un conjunto diverso y abundante de oligosacáridos neutros y ácidos. En la leche humana 
se han identificado más de 130 oligosacáridos complejos diferentes, y su diversidad y abundancia estructural es 15
exclusiva de los seres humanos. Aunque estas moléculas pueden no ser utilizadas directamente por los bebés para 
la nutrición, sin embargo, tienen funciones críticas en el establecimiento de un microbioma intestinal saludable, en la 
prevención de enfermedades y en la función inmunológica. Antes de la invención que se describe en el presente 
documento, la capacidad de producir oligosacáridos de la leche humana (HMOS) era económicamente problemática. 
Por ejemplo, su producción a través de síntesis química se vio limitada por problemas de estereoespecificidad, 20
disponibilidad de precursores, impurezas del producto y alto coste general. Como tal, existe una necesidad 
apremiante de nuevas estrategias para fabricar grandes cantidades de HMOS a bajo coste.

Sumario de la invención
25

La invención presenta el uso de un constructo de ácido nucleico que comprende un ácido nucleico aislado que 
codifica una enzima α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, estando dicho ácido nucleico unido de forma 
operativa a una o más secuencias de control heterólogas que dirigen la producción de la enzima en una cepa de 
producción de bacterias hospedadoras, en el que la secuencia de aminoácidos de dicha enzima codificada por dicho 
ácido nucleico comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 para producir un oligosacárido fucosilado en una bacteria.30
Por lo tanto, la invención presenta un uso o método eficaz y económico para producir oligosacáridos fucosilados. 
Una producción de ese tipo de un oligosacárido fucosilado se consigue usando un ácido nucleico aislado que 
comprende una secuencia que codifica un producto génico de fucosiltransferasa α (1,2) que utiliza lactosa (por 
ejemplo, polipéptido o proteína), que se une de forma operativa a una o más secuencias de control heterólogas que 
dirigen la producción del producto génico de la fucosiltransferasa recombinante en una bacteria tal como Escherichia 35
coli (E. coli). En un ejemplo, la bacteria es una bacteria entérica. La secuencia de aminoácidos del producto génico 
de la α (1,2) fucosiltransferasa que acepta lactosa es la SEQ ID NO: 8. 

Se desvela un constructo de ácido nucleico que comprende un ácido nucleico aislado que codifica una enzima α 
(1,2) fucosiltransferasa que acepta lactosa, estando dicho ácido nucleico unido de forma operativa a una o más 40
secuencias de control heterólogas que dirigen la producción de la enzima en una cepa de producción de bacterias 
hospedadoras, en el que la secuencia de aminoácidos del producto génico (enzima) codificada por el ácido nucleico
comprende la identidad de aproximadamente un 70 % con la SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, el constructo comprende la
SEQ ID NO: 7, que codifica una proteína FutL. Por "heterólogo" se hace referencia a que la secuencia de control y la 
secuencia que codifica la proteína se originan a partir de diferentes cepas bacterianas. Una cepa bacteriana 45
hospedadora de producción adecuada es una que no es la misma cepa bacteriana que la cepa bacteriana fuente a 
partir de la cual se identificó la secuencia de ácidos nucleicos que codifica fucosiltransferasa.

Un uso o método para producir un oligosacárido fucosilado, por ejemplo, un HMOS, en una bacteria se lleva a cabo 
proporcionando una bacteria tal como una cepa hospedadora de producción, Escherichia coli (E. coli), que se 50
caracteriza por un nivel reducido de actividad de β-galactosidasa, una ruta de síntesis del ácido colónico defectuosa, 
una mutación en una proteasa intracelular dependiente de ATP, una mutación en un gen lacA y un gen de α (1,2) 
fucosiltransferasa exógeno. Preferentemente, una mutación en un gen thyA en la bacteria hospedadora permite el 
mantenimiento de plásmidos que portan thyA como un gen marcador seleccionable. Los marcadores seleccionables 
alternativos a modo de ejemplo incluyen genes de resistencia a antibióticos tal como BLA (beta-lactamasa), o genes 55
proBA (para complementar una auxotropia de prolina de cepa hospedadora de proAB) o purC (para complementar 
una auxotrofia de adenina de cepa hospedadora purC). La bacteria que comprende estas características se cultiva 
en presencia de lactosa, y un oligosacárido fucosilado se recupera de la bacteria o de un sobrenadante de cultivo de 
la bacteria. En algunos casos, el uso o método comprende además cultivar la bacteria en presencia de triptófano y 
en ausencia de timidina. En realizaciones preferentes, la cepa hospedadora de producción comprende K12 de E. 60
coli. Otros organismos hospedadores de producción se enumeran a continuación.

Se desvela un oligosacárido fucosilado purificado producido por los métodos que se describen en el presente
documento. El oligosacárido fucosilado se purifica para su uso en productos terapéuticos o nutricionales, o la 
bacteria se usa directamente en dichos productos. El oligosacárido fucosilado producido por la bacteria de 65
modificada por ingeniería es 2'-fucosillactosa (2'-FL) o lactodifucotetraosa (LDFT). Las nuevas alfa 1,2-
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fucosiltransferasas también son útiles para sintetizar HMOS de restos de fucosa alfa 1,2 de mayor peso molecular, 
por ejemplo, lacto-N-fucopentaosa (LNF I) y lacto-N-difucohexaosa (LDFH I).

La bacteria usada para producir los oligosacáridos se modificó mediante ingeniería genética para que comprendiera
un aumento de la mezcla intracelular de difosfato de guanosina (GDP)-fucosa (en comparación con el tipo silvestre), 5
un aumento en el grupo de lactosa intracelular (en comparación con el tipo natural) y para que comprendiera la 
actividad de fucosiltransferasa. Por consiguiente, un gen lacZ endógeno y un gen lacI endógeno de E. coli se 
eliminan o se inactivan funcionalmente para reducir el nivel de actividad de β-galactosidasa. La bacteria también 
puede comprender una mutación en el gen lacA. La bacteria aislada de E. coli también comprende un promotor del 
gen lacIq inmediatamente cadena arriba de un gen lacY. En algunos casos, la bacteria E. coli aislada comprende 10
una ruta de síntesis de ácido colónico defectuosa debido a que un gen wcaJ endógeno de E. coli se elimina o se 
desactiva funcionalmente. La bacteria comprende una mutación en una proteasa intracelular dependiente de 
adenosina-5'-trifosfato (ATP). Por ejemplo, la bacteria comprende una mutación nula en un gen lon. La bacteria 
también comprende una mutación en un gen thyA. Preferentemente, la bacteria acumula un aumento de la 
acumulación de lactosa intracelular y un aumento de la acumulación intracelular de GDP-fucosa. En un aspecto, la 15
bacteria E. coli comprende el genotipo ΔampC::Ptrp

BcI, Δ(lacI-lacZ)::FRT, PlacIqlacY+, ΔwcaJ::FRT, thyA:: n10, 
Δlon:(npt3, lacZ+), ΔlacA .

La bacteria posee una actividad (1,2) fucosil transferasa. Por ejemplo, la bacteria comprende un gen exógeno de α 
(1,2) fucosiltransferasa. La actividad de α (1,2) fucosiltransferasa codificada por el constructo de ácido nucleico 20
usado de acuerdo con la invención tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8. Se desvela una bacteria con un gen 
exógeno de α (1,2) fucosiltransferasa que comprende al menos un 10 % de homología/identidad y menos de un
40 % al nivel de aminoácidos con alfa-(1,2) fucosiltransferasa (futC) de 26695 de Helicobacter pylori, por ejemplo, 
una identidad de al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos 30 %. Las secuencias pueden 
ser al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 25
75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % de homología/identidad con alfa 
(1,2) fucosiltransferasa (futC) de 26695 de Helicobacter pylori. Por lo tanto, FutL es idéntico en un 70 % a FutC a 
nivel de aminoácidos.

El término "% de identidad", en el contexto de dos o más secuencias de ácidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a 30
dos o más secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje específico de restos de aminoácido o 
nucleótido que son iguales, cuando se comparan y se alinean para una correspondencia máxima, de acuerdo con lo 
medido usando uno de los siguientes algoritmos de comparación de secuencias o mediante inspección visual. Por 
ejemplo, el % de identidad es relativo a la longitud total de las regiones de codificación de las secuencias que se 
comparan.35

Para la comparación de secuencias, normalmente una secuencia actúa como una secuencia de referencia, con la 
que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparación de secuencias, las 
secuencias de ensayo y referencia se introducen un ordenador, las coordenadas de la subsecuencia se designan, si 
es necesario, y se designan los parámetros del programa de algoritmos de secuencia. El algoritmo de comparación 40
de secuencias a continuación calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia de ensayo en 
relación con la secuencia de referencia, en función de los parámetros de programa designados.

El porcentaje de identidad se determina usando algoritmos de búsqueda tales como BLAST y PSI-BLAST (Altschul 
et al., 1990, J Mol Biol 215: 3, 403-410; Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res 25: 17, 3389-402). Para la búsqueda 45
de PSI-BLAST, se emplean los siguientes parámetros a modo de ejemplo: (1) El umbral esperado fue 10; (2) el coste
del hueco fue Existencia: 11 y Extensión: 1; (3) La Matriz empleada fue BLOSUM62; (4) El filtro para regiones de 
baja complejidad estaba "activado". La bacteria expresa un producto génico de fucosiltransferasa codificado por una 
secuencia que no es idéntica a futC.

50
Los genes de α (1,2) fucosiltransferasa como se desvela en el presente documento incluye Escherichia coli 0126 
wbgL, Helicobacter mustelae 12198 (ATCC 43772) alfa-1,2-fucosiltransferasa (futL), y proteína de la familia de
glicosil transferasa de Bacteroides vulgatus ATCC 8482 (futN). Un gen exógeno de α (1,2) fucosiltransferasa se 
selecciona entre el grupo que consiste en Escherichia coli 0126 wbgL, Helicobacter mustelae 12198 (ATCC 43772) 
alfa-1,2-fucosiltransferasa (futL), Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 fucosil transferasa (bft3/wcfB), Escherichia coli55
O55:H7 (cepa CB9615) fucosiltransferasa (wbgN), Helicobacter bilis ATCC 437879 futD, Vibrio cholera O22 wblA, 
Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 alfa-1,2-fucosiltransferasa (bft1), Bacteroides ovatus ATCC 8483 futO, y
Helicobacter cinaedi CCUG 18818 alfa-1,2-fucosiltransferasa (futE). La presente invención usa proteína de la familia 
de glicosil transferasa de Bacteroides vulgatus ATCC 8482 (futN) para producir un oligosacárido fucosilado en una 
bacteria.60

Se desvela un vector, por ejemplo, un vector que contiene ácido nucleico. El vector puede incluir además uno o más 
elementos reguladores, por ejemplo, un promotor heterólogo. Los elementos reguladores se pueden unir de forma 
operativa a un gen que codifica una proteína, un constructo genético que codifica un gen de proteína de fusión, o 
una serie de genes unidos en un operón con el fin de expresar la proteína de fusión. También se desvela una célula 65
recombinante aislada, por ejemplo, una célula bacteriana que contiene una molécula o vector de ácido nucleico
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mencionados anteriormente. El ácido nucleico se integra opcionalmente en el genoma.

El constructo de ácido nucleico puede comprender al menos un promotor de bacteriófago λ, un gen rcsA de E. coli, 
un gen bla, y un gen thyA nativo.
Esto se muestra a modo de ejemplo para el constructo plasmídico pG171, no comprendido en la presente invención. 5
El mapa plasmídico de pG171 se muestra en la Figura 5.

La secuencia de pG171 se presenta a continuación con anotaciones de GenBank con respecto a características 
específicas (SEQ ID NO: 1):

10
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Se desvela un constructo de ácido nucleico que comprende un gen de α (1,2) fucosiltransferasa que comprende, por 
ejemplo, una identidad de al menos 10 % y de menos de un 40 % a nivel del aminoácido con respecto a alfa-(1,2) 
fucosiltransferasa 26695 de Helicobacter pylori (futC). El gen exógeno de α (1,2) fucosiltransferasa se puede 5
seleccionar entre el grupo que consiste en alfa-(1,2) fucosiltransferasa 26695 de Helicobacter pylori (futC), Vibrio 
cholera O22 wblA, Escherichia coli 0126 wbgL, Helicobacter bilis ATCC 437879 futD, Helicobacter cinaedi CCUG 
18818 alfa-1,2-fucosiltransferasa (futE), Helicobacter mustelae 12198 (ATCC 43772) alfa-1,2-fucosiltransferasa 
(futL), Bacteroides ovatus ATCC 8483 futO, Escherichia coli O55:H7 (cepa CB9615) fucosiltransferasa (wbgN), 
Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 alfa-1,2-fucosiltransferasa (bft1), y Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 fucosil 10
transferasa (bft3/wcfB). De acuerdo con la presente invención, el gen de α (1,2) fucosiltransferasa es la proteína de 
la familia de glicosil transferasa de Bacteroides vulgatus ATCC 8482 (futN).

Se desvela una batería de E. coli aislada como se ha descrito anteriormente y caracterizada como comprendiendo 
un nivel reducido de actividad de β-galactosidasa, una ruta de síntesis del ácido colónico defectuosa, una mutación 15
en el gen lacA, una mutación en una proteasa intracelular dependiente de ATP, y una mutación en un gen thyA. 
También se desvelan métodos para identificar un gen de α (1,2) fucosiltransferasa capaz de sintetizar 2’-
fucosillactosa (2’-FL) en E. coli. El método de identificación de enzima α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa y 
no es FutC, comprende las siguientes etapas:

20
1) realizar una búsqueda informática de bases de datos de secuencias para definir un amplio grupo de 
homólogos de secuencia sencilla de cualquier α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, conocida;
2) usar el listado de la etapa (1), obteniendo un perfil de búsqueda que contiene secuencias comunes y/o 
motivos estructurales compartidos por los miembros del listado;
3) buscar bases de datos de secuencias, usando un perfil de búsqueda derivado basándose en la secuencia o 25
motivo estructural común de la etapa (2) como búsqueda, e identificar secuencias candidatas, en las que una 
homología de secuencia con respecto a una α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa es de un 40 % o inferior;
4) compilar un listado de organismos candidatos, siendo dichos organismos caracterizados por la expresión de
α(1,2)fucosil-glicanos en un estado de origen natural;
5) seleccionar secuencias candidatas que se obtienen a partir de organismos candidatos para generar un listado30
de enzimas que utilizan lactosa;
6) expresar la enzima que utiliza lactosa candidata en un organismo hospedador; y
7) someter a ensayo la actividad de α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, en el que la detección de 2’-FL 

en dicho organismo indica que la secuencia candidata comprende una α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa 
y que no es FutC. Por ejemplo, la homología de secuencia con respecto a una α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza 35
lactosa de referencia es de un 40 % o inferior.

Se desvela un oligosacárido fucosilado purificado producido de acuerdo con el uso o con los métodos que se han 
descrito anteriormente. En oligosacárido purificado (2’-FL) obtenido al final del proceso es un polvo dulce, cristalino, 
de color blanco/ligeramente blanquecino. A diferencia de los métodos de producción de oligosacárido que usan40
FutC, los métodos que utilizan ciertas enzimas que no son FutC (por ejemplo FutL) no tienen actividad de α (1,3) 
fucosiltransferasa que conducía reacciones secundarias. La falta de actividad de α (1,3) fucosiltransferasa asociada 
a FutL contribuye a su eficacia para producir 2’FL y es una ventaja en comparación con FutC. FutL no tiene actividad 
de alfa 1,3 fucosiltransferasa. Por ejemplo, una célula de modificada por ingeniería E. coli, sobrenadante de cultivo 
de E. coli, o lisado celular de E. coli comprende 2’-FL recombinante y básicamente no comprende una lactosa 45
consignada en 1,3 antes de la purificación de 2’-FL a partir de la célula, sobrenadante de cultivo, o lisado. Parece 
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que tanto FutN como WbgL tienen actividad de alfa 1,3 fucosiltransferasa (similar a FutC). Sin embargo como una 
materia general, el oligosacárido fucosilado producido con los métodos contienen una cantidad insignificante de 3-FL 
en una célula, lisado o cultivo o sobrenadante celular, que contienen 2’-FL, por ejemplo, menos de un 1 % del nivel 
de 2’-FL o un 0,5 % del nivel de 2’-FL.

5
Un oligosacárido purificado, por ejemplo, 2’-FL o LDFT, es uno que tiene al menos un 90 %, un 95 %, un 98 %, un 
99 %, o un 100 % (p/p) del oligosacárido deseado en peso. La pureza se evalúa con cualquier método conocido, por 
ejemplo, cromatografía en capa fina u otras técnicas de cromatografía conocidas en la técnica. Se desvela un 
método para purificar un oligosacárido fucosilado producido con la bacteria modificada mediante ingeniería genética 
que se ha descrito anteriormente, método que comprende la separación del oligosacárido fucosilado deseado (por 10
ejemplo, 2’-FL) de contaminantes en un lisado celular bacteriano o cultivo o sobrenadante celular bacteriano de la 
bacteria.

Los oligosacáridos se purifican y se usan en una serie de productos para el consumo humano así como por 
animales, tal como animales de compañía (perros, gatos) así como ganado (animales bovino, equino, ovino, caprino 15
o porcino, así como aves). Por ejemplo, una composición farmacéutica comprende 2'-FL purificada y un excipiente 
farmacéuticamente aceptable que es adecuado para la administración oral. Grandes cantidades de 2'-FL se 
producen en hospedador es bacterianos, por ejemplo, una bacteria E. coli que comprende un gen de α (1,2) 
fucosiltransferasa exógeno.

20
Una bacteria de E. coli que comprende una combinación citoplásmica mejorada de lactosa y GDP-fucosa es útil en 
sistemas de producción de ese tipo. Las rutas metabólicas y los genes endógenos de E. coli se manipulan en formas 
que dan como resultado la generación de aumentos de concentraciones citoplasmáticas de lactosa y/o GDP-fucosa, 
en comparación con los niveles encontrados en E. coli de tipo silvestre. Por ejemplo, las bacterias contienen al 
menos un 10 %, un 20 %, un 50 %, o 2X, 5X, 10X o más de los niveles en comparación con una bacteria de tipo 25
silvestre correspondiente que carece de las modificaciones genéticas que se han descrito anteriormente.

Un método para producir una composición farmacéutica que comprende un oligosacárido purificado de leche 
humana (HMOS) se lleva a cabo cultivando la bacteria que se ha descrito anteriormente, purificando el HMOS 
producido por la bacteria y combinando el HMOS con un excipiente o vehículo para obtener un suplemento dietético 30
para la administración oral. Estas composiciones son útiles en métodos para prevenir o tratar enfermedades 
entéricas y/o respiratorias en bebés y adultos. Por consiguiente, las composiciones se administran a un sujeto que 
padece o está en riesgo de desarrollar una enfermedad de este tipo.

También se desvelan métodos para aumentar la concentración intracelular de lactosa en E. coli, para células 35
cultivadas en presencia de lactosa, mediante el uso de manipulaciones de genes de E. coli endógenos involucrados 
en la importación, exportación y catabolismo de lactosa. En particular, en el presente documento se describen 
métodos para aumentar los niveles de lactosa intracelular en E. coli modificada por ingeniería genética para producir 
un oligosacárido de la leche humana mediante la eliminación simultánea del gen endógeno de la β-galactosidasa 
(lacZ) y el gen represor del operón lactosa (lacI). Durante la construcción de esta deleción, el promotor lacIq se 40
coloca inmediatamente cadena arriba de (contiguo con) el gen de la lactosa permeasa, lacY, es decir, la secuencia 
del promotor lacIq está directamente cadena arriba y adyacente al inicio de la secuencia que codifica el gen lacY, de 
modo que el gen lacY está bajo regulación transcripcional por el promotor lacIq. La cepa modificada mantiene su 
capacidad para transportar lactosa desde el medio de cultivo (a través de LacY), pero sufre deleción por la copia 
cromosómica de tipo silvestre del gen lacZ (que codifica la β-galactosidasa) responsable del catabolismo de la 45
lactosa. Por lo tanto, se crea un grupo de lactosa intracelular cuando la cepa modificada se cultiva en presencia de 
lactosa exógena. Otro método para aumentar la concentración intracelular de lactosa en E. coli implica la deleción 
del gen lacA. La mutación lacA previene la formación de acetil-lactosa intracelular, que no solo elimina esta molécula 
como contaminante de las purificaciones posteriores, sino que también elimina la capacidad de E. coli para exportar 
el exceso de lactosa de su citoplasma (Danchin A. Cells need safety valves. Bioessays 2009, Julio 31 (7): 769-73).50
Por lo tanto facilita en gran medida las manipulaciones intencionadas de la combinación de lactosa intracelular de E.
coli.

También se desvelan métodos para aumentar los niveles intracelulares de GDP-fucosa en Escherichia coli mediante 
la manipulación de la ruta de biosíntesis del ácido colánico endógeno del organismo. Este aumento se logra a través 55
de una serie de modificaciones genéticas de los genes endógenos de E. coli implicados directamente en la 
biosíntesis del precursor del ácido colánico, o en el control general del regulón sintético del ácido colánico. En el 
presente documento se describen métodos para aumentar los niveles intracelulares de GDP-fucosa en E. coli
genéticamente modificada para producir un oligosacárido de la leche humana mediante la eliminación del gen wcaJ, 
que codifica la transferasa vehículo lipídico de UDP-glucosa. En un fondo nulo de wcaJ, la GDP-fucosa se acumula 60
en el citoplasma de E. coli.

En un aspecto, el oligosacárido de la leche humana producido por bacterias modificadas genéticamente que 
comprenden una molécula de ácido nucleico exógena que codifica una α(1,2) fucosiltransferasa es 2'-FL (2'-
fucosillactosa). De acuerdo con la invención, la α(1,2) fucosiltransferasa tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8. La α 65
(1,2) fucosiltransferasa usada es una α(1,2) fucosiltransferasa capaz de usar lactosa como sustrato aceptor de 
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azúcar para la síntesis de 2’-FL. Se desvela un gen de α(1,2) fucosiltransferasa exógeno que comprende al menos 
un 10 % de identidad a nivel de aminoácidos y menos de aproximadamente un 40 % con la alfa-(1,2) 
fucosiltransferasa de Helicobacter pylori 26695 (FutC).

También se desvelan composiciones que comprenden E. coli genéticamente modificada para producir el 5
tetrasacárido de la leche humana lactodifucotetraosa (LDFT). La E. coli en este caso comprende una molécula de 
ácido nucleico exógena que codifica una α(1,2) fucosiltransferasa que también tiene actividad de α(1,3) 
fucosiltransferasa.

Se desvela un método para tratar, prevenir o reducir el riesgo de infección en un sujeto que comprende administrar a 10
dicho sujeto una composición que comprende un oligosacárido de leche humana recombinante purificada, en la que
el HMOS se une a un patógeno y en la que el sujeto está infectado o en riesgo de infección con el patógeno. La 
infección puede ser causada por un virus similar al de Norwalk o Campylobacter jejuni. El sujeto puede ser un 
mamífero que necesite un tratamiento de ese tipo. El mamífero es, por ejemplo, cualquier mamífero, por ejemplo, un 
ser humano, un primate, un ratón, una rata, un perro, un gato, una vaca, un caballo o un cerdo. El mamífero puede 15
ser un ser humano. Por ejemplo, las composiciones se formulan en piensos para animales (por ejemplo, gránulos, 
croquetas, puré) o complementos alimenticios para animales de compañía, por ejemplo, perros o gatos, así como 
ganado o animales criados para consumo alimentario, por ejemplo, ganado, ovejas, cerdos, gallinas y cabras. El 
HMOS purificado se puede formular en un polvo (por ejemplo, polvo de fórmula infantil o polvo de suplemento 
nutricional para adultos, cada uno de los cuales se mezcla con un líquido como agua o uno antes del consumo) o en 20
forma de comprimidos, cápsulas o pastas o se incorpora como componente en productos lácteos como leche, 
crema, queso, yogur o kéfir, o como componente en cualquier bebida, o se combina en una preparación que 
contiene cultivos microbianos vivos destinados a servir como probióticos, o en preparaciones prebióticas para 
mejorar el crecimiento de microorganismos benéficos ya sea in vitro o in vivo.

25
Los polinucleótidos, polipéptidos y oligosacáridos se purifican y/o se aíslan. Purificado define un grado de esterilidad 
que es seguro para la administración a un sujeto humano, por ejemplo, que carece de agentes infecciosos o tóxicos. 
De forma específica, como se usa en el presente documento, una molécula de ácido nucleico, polinucleótido, 
polipéptido, proteína u oligosacárido "aislada" o "purificada", está sustancialmente libre de otro material celular o 
medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o precursores químicos u otros productos 30
químicos cuando se sintetizan por vía química. Por ejemplo, las composiciones de HMOS purificadas tienen al 
menos un 60 % en peso (peso seco) del compuesto de interés. Preferentemente, la preparación tiene al menos un 
75 %, más preferentemente al menos un 90 %, y lo más preferentemente al menos un 99 %, en peso del compuesto 
de interés. La pureza se mide mediante cualquier método convencional apropiado, por ejemplo, mediante 
cromatografía en columna, cromatografía en capa fina o análisis de cromatografía líquida de alto rendimiento 35
(HPLC). Por ejemplo, una "proteína purificada" se refiere a una proteína que se ha separado de otras proteínas, 
lípidos y ácidos nucleicos con los que está naturalmente asociada. Preferentemente, la proteína constituye al menos 
un 10, 20, 50, 70, 80, 90, 95, 99-100 % en peso seco de la preparación purificada.

Del mismo modo, por "sustancialmente puro" se hace referencia a un oligosacárido que se ha separado de los 40
componentes que lo acompañan de manera natural. Por lo general, el oligosacárido es sustancialmente puro cuando 
está libre en al menos un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 95 %, o incluso un 99 %, en peso libre de proteínas y 
moléculas orgánicas de origen natural con las que está naturalmente asociado.

Por "ácido nucleico aislado" se hace referencia a un ácido nucleico que está libre de los genes que, en el genoma de 45
origen natural del organismo a partir del que se obtiene el ADN, flanquean al gen. La expresión abarca, por ejemplo: 
(a) un ADN que forma parte de una molécula de ADN genómico natural, pero que no está flanqueado por ambas 
secuencias de ácido nucleico que flanquean esa parte de la molécula en el genoma del organismo en el que se 
produce de manera natural (b) un ácido nucleico incorporado en un vector o en el ADN genómico de un procariota o 
eucariota de manera tal que la molécula resultante no sea idéntica a ningún vector natural o ADN genómico; (c) una 50
molécula separada tal como un ADNc, un fragmento genómico, un fragmento producido por reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR), o un fragmento de restricción; y (d) una secuencia de nucleótidos recombinante que forma 
parte de un gen híbrido, es decir, un gen que codifica una proteína de fusión. Las moléculas de ácido nucleico 
aisladas de acuerdo con la presente invención incluyen además moléculas producidas sintéticamente, así como 
cualquier ácido nucleico que se haya alterado químicamente y/o que tenga cadenas principales modificadas.55

Un "promotor heterólogo" es un promotor que es diferente del promotor al que un gen o secuencia de ácidos 
nucleicos se une de forma operativa en la naturaleza.

El término "sobreexpresar" o "sobreexpresión" se refiere a una situación en la que una célula alterada mediante 60
ingeniería genética expresa más factores de lo que lo haría, en las mismas condiciones, una célula de tipo silvestre. 
De manera similar, si una célula no alterada no expresa un factor que se modifica mediante ingeniería genética para 
producir, se usa el término "expresar" (a diferencia de "sobreexpresar") que indica que la célula de tipo silvestre no 
expresó el factor en absoluto antes de la manipulación genética.

65
Los términos "tratar" y "tratamiento", como se usan en el presente documento se refieren a la administración de un 
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agente o formulación a un individuo clínicamente sintomático afectado por una afección, trastorno o enfermedad 
adversos, con el fin de conseguir una reducción en la gravedad y/o frecuencia de los síntomas, una eliminación de
los síntomas y/o su causa subyacente, y/o facilitar la mejora o la reparación del daño. Los términos "prevención" y 
"prevenir" se refieren a la administración de un agente o composición a un individuo clínicamente asintomático que 
es susceptible a una afección, trastorno o enfermedad adversa particular, y por lo tanto se relaciona con la 5
prevención de la aparición de síntomas y/o su causa subyacente.

Con los términos "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz" de una formulación o componente de 
formulación se hace referencia a una cantidad no tóxica pero suficiente de la formulación o componente para 
proporcionar el efecto deseado.10

El término de transición "que comprende", que es sinónimo de "que incluye", "que contiene" o "caracterizado por", es 
inclusivo o de extremos abiertos y no excluye elementos o etapas de método adicionales sin mencionar. Por el 
contrario, la expresión de transición "que consiste en" excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no 
especificado en la reivindicación. La expresión de transición "que consiste esencialmente en "limita el alcance de 15
una reivindicación a los materiales o etapas especificados" y aquellos que no lo hacen influyen materialmente en las 
características básicas y novedosas" de la invención que se reivindica.

El organismo hospedador usado para expresar el producto génico de fucosiltransferasa que acepta lactosa y no es 
FutC es generalmente la enterobacteria K-12 de Escherichia coli (E. coli). La cepa K-12 de E. coli no se considera un 20
patógeno humano o animal ni es toxicogénica. E. coli K-12 es una cepa de producción de bacterias convencional y 
se indica por su seguridad debido a su escasa habilidad para colonizar el colon y establecer infecciones (véase, por 
ejemplo, epa.gov/oppt/biotech/pubs/fra/fra004.htm). Sin embargo, una diversidad de especies bacterianas se puede 
usar en los métodos de biosíntesis de oligosacáridos, por ejemplo, Erwinia herbicola (Pantoea agglomerans), 
Citrobacter freundii, Pantoea citrea, Pectobacterium carotovorum, o Xanthomonas campestris. También se pueden 25
usar bacterias del género Bacillus, incluyendo Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus 
thermophilus, Bacillus laterosporus, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, 
Bacillus cereus, y Bacillus circulans. Del mismo modo, las bacterias de los géneros Lactobacillus y Lactococcus se 
pueden modificar usando los métodos de la presente invención, que incluyen, pero no se limitan a, Lactobacillus 
acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii, 30
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus jensenii, y Lactococcus lactis. Streptococcus thermophiles y Proprionibacterium 
freudenreichii también son especies bacterianas adecuadas para la invención que se describe en el presente 
documento. Como parte de la presente invención también se incluyen cepas, modificadas como se describe en el 
presente documento, de los géneros Enterococcus (por ejemplo, Enterococcus faecium y Enterococcus 35
thermophiles), Bifidobacterium (por ejemplo, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, y Bifidobacterium 
bifidum), Sporolactobacillus spp., Micromomospora spp., Micrococcus spp., Rhodococcus spp., y Pseudomonas (por 
ejemplo, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa). Las bacterias que comprenden las características 
que se describe en el presente documento se cultivan en presencia de lactosa, y un oligosacárido fucosilado se 
recupera, ya sea de la propia bacteria o de un sobrenadante de tipo de la bacteria. El oligosacárido fucosilado se 40
purifica para su uso en productos terapéuticos o nutricionales, o las bacterias se usan directamente en productos de 
ese tipo. 

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento 
tienen el mismo significado que entiende comúnmente un experto en la materia a la que pertenece la presente45
invención. Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente 
documento se pueden usar en la práctica o en el ensayo de la presente invención, a continuación se describen 
métodos y materiales adecuados. En caso de conflicto con patentes extranjeras publicadas y solicitudes de patentes 
citadas en el presente documento, las solicitudes de Genbank y NCBI indicadas por el número de acceso 
mencionado en el presente documento, y todas las demás referencias, documentos, manuscritos y bibliografía50
científica publicados en el presente documento, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, 
prevalecerá. Además, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Breve descripción de las figuras
55

La Figura 1 es una ilustración esquemática que muestra la ruta de síntesis de los fucosil oligosacáridos de leche 
humana. Se y Le indican síntesis con fucosiltransferasas de los genes secretores y de Lewis, respectivamente. 
Se proporciona al nombre bioquímico abreviado [con la estructura bioquímica alternativa entre corchetes] 
(análogo antigénico del grupo histo-sanguíneo entre paréntesis).
La Figura 2 es un esquema que demuestra las rutas metabólicas y los cambios introducidos en las mismas para 60
modificar mediante ingeniería la síntesis de 2’-fucosillactosa (2’-FL) en Escherichia coli (E. coli).
La Figura 3 es una serie de fotografías que muestran análisis de cromatografía en capa fina de 2’-FL producida 
en cepas de E. coli con α (1,2) fucosiltransferasas candidatas. La Figura 3A muestra la producción significativa 
de 2’-FL con WbgL. La Figura 3B muestra la producción significativa de 2’-FL con FutL. La Figura 3C muestra la 
producción significativa de 2’-FL con FutN.65
La Figura 4 es un diagrama y una fotografía de análisis de cromatografía en capa fina que muestra que la 
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digestión con fucosidasa confirma la síntesis de 2’-FL auténtica con WbgL. Los oligosacáridos producidos con 
una cepa de E. coli expresan wbgL se aislaron y se sometieron a digestión durante la noche con diferentes
fucosidasas. Los productos de reacción se analizaron por TLC. La producción de fucosa y lactosa mediante 
tratamiento con α(1,2) fucosidasa se ilustra en la calle 2. 
La Figura 5 es un diagrama del plásmido pG171. 5
La Figura 6 es un diagrama de un constructor cromosómico de PlacIq lacY+. 
La Figura 7 es un diagrama de la deleción cromosómica de wcaJ. 
La Figura 8 es un diagrama de la inserción de kan, lacZ+ en el locus lon. 
La Figura 9 es un diagrama del plásmido pG204. 
La Figura 10 es un diagrama del plásmido pG216. 10
La Figura 11 es un diagrama del plásmido pG217.

Descripción detallada de la invención

Aunque algunos estudios sugieren que los glicanos de la leche humana se podrían usar como agentes antiadhesión15
antimicrobiana, la dificultad y el gasto para producir cantidades adecuadas de éstos agentes de una calidad 
adecuada para consumo humano ha limitado su ensayo a escala completa y utilidad percibida. Lo que se necesita
es un método adecuado para producir los glicanos apropiados en cantidades suficientes con un coste razonable. 
Antes de la invención que se describe en el presente documento, se realizaron intentos de uso de varios enfoques 
de síntesis distintos para síntesis de glicanos. Algunos enfoques químicos pueden sintetizar oligosacáridos (Flowers, 20
H. M. Methods Enzymol 50, 93-121 (1978); Seeberger, P. H. Chem Commun (Camb) 1115-1121 (2003)), pero los 
reactivos por estos métodos son caros y potencialmente tóxicos (Koeller, K. M. y Wong, C. H. Chem Rev 100, 4465-
4494 (2000)). Las enzimas expresadas a partir de organismos modificados por ingeniería (Albermann, C., 
Piepersberg, W. y Wehmeier, U. F. Carbohydr Res 334, 97-103 (2001); Bettler, E., Samain, E., Chazalet, V., Bosso, 
C., et al., Glycoconj J 16, 205-212 (1999); Johnson, K. F. Glycoconj J 16, 141-146 (1999); Palcic, M. M. Curr Opin 25
Biotechnol 10, 616-624 (1999); Wymer, N. y Toone, E. J. Curr Opin Chem Biol 4, 110-119 (2000)) proporcionan una 
síntesis precisa y eficaz (Palcic, M. M. Curr Opin Biotechnol 10, 616-624 (1999)); Crout, D. H. y Vic, G. Curr Opin 
Chem Biol 2, 98-111 (1998)), pero el coste elevado de los reactivos, especialmente los nucleótidos de azúcar, limita 
su utilidad para producción a gran escala con bajo coste. Algunos microbios se han modificado mediante ingeniería 
genética para expresar las glicosiltransferasas necesarias para sintetizar oligosacáridos a partir de la combinación 30
innata de azúcares de nucleótidos de las bacterias (Endo, T., Koizumi, S., Tabata, K., Kakita, S. y Ozaki, A. 
Carbohydr Res 330, 439-443 (2001); Endo, T., Koizumi, S., Tabata, K. y Ozaki, A. Appl Microbiol Biotechnol 53, 257-
261 (2000); Endo, T. y Koizumi, S. Curr Opin Struct Biol 10, 536-541 (2000); Endo, T., Koizumi, S., Tabata, K., 
Kakita, S. y Ozaki, A. Carbohydr Res 316, 179-183 (1999); Koizumi, S., Endo, T., Tabata, K. y Ozaki, A. Nat 
Biotechnol 16, 847-850 (1998)). Sin embargo, antes de la invención que se describe en el presente documento, 35
había una necesidad creciente de identificar y caracterizar glicosiltransferasas adicionales que son útiles para la 
síntesis de HMOS en los operadores bacterianos modificados mediante ingeniería metabólicamente.

No todas las α(1,2) fucosiltransferasas pueden utilizar la lactosa como un azúcar aceptor. Una enzima deseada 
utiliza GDP-fucosa como donante, y la lactosa es el aceptor para ese donante. Se llevó a cabo un método para 40
identificar nuevas enzimas α(1,2) fucosiltransferasa capaces de utilizar lactosa como aceptor utilizando las 
siguientes etapas:: 1) realizar una búsqueda informática de bases de datos de secuencias para definir un amplio 
grupo de homólogos de secuencia sencilla de cualquier α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, conocida; 2) usar 
el listado de homólogos de la etapa 1 para obtener un perfil de búsqueda que contiene una secuencia común y/o 
motivos estructurales compartidos por los miembros del grupo amplio, por ejemplo, mediante el uso de programas 45
informáticos tales como MEME (Multiple Em for Motif Elicitation disponible en http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-
bin/meme.cgi) o PSI-BLAST (BLAST con iteración de posición específica disponible en ncbi.nlm.nih.gov/blast con 
información adicional en cnx.org/con-tent/m11040/latest/); 3) búsquedas en bases de datos de secuencias (por 
ejemplo, usando programas informáticos tales como PSI-BLAST, o MAST (Motif Alignment Search Tool disponible 
en http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-bin/mast.cgi), usando este perfil de búsqueda derivado como una búsqueda e 50
identificando "secuencias candidatas" cuya simple homología de secuencia con la α(1,2) fucosiltransferasa que 
acepta lactosa original es de un 40 % o inferior; 4) escaneando la bibliografía científica y desarrollando un listado de 
"organismos candidatos" conocidos por expresar α(1,2) fucosil-glicanos; 5) seleccionando solo aquellas "secuencias 
candidatas" que se obtienen a partir de "organismos candidatos" para generar un listado de "enzimas candidatas 
que utilizan lactosa"; y 6) expresando cada "enzima candidata que utiliza lactosa" y analizando la actividad de α(1,2) 55
fucosiltransferasa que utiliza lactosa.

El conjunto de herramientas de análisis de secuencia MEME (meme.sdsc.edu/meme/cgi-bin/meme.cgi) también se 
puede usar como una alternativa a PSI-BLAST. Los motivos de secuencia se descubren usando el programa 
"MEME". A continuación estos motivos se pueden usar para buscar bases de datos de secuencias usando el 60
programa "MAST". Los algoritmos de búsqueda BLAST y PHI-BLAST son otras alternativas bien conocidas.

Para someter al ensayo la actividad de utilización de lactosa, la producción de 2'-FL se evalúa en un organismo 
hospedador que expresa la enzima candidata y que contiene tanto GDP-fucosa citoplasmática como combinaciones 
de lactosa. La producción de 2’-FL indica que la secuencia codificante de la enzima candidata funciona como una 65
α(1,2) fucosiltransferasa que utiliza lactosa.
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Para encontrar enzimas similares a FutC, se usó el aminoácido completo de FutC como una consulta en PSI-BLAST. 
Los resultados del método de identificación de α(1,2) fucosiltransferasa que utiliza lactosa de la presente invención 
son sorprendentes, ya que el % de identidad de varias de los α(1,2) fucosiltransferasas que utilizan lactosa son 
menos de un 40% de la secuencia de FutC de referencia. Otro aspecto más sorprendente del estudio es que 8 de 5
los 10 candidatos analizados pudieron utilizar la lactosa como aceptor, 3 de los cuales lo hicieron a niveles muy 
cercanos a la enzima FutC usada como "criterio de referencia". Esta fue una "tasa de éxito" mayor que se anticipó. 
Aunque 6 de cada 10 de las enzimas candidatas se encuentran en bacterias que incorporan α(1,2) fucosa en su 
estructura de LPS, los oligosacáridos a los que se une la fucosa son muy diferentes de la lactosa que se le pide a 
cada enzima candidata que utilice en la consulta. Además, fue sorprendente que tanto WblA como WbgN pudieran 10
utilizar la lactosa como un aceptor, porque estas dos enzimas se encuentran en bacterias que no incorporan fucosa 
en su estructura de LPS. En su lugar, utilizan un azúcar relacionado llamado colitosa.

Glicanos de leche humana
15

La leche humana contiene un conjunto diverso y abundante de oligosacáridos neutros y ácidos (Kunz, C., Rudloff, 
S., Baier, W., Klein, N., y Strobel, S. (2000). Annu Rev Nutr 20, 699-722; Bode, L. (2006). J Nutr 136, 2127-130). 
Más de 130 oligosacáridos complejos diferentes se han identificado en la leche humana, y su diversidad y 
abundancia estructural es exclusiva de los seres humanos. Aunque estas moléculas pueden no ser utilizadas 
directamente por los bebés para la nutrición, sin embargo, cumplen funciones críticas en el establecimiento de un 20
microbioma intestinal saludable (Marcobal, A., Barboza, M., Froehlich, J. W., Block, D. E., et al., J Agric Food Chem 
58, 5334-5340 (2010)), en la prevención de enfermedades (Newburg, D. S., Ruiz-Palacios, G. M. y Morrow, A. L. 
Annu Rev Nutr 25, 37-58 (2005)), y en la función inmunológica (Newburg, D. S. y Walker, W. A. Pediatr Res 61, 2-8 
(2007)). A pesar de los millones de años de exposición a los oligosacáridos de la leche humana (HMOS), los 
patógenos aún tienen que desarrollar formas de eludir la capacidad del HMOS para prevenir la adhesión a las 25
células diana e inhibir la infección. La capacidad de utilizar HMOS como inhibidores de la adherencia de patógenos 
promete abordar la crisis actual de la creciente resistencia a los antibióticos. Los oligosacáridos de la leche humana 
producidos por biosíntesis representan los compuestos directores de una nueva clase de terapias contra algunos de 
los azotes más difíciles de la sociedad.

30
Una estrategia alternativa para la síntesis eficaz de HMOS a escala industrial es la ingeniería metabólica de las 
bacterias. Este enfoque implica la construcción de cepas microbianas que sobreexpresan glicosiltransferasas 
heterólogas, transportadores de membrana para la importación de azúcares precursores al citosol bacteriano, y que 
poseen conjuntos mejorados de azúcares de nucleótidos regeneradores para su uso como precursores biosintéticos 
(Dumon, C., Samain, E., y Priem, B. (2004). Biotechnol Prog 20, 412-19; Ruffing, A., y Chen, R.R. (2006). Microb35
Cell Fact 5, 25). Un aspecto clave de este enfoque es la glicosiltransferasa heteróloga seleccionada para la 
sobreexpresión en el hospedador microbiano. La elección de la glicosiltransferasa puede influir de forma significativa 
en el rendimiento final del oligosacárido sintetizado deseado, dado que las enzimas pueden variar mucho en 
términos de cinética, especificidad de sustrato, afinidad por las moléculas donantes y aceptoras, estabilidad y 
solubilidad. Se identificaron y caracterizaron algunas glicosiltransferasas obtenidas a partir de diferentes especies 40
bacterianas en términos de su capacidad para catalizar la biosíntesis de HMOS en cepas hospedadoras de E. coli 
(Dumon, C., Bosso, C., Utille, J.P., Heyraud, A., y Samain, E. (2006). Chembiochem 7, 359-365; Dumon, C., Samain, 
E., y Priem, B. (2004). Biotechnol Prog 20, 412-19; Li, M., Liu, X.W., Shao, J., Shen, J., Jia, Q., Yi, W., Song, J.K., 
Woodward, R., Chow, C.S., y Wang, P.G. (2008). Biochemistry 47, 378-387). La identificación de glicosiltransferasas 
adicionales con una cinética más rápida, una mayor afinidad por los donantes de nucleótidos de azúcar y/o 45
moléculas aceptoras, o una mayor estabilidad dentro del hospedador bacteriano mejora de forma significativa los 
rendimientos de HMOS terapéuticamente útiles. Antes de la invención que se describe en el presente documento, 
las síntesis químicas de HMOS eran posibles, pero estaban limitadas por problemas de estereoespecificidad, 
disponibilidad de precursores, impurezas del producto y alto coste general (Flowers, H. M. Methods Enzymol 50, 93-
121 (1978); Seeberger, P. H. Chem Commun (Camb) 1115-1121 (2003); Koeller, K. M. y Wong, C. H. Chem Rev 50
100, 4465-4494 (2000)). La invención supera los inconvenientes de estos intentos previos al proporcionar nuevas 
estrategias para fabricar grandes cantidades de oligosacáridos de la leche humana (HMOS) para su uso como 
suplementos dietéticos. Las ventajas incluyen la expresión eficaz de la enzima, la estabilidad mejorada y/o la 
solubilidad del producto génico (2'-FL) y una toxicidad reducida para el organismo hospedador. Por ejemplo, las 
α(1,2) fucosiltransferasas obtenidas a partir de cepas de E. coli (por ejemplo WbgL) son más estables y se expresan 55
en niveles más altos dentro de las cepas hospedadoras de producción de E. coli en comparación con FutC. En otro 
ejemplo, la fucosiltransferasa altamente activa (futN) se obtiene a partir de un microbio comensal (Bacteroides) en 
lugar de un patógeno. Dado que muchas cepas de producción obtenidas por ingeniería usan genes de
fucosiltransferasa obtenidos a partir de patógenos, la seguridad y/o la mayor aceptación por parte del consumidor 
son ventajas añadidas de esta secuencia/enzima.60

Como se describe con detalle a continuación, E. coli (u otras bacterias) está modificada por ingeniería para producir 
2'-FL a niveles comercialmente viables. Por ejemplo, los rendimientos son > 5 gramos/litro en un proceso de 
fermentación bacteriana.

65
Papel de los glicanos de leche humana en enfermedades infecciosas
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Los glicanos de leche humana, que comprenden oligosacáridos no unidos y sus glicoconjugados, desempeñan un 
papel importante en la protección y el desarrollo del tracto gastrointestinal (GI) infantil. Los oligosacáridos fucosilados 
neutros, incluyendo 2'-fucosillactosa (2'-FL), protegen a los bebés frente a varios patógenos importantes. Los 
oligosacáridos de la leche que se encuentran en varios mamíferos difieren mucho, y la composición en seres 5
humanos es única (Hamosh M., 2001 Pediatr Clin North Am, 48: 69-86; Newburg D.S., 2001 Adv Exp Med Biol, 501:
3-10). Además, los niveles de glicano en la leche materna cambian a lo largo de la lactancia y también varían 
ampliamente entre individuos (Morrow A.L. et al., 2004 J Pediatr, 145: 297-303; Chaturvedi P et al., 2001 
Glycobiology, 11: 365-372). Se han identificado aproximadamente 200 oligosacáridos distintos de la leche humana y 
las combinaciones de epítopos simples son responsables de esta diversidad (Newburg D.S., 1999 Curr_Med Chem, 10
6:117-127; Ninonuevo M. et al., 2006 J Agric Food Chem, 54: 7471-74801).

Los oligosacáridos de la leche humana están compuestos por 5 monosacáridos: D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), 
N-acetilglucosamina (GlcNAc), L-fucosa (Fuc) y ácido siálico (N-acetil neuramínico, Neu5Ac, NANA). Los 
oligosacáridos de la leche humana generalmente se dividen en dos grupos según sus estructuras químicas: 15
compuestos neutros que contienen Glc, Gal, GlcNAc y Fuc, unidos a un núcleo de lactosa (Galβ1-4Glc), y 
compuestos ácidos que incluyen los mismos azúcares y, a menudo, el mismo estructuras centrales, más NANA 
(Charlwood J. et al., 1999 Anal Biochem, 273:261-277; Martin-Sosa et al., 2003 J Dairy Sci, 86: 52-59; Parkkinen J. y
Finne J., 1987 Methods Enzymol, 138: 289-300; Shen Z. et al., 2001 J Chromatogr A, 921: 315-321).

20
Aproximadamente un 70-80 % de los oligosacáridos en la leche materna están fucosilados, y se cree que sus rutas 
de síntesis proceden como se muestra en la Figura 1 (las rutas de Tipo I y deTipo II comienzan con diferentes 
moléculas precursoras). Una proporción menor de los oligosacáridos está sialilada o fucosilada y sialilada, pero sus 
rutas de síntesis no están completamente definidas. La comprensión de los oligosacáridos ácidos (sialilados) está 
limitada en parte por la capacidad de medir estos compuestos. Se han diseñado métodos sensibles y reproducibles 25
para el análisis de oligosacáridos neutros y ácidos. Los oligosacáridos de la leche humana como clase sobreviven al 
tránsito a través del intestino de los bebés de manera muy eficaz, siendo esencialmente no digeribles (Chaturvedi, 
P., Warren, C. D., Buescher, C. R., Pickering, L. K. y Newburg, D. S. Adv Exp Med Biol 501, 315-323 (2001)).

Los glicanos de la leche humana inhiben la unión de enteropatógenos a sus receptores30

Los glicanos de la leche humana tienen homología estructural con los receptores celulares para los enteropatógenos 
y funcionan como señuelos de los receptores. Por ejemplo, las cepas patógenas de Campylobacter se unen 
específicamente a glicanos que contienen H-2, es decir, 2'-fucosil-N-acetillactosamina o 2'-fucosillactosa (2'FL); La 
unión de Campylobacter y la capacidad de infección son inhibidas por 2'-FL y otros glicanos que contienen este 35
epítopo H-2. De forma similar, algunos patógenos diarreogénicos de E. coli son fuertemente inhibidos in vivo por los 
oligosacáridos de la leche humana que contienen restos de fucosa unidos en la posición 2. Varias cepas principales 
de calicivirus humanos, especialmente los norovirus, también se unen a los glicanos fucosilados en la posición 2, y 
esta unión es inhibida por los glicanos fucosilados en la posición 2 unidos a la leche humana. El consumo de leche 
humana que tiene niveles altos de estos fucosiloligosacáridos unidos a la posición 2 se asoció con un menor riesgo 40
de norovirus, Campylobacter, ST de diarrea asociada a E. coli y diarrea moderada a grave de todas las causas en 
una cohorte mejicana de niños en periodo de lactancia (Newburg D.S. et al., 2004 Glycobiology, 14: 253-263; 
Newburg D.S. et al., 1998 Lancet, 351: 1160-1164). Varios agentes patógenos utilizan glicanos sialilados como sus 
receptores anfitriones, tales como la gripe (Couceiro, J. N., Paulson, J. C. y Baum, L. G. Virus Res 29, 155-165 
(1993)), parainfluenza (Amonsen, M., Smith, D. F., Cummings, R. D. y Air, G. M. J Virol 81, 8341-8345 (2007), y45
rotovirus (Kuhlenschmidt, T. B., Hanafin, W. P., Gelberg, H. B. y Kuhlenschmidt, M. S. Adv Exp Med Biol 473, 309-
317 (1999)). El epítopo sialil-Lewis X es usado por Helicobacter pylori (Mahdavi, J., Sondén, B., Hurtig, M., Olfat, F. 
O., et al., Science 297, 573-578 (2002)), Pseudomonas aeruginosa (Scharfman, A., Delmotte, P., Beau, J., Lamblin, 
G., et al., Glycoconj J 17, 735-740 (2000)), y algunas cepas de norovirus (Rydell, G. E., Nilsson, J., Rodriguez-Diaz, 
J., Ruvoën-Clouet, N., et al., Glycobiology 19, 309-320 (2009)).50

Modificación por ingeniería de E. coli para producir oligosacárido 2'-FL de leche humana

En el presente documento se describe un enfoque de identificación sistemática de genes, que se usó para identificar 
nuevas α (1,2) fucosiltransferasas (α (1,2) FT) para la síntesis de oligosacáridos unidos a fucosilo en E. coli55
manipulada metabólicamente. De particular interés son las α (1,2) FT que son capaces de la síntesis de la 2'-
fucosillactosa de HMOS (2'-FL). 2'-FL es el oligosacárido fucosilado más abundante presente en la leche humana, y 
este oligosacárido ofrece protección a los recién nacidos contra la diarrea infecciosa causada por patógenos 
bacterianos tales como Campylobacter jejuni (Ruiz-Palacios, G.M., et al., (2003). J Biol Chem 278, 14112-120; 
Morrow, A.L. et al., (2004). J Pediatr 145, 297-303; Newburg, D.S. et al., (2004). Glycobiology 14, 253-263).60

La vía de síntesis de los fucosil oligosacáridos de la leche humana se ilustra en la Figura 1. Estructuralmente, 2'-FL 
consiste en una molécula de fucosa unida en α 1,2 a la parte de galactosa de la lactosa (Fucα1-2Galβ1-4Glc). Se ha 
utilizado una α (1,2) FT de la cepa 26695 de H. pylori denominada FutC para catalizar la síntesis de 2'-FL en E. coli
mediante ingeniería metabólica (Drouillard, S. et al., (2006). Angew Chem Int Ed Engl 45, 1778-780). Por lo tanto, la 65
secuencia de aminoácidos de FutC se usó como una consulta en el algoritmo de búsqueda PSI-BLAST (Position 
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Specific Iterated Basic Local Alignment Search Tool) para identificar nuevas α (1,2) FT candidatas para la producción 
de 2’-FL en E. coli. Usando PSI-BLAST, se crea un listado de secuencias de proteínas estrechamente relacionadas 
en función de la secuencia de consulta. El algoritmo a continuación genera una secuencia de perfil, que resume los 
motivos significativos presentes en estas secuencias. Este perfil a continuación se usa como una nueva consulta 
para identificar un grupo más grande de secuencias candidatas, y el proceso se itera para generar un grupo aún 5
mayor de candidatos. 

La secuencia de aminoácidos de FutC se usó como una consulta para 2 iteraciones del algoritmo de búsqueda PSI-
BLAST. Esta búsqueda dio como resultado un grupo de 277 candidatos con similitud con FutC, algunos de los 
cuales estaban más estrechamente relacionados (identidad de aminoácidos compartida mayor que un 25 %), así 10
como un grupo que estaba más relacionado con FutC (identidad de aminoácidos compartida menor de un 25 %). Del 
grupo más estrechamente relacionado, se analizaron las α(1,2) FT predichas de especies bacterianas que 
incorporan fucosa en el antígeno O de su lipopolisacárido (LPS) o en las subunidades de polisacárido que componen 
la cápsula de la superficie celular. Las α(1,2) FT de estos tipos de organismos tienen más probabilidades de utilizar 
fucosa como sustrato, dada la presencia de fucosa en sus estructuras de carbohidratos de superficie. También se 15
analizaron α(1,2) FT de especies bacterianas entéricas conocidas, comensales o patógenas. Dichos organismos a 
veces exhiben estructuras de carbohidratos en su superficie celular que contienen fucosa e imitan varias estructuras 
de antígeno de Lewis que contienen 2'-fucosilo encontradas en organismos superiores (Appelmelk, B.J. et al.,
(1998). Infect Immun 66, 70-76; Coyne, M.J. et al., (2005). Science 307, 1778-781). Es más probable que las α(1,2) 
FT candidatas de estos tipos de organismos usen fucosa como sustrato y también que catalicen el enlace de la 20
fucosa a oligosacáridos aceptables útiles.

Se analizaron diez α(1,2) FT con una homología superior a un 25 % a nivel del aminoácido con respecto a FutC 
identificada a partir de la identificación sistemática (Tabla 1).

25
Tabla 1. Sumario de α (1,2) fucosiltransferasas candidatas sometidas a ensayo para su capacidad para estimular 2’-
FL en cepas de E. coli modificadas mediante ingeniería. La actividad de cada candidato se comparó con FutC y se 

describió de forma semicuantitativa usando el símbolo "+" en la última columna, en la que se evalúa la actividad más 
elevada de FutC con 4 símbolos "+".

30
Nombre del 
Gen

N.º de Acceso
(NCBI)

Organismo % de Identidad
c/ FutC

¿Fucosa en LPS 
o cápsula?

Síntesis de 2’-FL

futC NP_206893 
NP_206894

H. pylori 26695 - Sí ++++

wblA BAA33632 V. cholerae O22 28 % No +

wbgL ADN43847 E. coli 0126 25 % Sí +++

futD ZP_04580654 H. bilis ATCC 
437879

39 % Sí +

futE ZP_07805473 H. cinaedi CCUG 
18818

44 % Desconocido -

futL YP_003517185 H. mustelae
ATCC 43772

70 % Sí +++

futN YP_001300461 B. vulgatus ATCC 
8482

27 % Desconocido ++

futO ZP_02065239 8. ovatus ATCC 
8483

27 % Desconocido -

wbgN YP_003500093 E. coli O55:H7 28 % No +

bft1 CAH09369 B. fragilis 9343 34 % Sí -

bft3/wcfB CAH06753 B. fragilis 9343 28 % Sí +

La secuencia de aminoácidos de de Helicobacter pylori 26695 alfa-(1,2) fucosiltransferasa (FutC) se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 2; Número de Acceso en GenBank NP_206893 y NP_206894 (GI: 15644723 y
15644724)).

35
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La secuencia de aminoácidos de Vibrio cholera O22 WblA se presenta a continuación (SEQ ID NO: 3; Número de 
Acceso en GenBank BAA33632 (GI: 3721682)).

5

La secuencia de aminoácidos de Escherichia coli 0126 WbgL se presenta a continuación (SEQ ID NO: 4; Número de 
Acceso en GenBank ADN43847 (GI: 307340785)).

10

La secuencia de aminoácidos de Helicobacter bilis ATCC 437879 FutD se presenta a continuación (SEQ ID NO: 5; 
Número de Acceso en GenBank ZP_04580654 (GI: 237750174)).

15

La secuencia de aminoácidos de Helicobacter cinaedi CCUG 18818 alfa-1,2-fucosiltransferasa (FutE) se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 6; Número de Acceso en GenBank ZP_07805473 (GI: 313143280)).

20

La secuencia de aminoácidos de Helicobacter mustelae 12198 (ATCC 43772) alfa-1,2-fucosiltransferasa (FutL) se 
presenta a continuación (SEQ ID NO: 7; Número de Acceso en GenBank YP_003517185 (GI: 291277413)).25
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Se identificó una α(1,2)fucosiltransferasa mediante la identificación sistemática que tenía actividad enzimática 
comparable con respecto a FutC que se denominó FutL. Se encontró que FutL dirigía la síntesis de 2’-FL a ~75 % el 
nivel de FutC en la cepa de producción de E. coli modificada mediante ingeniería metabólicamente (Tabla 1 y Figura 5
3). Además, los datos indicaron que FutL es significativamente menos eficaz para estimular la síntesis de LDFT, un 
producto secundario que se observó con otras α (1,2)FT. Por lo tanto, FutL ofrece ventajas con respecto a las otras, 
por ejemplo, la capacidad de producir 2’-FL de manera resistente sin la preocupación de producir de forma 
simultánea otros oligosacáridos contaminantes no deseados. FutL se obtiene a partir de Helicobacter mustelae y es 
idéntica en un 70 % a FutC a nivel del aminoácido.10

La secuencia de aminoácidos de la proteína de la familia de glicosil transferasa Bacteroides vulgatus ATCC 8482
(FutN) se presenta a continuación (SEQ ID NO: 8; Número de Acceso en GenBank YP_001300461 
(GI: 150005717)). Esta enzima está codificada por el constructo de ácido nucleico usado para producir un 
oligosacárido fucosilado en una bacteria de acuerdo con la invención.15

La secuencia de aminoácidos de Bacteroides ovatus ATCC 8483 FutO se presenta a continuación (SEQ ID NO: 9; 
Número de Acceso en GenBank ZP_02065239 (GI: 160884236)).20

La secuencia de aminoácidos de Escherichia coli O55:H7 (cepa CB9615) fucosiltransferasa (WbgN) se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 10; Número de Acceso en GenBank YP_003500093 (GI: 291283275)).25

La secuencia de aminoácidos de Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 alfa-1,2-fucosiltransferasa (Bft1) se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 11, Número de Acceso en GenBank CAH09369 (GI: 60494568)).30
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La secuencia de aminoácidos de Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 fucosil transferasa (Bft3/WcfB) se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 12; Número de Acceso en GenBank CAH06753 (GI: 60491992)).

5

Matriz de comparación de homología de fucosiltransferasas examinada en este estudio: 

FutC WbsJ WbgL WbIA WbgN Bft1 Bft3 FutD FutE FutL FutN FutO

FutC - 30 % 28 % 28 % 28 % 34 % 28 % 39 % 44 % 70 % 27 % 27 %

WbsJ 30 % - 33 % 33 % 36 % 36 % 40 % 30 % 35 % 30 % 33 % 36 %

WbgL 28 % 33 % - 33 % 37 % 32 % 39 % 31 % 32 % 25 % 32 % 33 %

WblA 28 % 33 % 33 % - 36 % 37 % 33 % 31 % 38 % 29 % 31 % 35 %

WbgN 28 % 36 % 37 % 36 % - 32 % 37 % 30 % 38 % 30 % 32 % 35 %

Bft1 34 % 36 % 32 % 37 % 32 % - 30 % 32 % 37 % 33 % 35 % 38 %

Bft3 28 % 40 % 39 % 33 % 37 % 30 % - 30 % 33 % 29 % 34 % 35 %

FutD 39 % 30 % 31 % 31 % 30 % 32 % 30 % - 34 % 40 % 28 % 31 %

FutE 44 % 35 % 32 % 38 % 38 % 37 % 33 % 34 % - 33 % 33 % 36 %

FutL 70 % 30 % 25 % 29 % 30 % 33 % 29 % 40 % 33 % - 30 % 28 %

FutN 27 % 33 % 32 % 31 % 32 % 35 % 34 % 28 % 34 % 30 % - 37 %

FutO 27 % 36 % 33 % 35 % 35 % 38 % 35 % 31 % 36 % 28 % 37 % -

Todas estas proteínas se encuentran en bacterias que interactúan con el sistema gastrointestinal de organismos 10
superiores. Además, 6 de las 10 seleccionadas incorporan fucosa en sus glicanos de la superficie celular. Se predijo 
que dichos genes tendrían la actividad más fuerte en términos de la síntesis de fucosil-oligosacáridos. En este grupo 
de 10 candidatos, también se incluyeron 2 enzimas encontradas en cepas bacterianas que no incorporan fucosa en 
glicanos de la superficie celular (WbIA y WbgN). Se predijo que estos candidatos tendrían poca o ninguna actividad 
de síntesis de fucosil-oligosacáridos y, por lo tanto, podrían servir como un control negativo útil para validar el 15
enfoque de selección.

Las α(1,2) FT candidatas se clonaron mediante técnicas convencionales de biología molecular en un plásmido de 
expresión. Este plásmido utiliza el promotor fuerte hacia la izquierda del bacteriófago λ (denominado PL) para dirigir 
la expresión de los genes candidatos (Sanger, F. et al., (1982). J Mol Biol 162, 729-773). El promotor es controlable, 20
por ejemplo, un constructo trp-cI se integra de manera estable en el genoma del hospedador de E. coli (en el locus 
ampC), y el control se implementa agregando triptófano a los medios de crecimiento. La inducción gradual de la 
expresión de proteínas se lleva a cabo utilizando un represor cI sensible a la temperatura. Se ha descrito otra 
estrategia de control similar (sistema de expresión independiente de la temperatura) (Mieschendahl et al., 1986, 
Bio/Technology 4: 802-808). El plásmido también transporta el gen rcsA de E. coli para regular de forma positiva la 25
síntesis de GDP-fucosa, un precursor crítico para la síntesis de oligosacáridos unidos a fucosilo. Además, el 
plásmido lleva un gen de β-lactamasa (bla) para mantener el plásmido en las cepas hospedadoras mediante la 
selección de ampicilina (por conveniencia en el laboratorio) y un gen nativo de thyA (timidilato sintetasa) como un 
medio alternativo de selección en los hospedadores de thyA. Los marcadores seleccionables alternativos incluyen 
los genes proBA para complementar la auxotrofia de prolina (Stein et al., (1984), J Bacteriol 158: 2, 696-700 (1984) o 30
purC para complementar la auxotrofia de adenina (Parker, J., (1984), J Bacteriol 157: 3, 712-7). Para actuar como 
marcadores seleccionables de plásmidos, cada uno de estos genes se inactiva primero en el cromosoma de la célula 
hospedadora, a continuación se proporcionan copias de tipo silvestre de los genes en el plásmido. Como alternativa, 
se puede usar un gen de resistencia a fármacos en el plásmido, por ejemplo, beta-lactamasa (este gen ya se 
encuentra en el plásmido de expresión que se ha descrito anteriormente, lo que permite la selección con ampicilina). 35
La selección con ampicilina se conoce bien en la técnica y se describe en manuales convencionales tales como 
Maniatis et al., (1982) Molecular cloning, a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring, NY.

Los constructos de expresión se transformaron en una cepa hospedadora útil para la producción de 2'-FL. La 
biosíntesis de 2'-FL requiere la generación de un conjunto celular mejorado tanto de lactosa como de GDP-fucosa 40
(Figura 2). La cepa prototrófica W3210 de Eschericia coli K12 de tipo silvestre se seleccionó como fondo principal 
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para someter a ensayo la capacidad de los candidatos para catalizar la producción de 2'-FL (Bachmann, B.J. (1972). 
Bacteriol Rev 36, 525-557). El derivado W3110 particular empleado fue uno que previamente se había modificado 
por la introducción (en el locus ampC) de un casete represor PtrpB

cI+ inducible por triptófano, generando una cepa de 
E. coli conocida como GI724 (LaVallie, E.R. et al., (2000). Methods Enzymol 326, 322-340). Otras características de 
GI724 incluyen mutaciones de los promotores lacIq y lacPL8. La cepa GI724 de E. coli ofrece una producción 5
económica de proteínas recombinantes del promotor del fago λ PL después de la inducción con bajos niveles de 
triptófano exógeno (LaVallie, E.R. et al., (1993). Biotechnology (N Y) 11, 187-193; Mieschendahl, et al., (1986). 
Bio/Technology 4, 802-08). Se hicieron alteraciones genéticas adicionales a esta cepa para estimular la biosíntesis 
de 2'-FL. Esto se consiguió en la cepa GI724 mediante varias manipulaciones del cromosoma usando la 
recombinación de λ Red (Court, D.L. et al., (2002). Annu Rev Genet 36, 361-388) y la transducción de fagos P1 10
generalizada.

En primer lugar, la capacidad de la cepa hospedadora de E. coli para acumular lactosa intracelular se diseñó 
mediante la eliminación simultánea del gen endógeno de β-galactosidasa (lacZ) y el gen represor del operón de
lactosa (lacI). Durante la construcción de esta deleción, el promotor lacIq se colocó inmediatamente cadena arriba 15
del gen de la lactosa permeasa, lacY. La cepa modificada mantiene su capacidad para transportar lactosa desde el 
medio de cultivo (a través de LacY), pero se produce una deleción para la copia de tipo silvestre del gen lacZ (β-
galactosidasa) responsable del catabolismo de la lactosa. Por lo tanto, se crea un grupo de lactosa intracelular 
cuando la cepa modificada se cultiva en presencia de lactosa exógena. Un esquema del constructo cromosómico 
PlacIqlacY+ se muestra en la Figura 6.20

La secuencia de ADN genómico del constructo cromosómico PlacIqlacY+ se presenta a continuación (SEQ ID NO: 13) 
(el codón de inicio ATG está subrayado):

25

En segundo lugar, la capacidad de la cepa hospedadora de E. coli para sintetizar el ácido colánico, un polisacárido
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capsular extracelular, se eliminó mediante la deleción del gen wcaJ, que codifica la transferasa vehículo lipídico de
UDP-glucosa (Stevenson, G. et al., (1996). J Bacteriol 178, 4885-893). En un fondo nulo de wcaJ la GDP-fucosa se 
acumula en el citoplasma de E. coli (Dumon, C. et al., (2001). Glycoconj J 18, 465-474). Un esquema de la deleción 
cromosómica de wcaJ se muestra en la Figura 7. 

5
La secuencia de la región cromosómica que porta la mutación ΔwcaJ::FRT se presenta a continuación (SEQ ID 
NO: 14) (la mutación está subrayada):

En tercer lugar, la magnitud de la combinación de GDP-fucosa citoplasmática aumentó mediante la introducción de 10
una mutación nula en el gen lon. Lon es una proteasa intracelular dependiente de ATP que es responsable de la 
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degradación de RcsA, que es un regulador transcripcional positivo de la biosíntesis del ácido colánico en E. coli
(Gottesman, S. y Stout, V. Mol Microbiol 5, 1599-1606 (1991)). En un fondo nulo de lon, RcsA se estabiliza, los 
niveles de RcsA aumentan, los genes responsables de la síntesis de GDP-fucosa en E. coli se regulan de forma 
positiva, y las concentraciones de GDP-fucosa intracelular aumentan. El gen Ion sufrió una deleción casi completa y 
se sustituyó mediante gen lacZ+ de E. coli de tipo silvestre funcional insertado, pero sin promotor (Δlon::(kan, lacZ+).5
La recombinación de λ Red se usó para llevar a cabo la construcción. Un esquema de la inserción kan, lacZ+ en el 
locus lon se muestra en la Figura 8.

La secuencia de ADN genómico que rodea la inserción de lacZ+ en la región lon en la cepa de E. coli se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 15):10
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Preferentemente, la secuencia de ADN genómico que rodea la inserción lacZ+ en la región lon en la cepa de E. coli
es la que se presenta a continuación (SEQ ID NO: 19) (el sitio de unión al ribosoma se designan en letra minúscula, 
el codón complementario al codón lacZ de inicio ATG en la posición 5’, y el codón complementario al codón de 5
PARADA está en letra negrita y subrayado):
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La secuencia de ácidos nucleicos que codifica la proteína de lacZ se presenta a continuación (SEQ ID NO: 20) (el 
codón de parada ATG está subrayado y el codón de PARADA está en letra negrita y subrayado):

5
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En cuarto lugar, se introdujo una mutación thyA (timidilato sintetasa) en la cepa por transducción P1. En ausencia de 
timidina exógena, las cepas thyA son incapaces de producir ADN y mueren. El defecto se puede complementar en 
trans suministrando un gen thyA de tipo silvestre en un plásmido de múltiples copias (Belfort, M., Maley, G.F., y5
Maley, F. (1983). Proc Natl Acad Sci U S A 80, 1858-861). Esta complementación se usó aquí como un medio de 
mantenimiento del plásmido. 

Una modificación adicional que es útil para aumentar el grupo citoplásmico de lactosa libre (y, por lo tanto, el 
rendimiento final de 2'-FL) es la incorporación de una mutación lacA. LacA es una lactosa acetiltransferasa que solo 10
es activa cuando se acumulan altos niveles de lactosa en el citoplasma de E. coli. La alta osmolaridad intracelular 
(por ejemplo, causada por una alta acumulación de lactosa intracelular) puede inhibir el crecimiento bacteriano, y E. 
coli ha desarrollado un mecanismo para protegerse de la alta osmlaridad intracelular causada por la lactosa al 
"etiquetar" el exceso de lactosa intracelular con un grupo acetilo utilizando LacA, y luego expulsando activamente la 
acetil-lactosa de la célula (Danchin, A. Bioessays 31, 769-773 (2009)). La producción de acetil-lactosa en E. coli15
modificada por ingeniería para producir 2’-FL u otros oligosacáridos de leche humana es, por lo tanto, indeseable: 
reduce el rendimiento general. Además, la acetil-lactosa es un producto secundario que complica los esquemas de 
purificación de oligosacáridos. La incorporación de una mutación lacA resuelve estos problemas. La producción 
subóptima de oligosacáridos fucosilados se produce en cepas que carecen de una o ambas mutaciones en la vía del 
ácido colánico y la proteasa Ion. El desvío de lactosa a un producto secundario (acetil-lactosa) se produce en cepas 20
que no contienen la mutación lacA. Un esquema de la deleción de lacA y la secuencia genómica correspondiente se 
ha proporcionado anteriormente (SEQ ID NO: 13).

La cepa usada para someter a ensayo los diferentes candidatos de α(1,2) FT incorpora todas las modificaciones
genéticas mencionadas anteriormente y tiene el siguiente genotipo:25
ΔampC::Ptrp

BcI, Δ(lacI-lacZ::FRT, PlacIqlacY+, ΔwcaJ::FRT, thyA::Tn10, Δlon:(npt3, lacZ+), ΔlacA.

Las cepas de E. coli que albergan los diferentes plásmidos de expresión candidatos a α(1,2) FT se analizaron. Las 
cepas se cultivaron en medios selectivos (sin timidina) hasta la fase exponencial temprana. A continuación se añadió 
lactosa a una concentración final de un 1 %, y se añadió triptófano (200 µM) para inducir la expresión de cada 30
candidata α(1,2) FT del promotor PL. Al final del periodo de inducción (~20 h) se recolectaron 600 unidades de DO 
equivalentes de cada cepa. Los lisados se prepararon y analizaron para detectar la presencia de 2'-FL mediante 
cromatografía en capa fina (TLC). Como se muestra en la Figura 3A, una cepa de control que produce FutC-Myc fue 
eficaz en la biosíntesis de 2'-FL y también produjo una menor cantidad de tetrasacárido lactodifucotetraosa (LDFT). 
El WbsJ de α(1,2) FT de E. coli O128:B12 caracterizado previamente también fue capaz de catalizar la síntesis de35
2’-FL, aunque solo al ~30 % del nivel producido por FutC-Myc (Figura 3A, calles 5 y 6). WblA (obtenido a partir de V. 
cholerae O22) fue capaz de estimular la síntesis de 2’-FL, aunque a un nivel significativamente menor en 
comparación con FutC (Figura 3A, calles 7 y 8). Este resultado no fue inesperado, ya que V. cholerae O22 no 
incorpora fucosa en los glicanos de la superficie celular (Cox, A.D. et al., (1997). Carbohydr Res 304, 191-208). La 
cepa que produce WbgL (obtenido a partir de la cepa 0126 de E. coli) del plásmido pG204 sintetizo una cantidad 40
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significativa de 2’-FL, aproximadamente ~75 % de la cantidad producida por FutC-Myc (Figura 3A, calles 9 y 10). 
WbgL también fue capaz de sintetizar LDFT. La cepa que produce FutL (obtenido a partir de H. mustelae ATCC 
43772) del plásmido pG216 fue capaz de dirigir la síntesis de cantidades robustas de 2’-FL, comparables a los 
niveles obtenidos utilizando FutC-Myc y WbgL (Figura 3B, calles 7 y 8). Además, una cepa que produce FutN 
(obtenido a partir de B. vulgatus ATCC 8482) del plásmido pG217 también produjo cantidades significativas de 2’-FL, 5
aproximadamente ~50 % de la cantidad producida por FutC-Myc (Figura 3C, calles 5 y 6). FutN se obtiene a partir de 
la bacteria comensal B. vulgatus, y, por lo tanto, no puede estar sujeto a las mismas preocupaciones asociadas con 
la utilización de una α(1,2) FT obtenida a partir de una bacteria patógena para la producción de un aditivo 
alimentario. 

10
Un mapa del plásmido pG204 se muestra en la Figura 11. La secuencia del plásmido pG204 se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 16) (el codón complementario del codón de inicio ATG para O126 WbgL de E. coli está 
subrayado; y el codón complementario al codón de PARADA está subrayado y en negrita):
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La secuencia de ácidos nucleicos que codifica la proteína O126 WbgL de E. coli del plásmido G204 se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 21) (el codón de parada ATG está subrayado y el codón de PARADA está en letra negrita 
y subrayado):5

Un mapa del plásmido pG216 se muestra en la Figura 9. La secuencia del plásmido pG216 se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 17) (el codón complementario al codón de parada ATG en la posición 5’ para FutL de H. 10
mustelae está subrayado, y el codón complementario al codón de PARADA está en letra negrita y subrayado):
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La secuencia de ácidos nucleicos que codifica la proteína FutL de H. mustelae del plásmido pG216 se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 22) (el codón de parada ATG está subrayado y el codón de PARADA está en letra negrita 
y subrayado):5

Un mapa del plásmido pG217, usado de acuerdo con la invención para producir un oligosacárido fucosilado en una 
bacteria, se muestra en la Figura 10. La secuencia del plásmido pG217 se presenta a continuación (SEQ ID NO: 18) 10
(el codón complementario al codón de parada ATG en la posición 5’ para FutN de B. vulgatus está subrayado, y el 
codón complementario al codón de PARADA está en letra negrita y subrayado):

15
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La secuencia de ácidos nucleicos que codifica la proteína FutN de B. vulgatus del plásmido pG217 se presenta a 
continuación (SEQ ID NO: 23) (el codón de parada ATG está subrayado y el codón de PARADA está en letra negrita 
y subrayado):5
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Los oligosacáridos fucosilados producidos por células de E. coli metabólicamente modificadas por ingeniería se 
purifican a partir del caldo de cultivo posterior a la fermentación. Un procedimiento a modo de ejemplo comprende 
cinco pasos. (1) Clarificación: el caldo de cultivo de fermentación se recoge y las células se eliminan por 5
sedimentación en una centrifugadora preparativa a 6000 x g durante 30 min. Cada ejecución de biorreactor produce 
aproximadamente 5-7 l de sobrenadante parcialmente clarificado. (2) Captura del producto en carbono grueso: una 
columna empaquetada con carbono grueso (Calgon 12 x 40 TR) de ~1000 ml de volumen (dimensión de 5 cm de 
diámetro x 60 cm de longitud) se equilibra con 1 columna de volumen (CV) de agua y se carga con agua clarificada 
sobrenadante de cultivo a un caudal de 40 ml/min. Esta columna tiene una capacidad total de alrededor de 120 g de 10
azúcar. Después de la carga y la captura de azúcar, la columna se lava con 1,5 CV de agua, a continuación se eluye 
con 2,5 CV de etanol al 50 % o isopropanol al 25 % (las concentraciones más bajas de etanol en esta etapa (25-
30 %) pueden ser suficientes para la elución del producto). Esta etapa de elución con solventes libera 
aproximadamente un 95 % del total de azúcares unidos en la columna y una pequeña parte de los cuerpos de color. 
En este primer paso, la captura de la cantidad máxima de azúcar es el objetivo principal. La resolución de 15
contaminantes no es un objetivo. (3) Evaporación: un volumen de 2,5 l de eluato de etanol o isopropanol de la 
columna de captura se evapora rotativamente a 56 ºC y se genera un jarabe de azúcar en agua. Los métodos 
alternativos que se podrían usar para esta etapa incluyen liofilización o secado por pulverización. (4) Cromatografía 
ultrarrápida en carbono fino y medios de intercambio iónico: Una columna (GE Healthcare HiScale50/40, 5 x 40 cm, 
presión máxima de 20 bares) conectada a un sistema de cromatografía Biotage Isolera One FLASH se empaqueta 20
con 750 ml de un Carbón Activado Darco Carbon G60 (malla de 100): Celite 535 (grueso) mezcla a 1:1 (ambos 
empaquetamiento se columna se tuvieron en Sigma). La columna se equilibra con 5 CV de agua y se carga con 
azúcar de la etapa 3 (10-50 g, dependiendo de la proporción de 2’-FL con respecto a la lactosa contaminante), 
usando un cartucho de carga de celite o una inyección directa. La columna se conecta a un detector de dispersión 
de luz por evaporación (ELSD) para detectar picos de azúcares eluidos durante la cromatografía. Se ejecuta un 25
gradiente de cuatro etapas de isopropanol, etanol o metanol para separar 2'-FL de los monosacáridos (si están 
presentes), la lactosa y los cuerpos de color. Las fracciones correspondientes a los picos de azúcar se recogen 
automáticamente en frascos de 120 ml, se agrupan y se dirigen a la etapa 5. En ciertas purificaciones, se realizan 
fermentaciones más largas de lo normal, el paso de la fracción que contiene 2’-FL a través de columnas de 
intercambio aniónico e intercambio catiónico puede eliminar el exceso de contaminantes proteicos/ADN/cuerpos de 30
caramelo. Las resinas sometidas a ensayo de forma satisfactoria para esta finalidad son Dowex 22.

La identidad del oligosacárido principal sintetizado por WbgL se sometió a ensayo y se confirmó que era 2'-FL
auténtica. Los oligosacáridos sintetizados en la cepa WbgL se inmovilizaron en una columna de carbono, se 
eluyeron y se resuspendieron en agua destilada. Este material se sometió a digestión durante la noche con 35
fucosidasas de diferentes especificidades, y las reacciones se analizaron por TLC. Como se muestra en la Figura 4, 
el material no tratado consistió principalmente en un oligosacárido con la misma movilidad que el patrón de 2'-FL 
(calle 1). El tratamiento con α1,2 fucosidasa produjo tanto lactosa como fucosa, mientras que la presunta mancha de
2'-FL disminuyó significativamente la intensidad de la tinción (calle 2). El tratamiento de los oligosacáridos con una 
fucosidasa α1,3-4 no tuvo ningún efecto. Estos resultados demuestran que WbgL es capaz de la biosíntesis de 2'-FL 40
auténtica en E. coli metabólicamente modificada mediante ingeniería genética.

El enfoque de identificación sistemática de genes se utilizó con éxito para identificar nuevas α(1,2) FT para la 
biosíntesis eficaz de 2'-FL en cepas hospedadoras de E. coli metabólicamente modificadas mediante ingeniería 
genética. Los resultados de la identificación sistemática se resumen en la Tabla 1. De forma específica, tanto WbgL 45
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como FutL dirigen directamente la síntesis de 2'-FL a aproximadamente un 75 % de los niveles alcanzados por el 
FutC de α(1,2) FT previamente caracterizado. Además, WbgL también fue capaz de sintetizar LDFT, que es otra 
HMO terapéuticamente útil. Además, el FutN de la bacteria entérica comensal B. vulgatus se identificó como otra
α(1,2) FT útil para la síntesis de oligosacáridos fucosilados. El enfoque que se describe en el presente documento es 
útil en el análisis de las α(1,2) FT candidatas adicionales e identifica enzimas adicionales que son útiles para la 5
producción a gran escala de HMOS.

Cepas hospedadoras de producción

La cepa K-12 de E. coli es una bacteria bien estudiada que ha sido objeto de una amplia investigación en fisiología 10
microbiana y genética y explotada comercialmente para una variedad de usos industriales. El hábitat natural de la 
especie precursora, E. coli, es el intestino grueso de los mamíferos. La cepa K-12 de E. coli tiene un historial de uso 
seguro, y sus derivados se utilizan en una gran cantidad de aplicaciones industriales, incluida la producción de 
productos químicos y fármacos para administración y consumo humanos. La cepa K-12 de E. coli se aisló 
originalmente a partir de un paciente con difteria convaleciente en 1922. Debido a que carece de características de 15
virulencia, crece fácilmente en medios de laboratorio comunes y se ha utilizado ampliamente para la investigación de 
la fisiología microbiana y genética, se ha convertido en la cepa bacteriológica estándar utilizada en investigación 
microbiológica, enseñanza y producción de productos para la industria y la medicina. La cepa K-12 de E. coli ahora 
se considera un organismo debilitado como resultado de mantenerse en el entorno del laboratorio durante más de 70 
años. Como resultado, las cepas K-12 son incapaces de colonizar los intestinos de los seres humanos y otros 20
animales en condiciones normales. La información adicional sobre esta cepa conocida está disponible en 
http://epa.gov/oppt/biotech/pubs/fra/fra004.htm. Además de la cepa K12 de E. coli, se utilizan otras cepas 
bacterianas como cepas hospedadoras de producción, por ejemplo, una variedad de especies bacterianas se 
pueden usar en los métodos de biosíntesis de oligosacáridos, por ejemplo, Erwinia herbicola (Pantoea
agglomerans), Citrobacter freundii, Pantoea citrea, Pectobacterium carotovorum, o Xanthomonas campestris. 25
También se o bacterias del género Bacillus, incluyendo Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, 
Bacillus thermophilus, Bacillus laterosporus, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus 
lentus, Bacillus cereus, y Bacillus circulans. Del mismo modo, las bacterias de los géneros Lactobacillus y
Lactococcus se pueden modificar usando los métodos de la presente invención, que incluyen, pero no se limitan a,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus 30
delbrueckii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, 
Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus jensenii, y Lactococcus lactis. Streptococcus thermophiles y
Proprionibacterium freudenreichii también son especies bacterianas adecuadas para la invención que se describe en 
el presente documento. Como parte de la presente invención también se incluyen cepas, modificadas como se 
describe aquí, de los géneros Enterococcus (por ejemplo, Enterococcus faecium y Enterococcus thermophiles), 35
Bifidobacterium (por ejemplo, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, y Bifidobacterium bifidum), 
Sporolactobacillus spp., Micromomospora spp., Micrococcus spp., Rhodococcus spp., y Pseudomonas (por ejemplo, 
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa).

Las cepas hospedadoras adecuadas son susceptibles de manipulación genética, por ejemplo, mantienen 40
constructos de expresión, acumulan precursores del producto final deseado, por ejemplo, mantienen reservas de 
lactosa y GDP-fucosa, y acumulan producto final, por ejemplo, 2'-FL. Las cepas de ese tipo crecen bien en medios 
mínimos definidos que contienen sales simples y generalmente una única fuente de carbono. Las cepas diseñadas 
como se ha descrito anteriormente para producir el oligosacárido(s) fucosilado(s) deseado(s) se cultivan en un medio 
mínimo. Un medio mínimo a modo de ejemplo usado en un biorreactor, medio mínimo "FERM", se detalla a 45
continuación.
Ferm (10 litros): Medio mínimo que comprende:

40 g de (NH4)2HPO4

50
100 g de KH2PO4

10 g de MgSO4.7H2O

40 g de NaOH55

Elementos traza:

1,3 g de NTA (ácido nitrilotriacético)
60

0,5 g de FeSO4.7H2O

0,09 g de MnCl2.4H2O

0,09 g de ZnSO4.7H2O65
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0,01 g de CoCl2.6H2O

0,01 g de CuCl2.2H2O

0,02 g de H3BO35

0,01 g de Na2MoO4.2H2O (pH 6,8)

Agua hasta 10 l
10

Antiespumante DF204 (0,1 ml/l)

150 g de glicerol (crecimiento inicial discontinuo), seguido por alimentación en modo semicontinuo de glicerol al
90 %-MgSO4 al 1 %-1X de elementos traza, a diversas tasas durante diversos periodos de tiempo.

15
Una cepa hospedadora de producción adecuada es una que no es la misma cepa bacteriana que la cepa bacteriana 
fuente a partir de la cual se identificó la secuencia de ácidos nucleicos que codifica fucosiltransferasa. Por ejemplo, 
la secuencia de ácidos nucleicos que codifica fucosiltransferasa FutL se identificó en Helicobacter mustelae y una 
cepa hospedadora adecuada es una bacteria distinta a Helicobacter mustelae, por ejemplo, FutL se produce en la 
cepa hospedadora K12 de producción de E. coli o cualquiera de las otras cepas que se han descrito anteriormente.20

Las bacterias que comprenden las características que se describen en el presente documento se cultivan en 
presencia de lactosa, y se recupera un oligosacárido fucosilado, ya sea de la propia bacteria o de un sobrenadante 
de otra bacteria. El oligosacárido fucosilado se purifica para su uso en productos terapéuticos o nutricionales, a las 
bacterias se usan directamente en productos de ese tipo.25
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un constructo de ácido nucleico que comprende un ácido nucleico aislado que codifica una enzima 
α(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, dicho ácido nucleico estando unido de forma operativa a una o más 
secuencias de control heterólogas que dirigen la producción de la enzima en una cepa de producción de bacterias 5
hospedadoras, en el que la secuencia de aminoácidos de dicha enzima codificada por dicho ácido nucleico 
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 para producir un oligosacárido fucosilado en una bacteria en presencia de 
lactosa.

2. El uso de la reivindicación 1, en el que dicha cepa de producción comprende K12 de Escherichia coli.10

3. El uso de la reivindicación 1, en el que dicho ácido nucleico codifica una proteína FutN.

4. El uso de la reivindicación 1, en el que dicha secuencia de control heteróloga comprende un promotor y un
operador bacterianos, un sitio de unión al ribosoma bacteriano, un terminador de transcripción bacteriano, o un 15
marcador seleccionable plasmídico.

5. El uso de la reivindicación 1, en el que dicha cepa de producción es un miembro del género Bacillus, Pantoea, 
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Proprionibacterium, Enterococcus, Bifidobacterium, Sporolactobacillus, 
Micromomospora, Micrococcus, Rhodococcus, o Pseudomonas.20

6. El uso de la reivindicación 1, en el que dicha cepa de producción se selecciona entre el grupo que consiste en
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus thermophilus, Bacillus laterosporus, Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, Bacillus cereus, Bacillus circulans, Erwinia
herbicola (Pantoea agglomerans), Citrobacter freundii, Pantoea citrea, Pectobacterium carotovorum, Xanthomonas25
campestris, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, 
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus jensenii, Lactococcus lactis, Streptococcus
thermophiles, Proprionibacterium freudenreichii, Enterococcus faecium, Enterococcus thermophiles, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa.30
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