ES 2 738 589 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 738 589
Eint. a1

C12N 15/52 (2006.01)
C40B 30/02 (2006.01)
GO6F 19/16 (2011.02)
C12P 19/18 (2006.01)
C12N 9/10 (2006.01)
C12N 15/72 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 24.07.2013  PCT/US2013/051777
Fecha y niumero de publicacién internacional: 30.01.2014 WO014018596

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  24.07.2013  E 13823740 (9)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 15.05.2019  EP 2877574

Tl’tulo: Alfa (1,2) fucosiltransferasas adecuadas para uso en la produccién de oligosacaridos

fucosilados
Prioridad: @ Titular/es:
25.07.2012 US 201213557655 GLYCOSYN LLC (100.0%)

890 Winter Street Suite 208

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la Waltham, MA 02451, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

23.01.2020 HEIDTMAN, MATTHEW, IAN;
MERIGHI, MASSIMO y
MCCOQY, JOHN, M.

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2738 589 T3

DESCRIPCION
Alfa (1,2) fucosiltransferasas adecuadas para uso en la produccién de oligosacaridos fucosilados
Campo de la invencion

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

Antecedentes de la invencion

La leche humana contiene un conjunto diverso y abundante de oligosacaridos neutros y acidos. En la leche humana
se han identificado mas de 130 oligosacaridos complejos diferentes, 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 nutricién, sin embargo, tienen funciones criticas en el establecimiento de un microbioma intestinal saludable, en la
prevencion de enfermedades y en la funcion inmunoldgica. Antes de la invencion que se describe en el presente
documento, la capacidad de producir oligosacaridos de la leche humana (HMOS) era econémicamente problematica.
Por ejemplo, su produccion a través de sintesis quimica se vio limitada por problemas de estereoespecificidad,
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 invencién

La invenciéon presenta el uso de un constructo de acido nucleico que comprende un acido nucleico aislado que
codifica una enzima a(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, estando dicho acido nucleico unido de forma
operativa a una o mas secuencias de control heterélogas que dirigen la produccion de la enzima en una cepa de
produccién de bacterias hospedadoras, en el que la secuencia de aminoacidos de dicha enzima codificada por dicho
acido nucleico comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 para producir un oligosacarido fucosilado en una bacteria.
Por lo tanto, la invencién presenta un uso o método eficaz y econémico para producir oligosacaridos fucosilados.
Una produccion de ese tipo de un oligosacarido fucosilado se consigue usando un acido nucleico aislado que
comprende una secuencia que codifica un producto génico de fucosiltransferasa a (1,2) que utiliza lactosa (por
ejemplo, polipéptido o proteina), que se une de forma operativa a una o mas secuencias de control heterélogas que
dirigen la produccion del producto génico de la fucosiltransferasa recombinante en una bacteria tal como Escherichia
coli (E. coli). En un ejemplo, la bacteria es una bacteria entérica. La secuencia de aminoacidos del producto génico
de la a (1,2) fucosiltransferasa que acepta lactosa es la SEQ ID NO: 8.

Se desvela un constructo de acido nucleico que comprende un acido nucleico aislado que codifica una enzima a
(1,2) fucosiltransferasa que acepta lactosa, estando dicho acido nucleico unido de forma operativa a una o mas
secuencias de control heterélogas que dirigen la produccion de la enzima en una cepa de produccion de bacterias
hospedadoras, en el que la secuencia de aminoacidos del producto génico (enzima) codificada por el acido 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 proteina FutL. Por "heterélogo" se hace referencia a que la secuencia de control y la
secuencia que codifica la proteina se originan a partir de diferentes cepas bacterianas. Una cepa bacteriana
hospedadora de produccién adecuada es una que no es la misma cepa bacteriana que la cepa bacteriana fuente a
partir de la cual se identificé la secuencia de acidos nucleicos que codifica fucosiltransferasa.

Un uso o método para producir un oligosacarido fucosilado, por ejemplo, un HMOS, en una bacteria se lleva a cabo
proporcionando una bacteria tal como una cepa hospedadora de produccion, Escherichia coli (E. coli), que se
caracteriza por un nivel reducido de actividad de 3-galactosidasa, una ruta de sintesis del acido colénico defectuosa,
una mutaciéon en una proteasa intracelular dependiente de ATP, una mutacion en un gen /acA y un gen de a (1,2)
fucosiltransferasa exdgeno. Preferentemente, una mutacién en un gen thyA en la bacteria hospedadora permite el
mantenimiento de plasmidos que portan thyA como un gen marcador seleccionable. Los marcadores seleccionables
alternativos a modo de ejemplo incluyen genes de resistencia a antibidticos tal como BLA (beta-lactamasa), o genes
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 caracteristicas se cultiva
en presencia de lactosa, y un oligosacarido fucosilado se recupera de la bacteria o de un sobrenadante de cultivo de
la bacteria. En algunos casos, el uso o método comprende ademas cultivar la bacteria en presencia de triptéfano y
en ausencia de timidina. En realizaciones preferentes, la cepa hospedadora de produccién comprende K12 de E.
coli. Otros organismos hospedadores de produccidon se enumeran a continuacion.

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

La bacteria usada para producir los oligosacaridos se modificé mediante ingenieria genética para que comprendiera
un aumento de la mezcla intracelular de difosfato de guanosina (GDP)-fucosa (en comparacion con el tipo silvestre),
un aumento en el grupo de lactosa intracelular (en comparacion con el tipo natural) y para que comprendiera la
actividad de fucosiltransferasa. Por consiguiente, un gen lacZ enddgeno y un gen lac/ endégeno de E. coli se
eliminan o se inactivan funcionalmente para reducir el nivel de actividad de B-galactosidasa. La bacteria también
puede comprender una mutacién en el gen /acA. La bacteria aislada de E. coli también comprende un promotor del
gen laclqg inmediatamente cadena arriba de un gen /lacY. En algunos casos, la bacteria E. coli aislada comprende
una ruta de sintesis de acido colénico defectuosa debido a que un gen wcaJ enddgeno de E. coli se elimina o se
desactiva funcionalmente. La bacteria comprende una mutacién en una proteasa intracelular dependiente de
adenosina-5'-trifosfato (ATP). Por ejemplo, la bacteria comprende una mutacién nula en un gen lon. La bacteria
también comprende una mutacion en un gen thyA. Preferentemente, la bacteria acumula un aumento de la
acumulacioén de lactosa intracelular y un aumento de la acumulacion intracelular de GDP-fucosa. En un aspecto, la
bacteria E. coli comprende el genotipo AampC::PyBcl, A(lacl-lacZ)::FRT, PlaclglacY*, AwcaJ::FRT, thyA:: n10,
Alon:(npt3, lacZ*), AlacA .

La bacteria posee una actividad (1,2) fucosil transferasa. Por ejemplo, la bacteria comprende un gen exdgeno de a
(1,2) fucosiltransferasa. La actividad de a (1,2) fucosiltransferasa codificada por el constructo de acido nucleico
usado de acuerdo con la invencion tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8. Se desvela una bacteria con un gen
exogeno de a (1,2) fucosiltransferasa que comprende al menos un 10 % de homologia/identidad y menos de un
40 % al nivel de aminoacidos 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
75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % de homologia/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 aminodacidos.

El término "% de identidad", en el contexto de dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a
dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especifico de restos de aminoacido o
nucledtido que son iguales, cuando se comparan y se alinean para una correspondencia maxima, de acuerdo con lo
medido usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. Por
ejemplo, el % de identidad es relativo a la longitud total de las regiones de codificacion de las secuencias que se
comparan.

Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la
que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion 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 parametros del programa de algoritmos de secuencia. El algoritmo de comparacion
de secuencias a continuacion calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia de ensayo en
relacion con la secuencia de referencia, en funcion de los parametros de programa designados.

El porcentaje de identidad se determina usando algoritmos de busqueda 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 busqueda
de PSI-BLAST, se emplean los siguientes parametros a modo de ejemplo: (1) El umbral esperado fue 10; (2) el coste
del hueco fue Existencia: 11 y Extension: 1; (3) La Matriz empleada fue BLOSUM®62; (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.

Los genes de a (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 proteina de la familia de
glicosil transferasa de Bacteroides vulgatus ATCC 8482 (futN). Un gen exdgeno de a (1,2) fucosiltransferasa se
selecciona entre el grupo que consiste en Escherichia coli 0126 wbgL, Helicobacter mustelae 12198 (ATCC 43772)
alfa-1,2-fucosiltransferasa (fufL), Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 fucosil transferasa (bft3/wcfB), Escherichia coli
055:H7 (cepa CB9615) fucosiltransferasa (wbgN), Helicobacter bilis ATCC 437879 futD, Vibrio cholera 022 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 invencion usa proteina de la familia
de glicosil transferasa de Bacteroides vulgatus ATCC 8482 (futN) para producir un oligosacarido fucosilado en una
bacteria.

Se desvela un vector, por ejemplo, un vector que contiene acido nucleico. El vector puede incluir ademas uno o mas
elementos reguladores, por ejemplo, un promotor heterélogo. Los elementos reguladores se pueden unir de forma
operativa a un gen que codifica una proteina, un constructo genético que codifica un gen de proteina de fusién, o
una serie de genes unidos en un operon con el fin de expresar la proteina de fusion. También se desvela una célula
recombinante aislada, por ejemplo, una célula bacteriana que contiene una molécula o vector de acido nucleico
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mencionados anteriormente. El acido nucleico se integra opcionalmente en el genoma.

El constructo de acido nucleico puede comprender al menos un promotor de bacteriéfago A, un gen rcsA de E. col,
un gen bla, y un gen thyA nativo.

5 Esto se muestra a modo de ejemplo para el constructo plasmidico pG171, no comprendido en la presente invencion.
El mapa plasmidico de pG171 se muestra en la Figura 5.

La secuencia de pG171 se presenta a continuacion con anotaciones de GenBank con respecto a caracteristicas
especificas (SEQ ID NO: 1):

LOCUS PECZ-fLtC-MY Coremt At (e 717 5244 pb L0
SV circular  24-MAYD-13933
DEFIMICION  ector de clonacion de fusion PTRAFUS, secuenciacompleta.
ACCESD LMEES5Y
WYERSION MB857 .1 a7 5447
PaLABRAS CLAYVE wector de fusion genética de tiorredoxing.
FLUEMNTE Wertor de clonacidn pTREXFUS  (desconocido)
ORGAMISMD  Wector de clonacion pTREFUS
ofras secuencias;, secuencias arfficiales;, wectores.
REFEREMCE 1 (hases 1 a 33835
ALTORES La¥alie E.FK., DiBlasio, EA., Kovacic, S, Grant, KL, Schendel, PF.
v MoCoy, Jh.
TiTULD n ziztema de expresion de fusidn genética de tiomedoxing gue elude
Iz formacion de cuerpos de inclusion en el ctoplasma de E. coli
REVISTA Bictechnalogy (M.%.0 11 (23, 187193 (1993
PUBMED JIE33T
REFEREMCIA 2 (bases 1 & 3385

AUTORES Lavallie, E.R.
TITULD Direct  Submission

REWISTA Presentado  (03-MOW-19947 Edward B, Lavalie, Gendglics Institute,
ar

CambridgePark  Drive, Cambridge, WM& 02140, =4
CARACTERISTICAS LocalizacidniCalificacdores
Cebadar 163..183
letigqueta=lacZRE
ChE 24354581
fgen="lgt"
nota="ECk2824. .MW2736 b 2525"
lcodan_inicio=1
frad_takla=11
foroducto="fosfatidilgliceral-
pralipoproteinadiacilgliceria
10
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transferasa"
/ proteinag _id="BAETEB2T . 1"
Jdb xref="GIl:25675644"
J traduccidn="MTSSYLHFPFEFDPFVIFS IGFVALHWYGLMY LVGF I FAMWLATRRA
HMREGSGWTENEVENLLYAGFLGVFLGGRIGYVLEYNFPOFMADPLY LERVHDSFHG
GLIGVIVVHIIFPARRTERSFFOVEDFIAPLIPPGLGAGRLGHE INGELWGEVDENERPFA
MLFPGSRTEDILLLOTHPCHOSIFDTYGVLPRAPEOLYELLLEGVVLEL ILNLY IREFPR
PHMGAVEGLPLIGYGAFRI IVEFFROPDAQEFTGAWYVOY ISMGOI LS I PMIVAGY IMMYVA
TRESFQOHVE"
Fuente complemento {243, . 1365)
Jorganismo="Escherichia coli W3110"
Smol_tipo="ADM gendmico”
JLepa="K-12"
fsub cepa="W3lln"
fdb_xrcf—"tm@n:31640?“

/ nota="sindnimo: Escherichia coli cepa K12 subcepa

wallion
Fuente complemento {242~243)
Jorganismo="Escherichia coli W3l10"
Smol_tipo="ADM gendmico”
Jcepa="gE-12"
fsub cepa="w3llo"
{db_xref="taxin:3led407" '
/ nota="sindnimo: Escherichia coli cepa K12 subcepa
willon
Cehadar 243..26%
fnota=cagteagtcagqgogocTCOTCAACC TEGTATATTCGTAALC
Jetiqueta =THYA-F
Fromotar 359, .364
Jefigueta="thyh -35"
Promaotor 380, .385
Jetiqueta="thya WEAK -10"
Unidn_sitio 479, 484
Jetiqueta="thyA RBS"
Gen 4848, .12482
Jgen ="thyh"
CD5 488..1282
fgen="thya"

Snota="ECKZB23:JW2T25  pzg2Tm
Jroddn_inicio=1
Jtrad_tabla=11
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4 producto="timidilato sintetasa"
/ proteina_id="BRETEEIS. 1"
fdb xref="GI:83673643%

Straduceidn ="MEQY LELMOEY LDEG TORNDRTETGT LS I PGHOMRFNLODGEPLY
TTERCHLESITHELLWFLOGDTHN IAY LHENNVT IWDEWADENGDLGEFVIGEOWRTE
DGRHIDGITTVLMNOLENDEDEREI IVEAWNVEELDEMALAPCHAFFOFYVADGELSL
YORSCOVFLGLEFHIASYALLVAMMAQOCDLEVGDEVHTGGDTHLY SHEMDOLSR

EPRFLPELIIKREPESIFDYRFEDFEIEGYDPHEGIEARVAT™

Haorguilla_bucle 1304..1310
fetigueta=Terminadar

Harquilla_bucle 1317..1323
fetigueta=Terminador

Cehadar complemento (1345, .1365)

S nota=cagtecagtcaggogoe TTCGEEARAGEOETOTOSAAGH

Setiqgueta=THYA-R

Cebador complemento (1468, . 148%)
Jetigueta=laciFs
Cehadar 1506, .1524

Jefiqueta=aspiseag
Gen 1536..1588
fgen="dsrB"
Cebador 1536..1558
S nota=cagtecagtcaaaqot t TOTTTAAT GARGC AGGGCATCAG
Jetigueta=rcsi-R

Harguilla_bucle camplementa (1600, . 1610}
Jetigueta= Horquilla
Horguilla_bucle complemento (1615, .1625)

Jetigueta= Horguilla
CDE complemento (1632, .2255)
fgen="rcsA"
S notla="ECK1849 :JW1 935 h1a51”
Jeoddn_inicin=1
Ftrad_tahla=11
fproducto= (co-reguladaor transcriptional de unidn 3 ADM
Con Ross"
/proteinag _id="BRAR1577&.1"
fdb xref="GI:1736&17T"
A traduccion="M3T I IMDLCSY TRLGLTGY LLSRGVEKREINDIETVDDLATACDS
ORESVVEINEDCFIHDASHSORIELIINOHPHNTLE IVEMAIANVHEDEY LLVRENLLIS
SESTKPESLODILGDILEKETTITSFLENMPTLSLSRTES SMLERMEMAGQGT IO T SDOMM
IKAKTVESHEGN IERKIKTHNEQY I YHVVRLT DNV THG IFVHME"



ES 2738 589 T3

Promotor complemento (2383.2388)
fetiqgueta=-10

Promotor complemento (241924247
fetigueta=-34

Cehador complemento (2473..2495)
inota=cagtcagtecaaaget tCTACGARCATCTTCCAGGATACT
fetigueta=resA-F2

Terminadar complemento (2802, 2571
Inota="terminador de la transcipcion aspA”

Cehador complemento (25532874
mota=cagtcagtcaCTCGAGGCTGCAGTAAT CGTACAGGGTAG
fetigueta=FLvect2?

Cehadar_unidn_ 25745 2644

PCR_cebadores=ragtcagbcactogagtTTRat teazatebltob toagaaatoaalt
LtogtteAGCGTTATACT TTTGGGATTTTACCTC
fetigueta="Cebadar 001 1-futchyC-4"
chs complemento (257 402578)
inota="idéntico al secuenciado previamente para
BacteroidesfragilisSWALL Q9FT 504, 3e-
12 3, coli (EMBLAF4 B1121)
id"
Itrad_tabla=11
fproducto="supuests binsintesis de LPS
relaciohadaalfa-1,2-fucosiltransferasa”
fgen=wchy
Nocus_etiqueta=BF1902
fproteina_id=CAHOT&ED0.1

fraduccidn=MIVSSLEGELGHNGME L Y AMVELAMALRNNVEFAFN LT TDEAHDEVYE
ERLLLSYFALDLPENEKLTFDESYGHY YRELERNLGCHILHEPSYRY ICEERFPHFESEL

IS SEITHAFLEGYWSERYFLDYEOETREDFYVIOKELEY TSYLELEETK LLDENATMIG
VERYOESDVAPGEY LEDDY YECAMDIMASKV TS PVEFFCFSODLEWVEEHLAGEY PVRLI SKKEDDSGT I DDME LM

MHEENY IISHESEY WHGAWNLSEYDDRELVIAPGHEINEDSVPESWEELHNVE

POLICOMECTOR camplementol 2575 2580
Proteina complementof 25732581
fetiqueta="lider de factor alfa de . lactis"
Gen complemento (2582..3055)
flocus_etiqueta="HFOO 93"
fdb_xref="GenlD:900162"
cD3s complemento (25823517
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fetigueta="cepa 26695 de futc (fijada)’
Fuente 2582 3917
forganismo="Helicobacter pylori 26695"
frmol_tipo="A0MN gendmico"
fcepa="26R95"
b _xre="taxon:25962"
MY C-etiqueta complemento (2585 2617
Cebador 2968, 2950
Inota=GATAGTCAATACCARGUTGACAS

fetigueta=3-6-R

Cehador 2968..29490
fetiqueta="42 (3-6-R)"
Gen complemento{30a2.3517)

flocus_etiqueta="HFO0O 94"
idb_xref="GenlD:885021"

Cebador complemento (34953517
hota=GAATLCcaagaaggagatataCATATGGC TTTTAAGETGETGCARAT
fetigueta=pLiutC-F

Fuente 35173518
forganismao="Escherichia coli Wa110"
fmol_tipo="ADMN gendmico”
fcepa="k-12"
fsub_cepa="y3110"
fb_sref="taxan:3164 07"

inota="sinanimo: Escherichia coli cepa K12 cepa

W30
FBS complemento (3521 ..3534)
fetigueta="T¥ gen 10 RBS"
Fuente complemento (3541 .3719)

mota="se ohgina a parir de LAMCG"
fetigueta="lambda ADM"

Cehador 3541..3567
nota=cagtcagtcagaatteTAACAATTGATTGAATGTATGCALATA
fetigueta=pLnut-R

Region cormplementol3 54 4)
fetigueta="gitio de terminacidn TR1"

nota 3544
inota="el plasmido pEC2-BIT2-MY S secuenciado arigingl es
unamezcla de Cy A agui. Este plasmido es A"

Misc. _feature complemento (3547 35853

fetigueta="caja consenso de rho-dep de TR1"
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Renidn complemento (35966.3571)
fetiqueta="sitio de terminacidn de TR1"
Misc._feature complemental3580.. 3599
inota="sitin B de utilizacion de rho (rotB)"
Misc._unidn complemento (3600 ..3616)
fnota="utilizacidon de M hacia la derecha; supuesto”
fresto_unido="Mutr"
Regidn complemento (3601 . 363 2)
fetigueta=nutR
Misc. _feature complemento (3615 3632
fnota=" sitio A de utilizacidn de rho (rotsy”
Yariacidn complemento (3636.3714)
fnota="regidn imm4 34"
] complemento (364 0..3714)
feodan_inicio=1
Itrad_tahla=11
fproducto="cro {antirrepresor; también tof; 66"
fproteina_id="AAABG582.1"
idb_xref="Gl:215148"

traduccign="MEQRITLEDY AMRFGOTKTAKDLGVYOSATNEATHAGRETIFLTIN

ADGEVYAEEVEPFPSHEKTTA™

Regidn caomplementa (3729 .3730)
fetigqueta="sitio 1/2 Haelll gue usd Rosenberng”
DS complemento (3731, 3907)

feoddn_inicio=1
Itrad_tahla=11
fproducto="rM {requlador de gen termprano; 133)°
fproteina_id="AAASE5TE.1"
db_xref="Gl:508997"
fraduccidn="HCCEREVEVODYHCHTEFPELTLRE I QMDA TRRRERRAEE OADWE
AAMPLLYVGV AR PVHRFILSLNREPESEVESALN P IDLTVLAEY HEQ IESHLORIEREMORTWY SEFGERGITCS
GROEIKGESIEBLIY
Fuente complemento (373140237
nota="se orgina a partir de LAMCG rey
fetigueta="lambda ADM"
Regidn complemento (37313733
fetigqueta=" sitio 172 Hpal gue usd Rosenberg”
Wariacion 3731..4184
fnota="regidn imm21"
Misc._unidn complemento (398740030



Regidn

Fuente

Cebadar

Regidn

ARMIM

Yariacidn

Prormotar

operator

Cebadar

Prormotar

operator

ARMmM

Frormotar

operator

Prarmatar

Fuente

ES 2738 589 T3

Inota="utilizacidn de M hacia la izguierda;  supuesto”
funido_resto="mMut"
complemento (3888 ..4018)
fetigueta=nutL
complemento (4024 .4184)
nota="se origina a partir de LAMC G rey”
Jetigueta="lambda ADN"
4024 4044
hota=cagtoaghcagaaTTCATGETEETCAGTGOGTOC
Jetigueta=FLvect3
complemento (4024 43693)
nota="originates from EC1 pL region”
letigueta="region pL de ECI"
complemento (40517
nota="ARMm-pl  {alt.; mediante terminador t12a)"
Jetigueta="inicio de ARMmM de pL"
40482 4184
Inota="region immd 34"
complementold 053 . 4063)
fetigueta="py -10°
complemento (4060 .4076)
mota="operador-11 (primera base enla hebra comp)!
fetiqueta=0L1
complemento (407 5..4082)
letiqueta=plseq
complemento (4081 4086)
fetigueta="pL1 -345"
complemento (4084 .4100)%
hota="operador-12 ({primera base en la hebra comp)”
fetiqueta=0L2
complemento (409 3)
Jetigueta="inicio de ARMmM de pL2"
complemento (4100..4104)
fetiqueta="pL2 -10"
complemento (410441207
mota="operador-13 (primera base en la hebra comp)®
fetigqueta=0L3
complemento (41224127
Jetigueta="pL2 -34"
complemento (4185 624 4)
Jetiqueta="ADM de pllC18"

10



ORIGEM

Cehadar

Cebador

Replicacidn_ori

ARM_transcrito

Promotar

Promotar

ARM_transcrito

Promotar

Promotar

chS

Restriccidn_sit

Sefial_péptido

Promotar

Promotar
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complementa (4 350 .4 364)

mota=cagtcagtcaACATGTTCTTTCCTGCGTTA

fetigueta=pLnut-F

complemento (4414 .4430)
fetigueta=pLnutseg-F
complemento (4424 45013
fetiqueta="origen de replicacion”
complemento (44245 4977
fetiqueta=ARMNI

4832 . .48356
fetiguets="ARMI -35"
4853, . 4848
fetigueta="ARMI -10"
4867..44974

fetigueta=RMAl

complemento (48988 . 4992
ietiqueta="ARMNI -10"
complemento (5008 .5013)
fetigueta="ARMIl -35"
complemento (5184 60443
fetigueta=heta-lactamasa
5916..5927

fetiqueta="sitio Ecol
camplemento (597 6. 604 42
fetigueta=heta-lactamasa
complemento (GOS8, 6093
fetiqgueta="heta-lactamasa -10"
complementa (G109, 61143
fetigueta="heta-lactamasa -34"

1 TCGOGCGTTT CGETGATGAC GETGAAARACC TCTGACACAT GUCAGCTCCCOG GAGRCGETCA

6l CAGCITGTIOT GTAAGOGGAT GLIO

121
181
241
301
3ol
4z1
481
341
601

TTGEECGEETE
BOCATATATEG
COTCCTORAD
GATTGGTTAC
TRACCGGETGCC
COUGGEETGETG
AGGARCCATG
ARARCGACCGET
GUARGATGGEA

TCEEEECTEE
CEETETEALR
CTETATRTT
GEOGCGETTTC
TEEETECAGT
ATCATGRTGE
AAACAGTATT
ACCGEAACTE
TToCCECTEE

CTTAACTATG
TRCCGCRCAG
GTAARCCACE
GCATCATTGET
ACATCAGCAT
TOTGEGGCATA
TAGARCTEAT
GARACGCTTTC
TEACARACTAR

11

CEGECATCAGA
ATGCGTARGS
COCRATGEGEA
TEARGTTTTTC
GEEECARATT
TCGTCGCAGT
GCARALRGTG
CATTTTTGST
ACGTTGCCAC

GCAGRTTGTA
BGAR
GUTETCTOAS
CECCAGDCCG
CTTTCCATCC
CCACAGTART
CTCGACGANG
CATCAGATGE
CTGRGETTCCA

BARTRCC

GGAGCA GARCAAGDCCG TCAGGGUGCG TCAGUGHEETE

CTGAGAGTGE
GCATCRAGGOG
GTTTETTCOT
AOGCGECAGTT
CEATGATTGT
ACGTTTCCTS
GCRCACAGHR
GTTTTAACCT
TCATCCATGA



Bel

T21

751

841

a1

96l

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
16581
1741
180l
186l
1321
1981
2041
2101
2181
2221
228l
2341
2401
2461l
2521
2581
2641
2701
27al
2521
2881
2241
3001
3061

ACTGECTGTGES
CRTCTGGEAS
GCGEGCCTGES
GCTEAARRAATD
GERTARARATG
ACTCTOTTGE
TEOCAGCTAC
TTTTETCTEE
GUARTTARGT
CATCTTCGAC
TARARGIGECOE
CGETTTTTTT
TCAGGITGCG
TEECGANAGE
CACGACGTT:
CGETATCTTT
GTCAGRATGT
ACOGACATGEST
TECOEATGERLA
COTGCCATCC
TTTAARRACG
GATTCCGETT
TCRARRTGRA
ATGATGAGTT
AACARCCACTE
TCSTTSATTT
ETGETRRCTAC
GATAATTCOC
TECECCACTC
CCTEGAATT:
TTTCGOTGECA
GUACGTCATC
TTTAattcaa
COTCARARTEG
GOOAGTGETTT
AGCTATAAGT
AATACGCCTC
GATTTTGOGT
TTECCATATA
CATAATCCCC
GETTGCACT:

TTTCTGECAGE
GARTGEGOCE
CCAATGCCAG
GACCCGGATT
GOGCTEGIAL
CAGCTTTATC
GCGTTATTGS
ACCGETGEECG
CGCGRRCCGT
TRCCGTTTOG
GTGECTATCT
ACCCTCCETT
CRARCTGTTGS
GEEATGTECT
TARARARCGACS
GTGEEAGRARG
GTTAGCGCAT
AEATARACCTS
CEGTCTTEEE
ACATTCGCAR
AGGTTATCGT
TAATCGATTT
CATTGGORART
TEATACGTTS
AAGEECGCTS
CTCTTTTTTT
ATRRRTCCAT
CTTACCTGAR
TCEoEATTTT
TCTTAARGTA
GGAGTATCCT
TGACGTGCCT
atctictica
GGEATTCTATT
GEGGCCARTA
GCTATTAGCS
TTCTTCTTTA
GAATTUTARG
CTCARGDGCD
TCTTCTTATA
ATATTCTTCS
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GLGACACTAR
BTGRBRERCGE
ATEETCGETCR
CECECCECAT
CETECCATGE
AGCGOTCOTE
TGCATATGAT
ACACGCATCT
ETCOGCTGECC
ARAGROTTTGA
ARTTACGARN
ARATTCTTCE
GARGGGCGAT
GCAMGECGEAT
GOCAGTGOCA
CRERGTARTC
GTTGACARRL
TTTATTATGC
TTTGATATTC
CRATACTCGAT
TETCTCTTTT
AGARACTGEATC
TGCCATARARR
ACTGTTAGRED
TEAATCACRN
ARCCCOCTOTA
BRATERTCGTT
TATTTCATCA
TCAGECGEGEAL
ARGTARATGET
GGRAGATGETT
TTTTTATTTG
gaaatcaatt
TTCAROCCACT
ATGATTTTTT
ATAATGECCAT
TCCCTAGTGE
TCTTCGCARA
TTTTTTTGAT
TECACAALCH
TCTTTTTTAT

CATTGCTTAT
CGACCTOGES

CTACACGANA
CCAGTGTATE

TATTGACCAG ATCACTACGG

TATTETTTCA

ATTCTTCCAG

TEROGTOTTC
GEUECAGCAG
GTACAGCARC
GARAGTTGATT
GATTGARGGT
CATCCTGCCR
AGRCGCCTTC
COETGLEEGET
TARSTTGEET
AFCTTTCTTT
TTATTCRGCC
ATACCATTAG
GTTTTGATCT
ATTTGETCAS
TCGETTOGGE
TTCAGARTAT
AATRAMATTTT
ACGRTARATE
GUATCGTGGA
GCTATGEECAR
CTCAACAGAT
GARCATGGCAT
TEACTARRTG
TTARCTATCCC
TEOGATATGT
CETAGaago
TACTACOCTG
tttgttoAGT
COTTRIRRRG
CTGEGATTTIC
GCTEACRAGR
TCATGTCCAT
ACACARRARG
AGTCAATACC
CECTGTTTTT
TATTATTCTT

12

GEGTGEARCE
TTCTATETGE
CTCGEECCTGO
TECGATCTGG
CATATEEATC
ATCARRCGTA
TACGATOOGD
GRGEOCEACGEC
CCGRAGGECGEE
CTCTTCGCTA
AACECCAGGEE
AATGAAGCAG
TEACTEETEE
TCACATTATC
TACGTTTAAT
ASATTTGAAT
TCARTGATAR
CECCRRGEAT
TTCTEACCAR
BCGTATTGGE
TGARRCAGTC
GETCATCAAC
ACCCGETTAAR
BCCCTCROTC
GAACARCATG
GTARAGTSTT
GRAGTGAGCTT
CRCTGCTCAC
TRACGATTACT
GTTATACTTT
GRTATTCTCR
TATCARATAG
TTGCATGAGC
AAARGEETAG
CTCCATGTTT
ARGOTGRCAG
ASCEGCTAMA
ATTATTTTCG

ACARATETCAC
GTRARARCRETG
TACTGAMCCR
TAGSCGEAARCT
CRGACGGCAR
CGTTCARCAT

ALGTGEGETGA
ARRCTCATCT
BACCOGRATC
ATCCGEGCAT
CAGSTGTGECST
CATTCGCCAT
TTRCGOCAGT
TTTTCCCAGT
GFECATCAGSA
GRAARCCACCHE
CHTCAGTOGE
ATTACCTTTA
FETTCCCTGA
COTCGGCATA
ATCGTOGAGR
TAGATATTCA
ATGTTGATTA
CTOATTAATA
GETTTCAATE
ACCTRGTCGE
ARTECGTRAC
GETCACCTAR
GTATAATTTE
ARRACARARTA
BAGRBRARRLG
GUAGCTCGRG
TEGEATTTTA
TGOCCARRRS
GLOGLOCACT
AGCATSTCCC
CCARAGATCAR
GGUACGOGTT
CCRATOCOCA
ATCARRGCARD
FELEGEEGELEE



3121
318l
3241
2301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
1781
3841
3301
3961
4021
4nsl
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521

GTAGAGTGAR
BATARGCCRARR
CEATTTCTTG
GEAGGTGTTG
GEARARAGTTE
CAGGCGTATT
CARGOCCTCC
TARARATTEA
GCCCTTTITE
ACTCGEGEARG
AATCTTTCOGE
GAGCCTGTTT
TETCAGTTAG
GECACATTGG
BOCOCARRAGET
ACCTTCATGE
TETCAACACT
AATTTATTTT
ATCGGCCARC
RCTGACTCGE
GTAATACGGT
CAGCAAMARMGG
COCCCTGACG
CTATARRGAT
CTGECOGCTTA
ASCTCACGCT
CRACERRCCCC
AACCOGETAR
GCGAGETATG
BGALGEACAG
GGTAGCTCTT
CRAGCAGARTTRE
TCTEACGITC
RGGATCTTCA
TATGAGTARA
ATCTSGTCTAT
CEGEEAGEECT
GUTCCAGATT
GCAACTTTAT
TCGCCAGTTA
TCGTOETTTG

GETTTECTTS
AARARTRAGTC
ACTCACCCTA
CATTTTAGCT
TAATTGCATT
AGAGTGTTTIT
GCARATTTGE
TTGRATGTAT
AGGGCTGGAR
GECTTTACCT
AARCTGETTTT
CTCTGEGCGA
CTTTGGTGGT
CAGCTARTCC
CTTCTECTTT
THETCAGTEE
GUCAGAGATA
TTGCAGGEEGE
GCGCGEGERS
TGOGLTCGET
TATCCACAGR
CCAGGARCCG
AGUATCRCAR
ACCAGGTGTT
CCGEATRCCT
GTAGGTATCT
CCGTTCRECC
GACACGRCTT
TAGGECEETGE
TATTTGGTAT
GATCCGGCAR
CLOGCAGARR
AGTEGARCGA
CCTAGRTCCT
CTTGGTCTGAR
TTCETTCATC
TACCATCTGG
TATCAGCAAT
CCGICTCCAT
ATAGTTTECG
GTATGECTTC
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ATTARARGSGSE
BRGUGECTTE
TCARRTCOCCR
ATAGCGATTT
TTCCTATORD
TECARRCTTT
ACCACCTTAR
GUARATARAT
TETGTAAGAS
CTTCCGCATA
GEGCTTACCC
CETTCE0GEEE
GIGTGGECAGT
GEARTCGCAC
GRATECTSCC
GTCOTECTER
ATTTATCACT
GCATTGTTTG
BGGEGETTTE
COTTCGECTE
ATCAGGGGEAT
TAMARAGECC
ARATCGACGT
TCCCCCTGEGA
GTCCECCTTT
CAGTTCGGTG
CORCCECTED
ATCGCCACTG
TACAGAGTTC
CTGEOGCTCTE
ACRARCCACC
ARARAGGATCT
AAARCTCACGT
TTTARATTAR
CAGTTACCAR
CATAGTTSCC
CCCCAETGCT
ARRCCAGCCA
CCAGTCTATT
CRACGTTSTT
ATTCAGCTCC

13

ATATAGCATC
GUTTTAGIAR
TEOATTTGRG
CTTTCGCGOT
TCOARATCARR
TAGCGARRGT
EAGCCATATG
GUATACACCR
CGGEGTTATT
ALCGCTTCCA
CARCCARCAG
GGOGTETTTS
TGTAGTCCTE
TTRCGECCAR
CTTCTTCAGS
TETECTCRGET
GUAGATGGTT
CTACGTEAGE
CETATTEEGC
CGGUGAGCGE
AACGCRAGGAR
GLETTEOTGE
TCARGTCRGR
AGCTCCCTCG
CTOCCTTOGE
TAGETOETTC
CGCCTTATCOE
GLAGCAGCCR
TTEAAGTGET
CTGRRGCCAG
GUTEGTAGOG
CARGARGATC
TARGGGATTT
BARTGARGTT
TGOTTARTCA
TERCTOCO0G
GLAATGARTAC
GLOGHARGES
AATTGTTGOC
GLOATTECTA
GETTCOCARC

ARARCTATCGET
TTTAGEITCG
CECETCTCTT
CECATAGGEC
RGRAGTGATA
GTATTGAALT
tatatctoct
TAGETETGET
TATGCTGTTG
TCRAGCGTTTA
GEEATTTGCT
TECATCCATC
RACGRARRACT
TECTTCGETTT
GCTTAATTTT
BTCACCGCCR
ATCTGTATGT
GATCAARTTCT
GETCTTOCGEE
TATCAGITCA
BGAACATGTG
CETTTTTCCA
GETGGCGAAR
TGECGECTCTCC
GARAGCETEGEE
GCTCCAAGCT
GTRRCTATCE
CTEETAACAG
GECCTAACTA
TTACCTTCGE
GTGEETTTTTT
CTTTGATETT
TEETCATGAG
TTAERETCART
GTGAGGCACC
TCGETETAGAT
CECEAGACCT
CCGAGCGCAG
GEGARGOTAG
CAGGCATCGET
GATCAARGGCG

GGATCTTGGA
TATTCRARRE
ACTAGZTTGE
ALATCAATAG
TCTARCAGCA
ATTTGATTCC
tottgaaTTC
TTAEATTTEAT
TTTTTTTGTT
TAGTTARLDR
GOTTTCCATT
TEEATTCTCC
COCCGOGATT
CETATCACAC
TARGASCGETC
GTGETATTTA
TTTTTATATG
GCATTAATGA
TTCCTOEETC
CTCRRRGGOG
AGCRRRRGGOD
TASECTCCGC
COCGRCAGGE
TETTCOGACC
GCTTTCTCAT
GEECTETETE
TCTTGAETOC
GATTAGCAGA
COECTACACT
ALRARLGAGTT
TETTTGCARG
TTCTACGGGEE
ATTATCALAR
CTARAGTATA
TATCTCAGOG
AACTACGATA
ACGCTCACCE
AAGTGGTCOT
AGTAAGTAGT
GETETCACGC
AGTTACATGA
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5581 TCCCOCCATGT TGTGCAAARA AGUGGTTAGC TCOTTOGGETIC CTCOGATCOGT TGTCAGAAGT
5641 ARGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT ATGGCAGCAC TGCATAARTTC TCTITRACTGETC
5701 ATGCCATCOCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT GGTGAGTACT CAACCAAGTC ATTCTGAGRL
2161 TRGTGTATGC GGUGACCGAG TTGCTCTTGD COGEUGTCAR TACGGGATAR TACCGLGOCLA
5821 CATAGCAGAA CTTTARAAGT GCTCATCATT GGAARACGTT CTTCGGGGCG ARARCTCTCRA
5881 AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTOG ATGTAACCCA CTCGTGCACC CAACTGATCT
5941 TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT GGGTGAGCAL AAACAGGAAG GCAARATGCC
6001 GCAARARRGG GAATARGGGC GRCACGGAAR TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTTCAR
TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT CTCATGAGCG GATACATATT TGAATGTATT

[

TEACGETC

o

P
L

e e

¢ Pl
L= LA

TAGRLARLTA ARCARLTAGE GGTTCCGLGC ACATTITCOCC GARAARGTECC

b

@
G181 TARAGARAICA TTATTATCAT GACATTARCC TATAARLAATA GGCGTATCAC TTT

[}
e}
L]

6241 QGTC (SEQ ID MO:1; pldsmido G171)

Se desvela un constructo de acido nucleico que comprende un gen de a (1,2) fucosiltransferasa que comprende, por
ejemplo, una identidad de al menos 10 % y de menos de un 40 % a nivel del aminoacido con respecto a alfa-(1,2)
fucosiltransferasa 26695 de Helicobacter pylori (futC). El gen exégeno de a (1,2) fucosiltransferasa se puede
seleccionar entre el grupo que consiste en alfa-(1,2) fucosiltransferasa 26695 de Helicobacter pylori (futC), Vibrio
cholera 022 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
transferasa (bft3/wcfB). De acuerdo con la presente invencion, el gen de a (1,2) fucosiliransferasa es la proteina de
la familia de glicosil transferasa de Bacteroides vulgatus ATCC 8482 (futN).

Se desvela una bateria de E. coli aislada como se ha descrito anteriormente y caracterizada como comprendiendo
un nivel reducido de actividad de B-galactosidasa, una ruta de sintesis del acido colénico defectuosa, una mutacion
en el gen lacA, una mutacidon en una proteasa intracelular dependiente de ATP, y una mutacién en un gen thyA.
También se desvelan métodos para identificar un gen de a (1,2) fucosiltransferasa capaz de sintetizar 2'-
fucosillactosa (2’-FL) en E. coli. El método de identificacion de enzima a(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa y
no es FutC, comprende las siguientes etapas:

1) realizar una busqueda informatica de bases de datos de secuencias para definir un amplio grupo de
homologos de secuencia sencilla de cualquier a(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, conocida;

2) usar el listado de la etapa (1), obteniendo un perfil de busqueda 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 busqueda derivado basandose en la secuencia o
motivo estructural comun de la etapa (2) como busqueda, e identificar secuencias candidatas, en las que una
homologia de secuencia con respecto a una a(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 expresion de
a(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 listado
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 a(1,2)fucosiliransferasa que utiliza lactosa, en el que la deteccion de 2’-FL
en dicho organismo indica que la secuencia candidata comprende una a(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa
y que no es FutC. Por ejemplo, la homologia de secuencia con respecto a una a(1,2)fucosiltransferasa que utiliza
lactosa de referencia es de un 40 % o inferior.

Se desvela un oligosacarido fucosilado purificado producido de acuerdo con el uso o con los métodos que se han
descrito anteriormente. En oligosacarido purificado (2’-FL) obtenido al final del proceso es un polvo dulce, cristalino,
de color blanco/ligeramente blanquecino. A diferencia de los métodos de produccion de oligosacarido que usan
FutC, los métodos que utilizan ciertas enzimas que no son FutC (por ejemplo FutL) no tienen actividad de a (1,3)
fucosiltransferasa que conducia reacciones secundarias. La falta de actividad de a (1,3) fucosiltransferasa asociada
a FutL contribuye a su eficacia para producir 2’FL y es una ventaja en comparacion con FutC. FutL no tiene actividad
de alfa 1,3 fucosiltransferasa. Por ejemplo, una célula de modificada por ingenieria E. coli, sobrenadante de cultivo
de E. coli, o lisado celular de E. coli comprende 2’-FL recombinante y basicamente no comprende una lactosa
consignada en 1,3 antes de la purificacion 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 oligosacarido 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.

Un oligosacarido 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 oligosacarido deseado en peso. La pureza se evalla con cualquier método conocido, por
ejemplo, cromatografia en capa fina u otras técnicas de cromatografia conocidas en la técnica. Se desvela un
método para purificar un oligosacarido fucosilado producido con la bacteria modificada mediante ingenieria genética
que se ha descrito anteriormente, método que comprende la separacion del oligosacarido fucosilado deseado (por
ejemplo, 2-FL) de contaminantes en un lisado celular bacteriano o cultivo o sobrenadante celular bacteriano de la
bacteria.

Los oligosacaridos se purifican y se usan en una serie de productos para el consumo humano asi como por
animales, tal como animales de compania (perros, gatos) asi como ganado (animales bovino, equino, ovino, caprino
0 porcino, asi como aves). Por ejemplo, una composicién farmacéutica comprende 2'-FL purificada y un excipiente
farmacéuticamente aceptable que es adecuado para la administracion oral. Grandes cantidades de 2'-FL se
producen en hospedador es bacterianos, por ejemplo, una bacteria E. coli que comprende un gen de a (1,2)
fucosiltransferasa exégeno.

Una bacteria de E. coli que comprende una combinacion citoplasmica mejorada de lactosa y GDP-fucosa es util en
sistemas de produccioén de ese tipo. Las rutas metabdlicas y los genes enddgenos de E. coli se manipulan en formas
que dan como resultado la generacion de aumentos de concentraciones citoplasmaticas de lactosa y/o GDP-fucosa,
en comparacion 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 mas de los niveles en comparacién con una bacteria de tipo
silvestre correspondiente que carece de las modificaciones genéticas que se han descrito anteriormente.

Un método para producir una composicion farmacéutica que comprende un oligosacarido 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 vehiculo para obtener un suplemento dietético
para la administraciéon oral. Estas composiciones son Utiles 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 esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de este tipo.

También se desvelan métodos para aumentar la concentracién intracelular de lactosa en E. coli, para células
cultivadas en presencia de lactosa, mediante el uso de manipulaciones de genes de E. coli endégenos involucrados
en la importacién, exportacion 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 ingenieria genética para producir
un oligosacarido de la leche humana mediante la eliminacion simultanea del gen endégeno de la B-galactosidasa
(lacZ) y el gen represor del operén lactosa (/acl). Durante la construccion de esta delecion, el promotor laclq se
coloca inmediatamente cadena arriba de (contiguo con) el gen de la lactosa permeasa, /acY, es decir, la secuencia
del promotor /aclq esta directamente cadena arriba y adyacente al inicio de la secuencia que codifica el gen lacY, de
modo que el gen /lacY esta bajo regulacion transcripcional por el promotor /aclg. La cepa modificada mantiene su
capacidad para transportar lactosa desde el medio de cultivo (a través de LacY), pero sufre delecion por la copia
cromosomica de tipo silvestre del gen lacZ (que codifica la B-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 exdgena. Otro método para aumentar la concentracion intracelular de lactosa en E. coli implica la delecion
del gen JacA. La mutacion lacA previene la formacion 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).
Por lo tanto facilita en gran medida las manipulaciones intencionadas de la combinacién de lactosa intracelular de E.
coli.

También se desvelan métodos para aumentar los niveles intracelulares de GDP-fucosa en Escherichia coli mediante
la manipulacién de la ruta de biosintesis del acido colanico endégeno del organismo. Este aumento se logra a través
de una serie de modificaciones genéticas de los genes enddgenos de E. coli implicados directamente en la
biosintesis del precursor del acido colanico, o en el control general del regulén sintético del acido colanico. En el
presente documento se describen métodos para aumentar los niveles intracelulares de GDP-fucosa en E. coli
genéticamente modificada para producir un oligosacarido de la leche humana mediante la eliminacién del gen wcaJ,
que codifica la transferasa vehiculo lipidico de UDP-glucosa. En un fondo nulo de wcaJ, la GDP-fucosa se acumula
en el citoplasma de E. coli.

En un aspecto, el oligosacarido de la leche humana producido por bacterias modificadas genéticamente que
comprenden una molécula de acido nucleico exdgena que codifica una a(1,2) fucosiltransferasa es 2'-FL (2'-
fucosillactosa). De acuerdo con la invencion, la a(1,2) fucosiltransferasa tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8. La a
(1,2) fucosiltransferasa usada es una a(1,2) fucosiltransferasa capaz de usar lactosa como sustrato aceptor de
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azucar para la sintesis de 2’-FL. Se desvela un gen de a(1,2) fucosiltransferasa exégeno que comprende al menos
un 10 % de identidad a nivel de aminoacidos 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
tetrasacarido de la leche humana lactodifucotetraosa (LDFT). La E. coli en este caso comprende una molécula de
acido nucleico exdgena que codifica una a(1,2) fucosiltransferasa que también tiene actividad de a(1,3)
fucosiltransferasa.

Se desvela un método para tratar, prevenir o reducir el riesgo de infeccidon en un sujeto que comprende administrar a
dicho sujeto una composicién que comprende un oligosacarido de leche humana recombinante purificada, en la que
el HMOS se une a un patdgeno y en la que el sujeto esta infectado o en riesgo de infeccion con el patégeno. La
infeccion puede ser causada por un virus similar al de Norwalk o Campylobacter jejuni. El sujeto puede ser un
mamifero que necesite un tratamiento de ese tipo. El mamifero es, por ejemplo, cualquier mamifero, por ejemplo, un
ser humano, un primate, un ratén, una rata, un perro, un gato, una vaca, un caballo o un cerdo. El mamifero puede
ser un ser humano. Por ejemplo, las composiciones se formulan en piensos para animales (por ejemplo, granulos,
croquetas, puré) o complementos alimenticios para animales de compania, por ejemplo, perros o gatos, asi 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 féormula infantil o polvo de suplemento
nutricional para adultos, cada uno de los cuales se mezcla con un liquido como agua o uno antes del consumo) o en
forma de comprimidos, capsulas o pastas o se incorpora como componente en productos lacteos como leche,
crema, queso, yogur o kéfir, o como componente en cualquier bebida, o se combina en una preparacion que
contiene cultivos microbianos vivos destinados a servir como probidticos, o en preparaciones prebiéticas para
mejorar el crecimiento de microorganismos benéficos ya sea in vitro o in vivo.

Los polinucledtidos, polipéptidos y oligosacaridos se purifican y/o se aislan. Purificado define un grado de esterilidad
que es seguro para la administracion a un sujeto humano, por ejemplo, que carece de agentes infecciosos o toxicos.
De forma especifica, como se usa en el presente documento, una molécula de acido nucleico, polinucleétido,
polipéptido, proteina u oligosacarido "aislada" o "purificada", esta sustancialmente libre de otro material celular o
medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o precursores quimicos u otros productos
quimicos cuando se sintetizan por via quimica. Por ejemplo, las composiciones de HMOS purificadas tienen al
menos un 60 % en peso (peso seco) del compuesto de interés. Preferentemente, la preparacion tiene al menos un
75 %, mas preferentemente al menos un 90 %, y lo mas preferentemente al menos un 99 %, en peso del compuesto
de interés. La pureza se mide mediante cualquier método convencional apropiado, por ejemplo, mediante
cromatografia en columna, cromatografia en capa fina o analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC). Por ejemplo, una "proteina purificada" se refiere a una proteina que se ha separado de otras proteinas,
lipidos y acidos nucleicos con los que esta naturalmente asociada. Preferentemente, la proteina constituye al menos
un 10, 20, 50, 70, 80, 90, 95, 99-100 % en peso seco de la preparacion purificada.

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

Por "acido nucleico aislado" se hace referencia a un acido nucleico que esta libre de los genes que, en el genoma de
origen natural del organismo a partir del que se obtiene el ADN, flanquean al gen. La expresion abarca, por ejemplo:
(a) un ADN que forma parte de una molécula de ADN gendmico natural, pero que no esta flanqueado por ambas
secuencias de acido nucleico que flanquean esa parte de la molécula en el genoma del organismo en el que se
produce de manera natural (b) un acido nucleico incorporado en un vector o en el ADN genémico de un procariota o
eucariota de manera tal que la molécula resultante no sea idéntica a ningun vector natural o ADN gendmico; (c) una
molécula separada tal como un ADNc, un fragmento gendmico, un fragmento producido por reaccioén en cadena de
la polimerasa (PCR), o un fragmento de restriccion; y (d) una secuencia de nucledtidos recombinante que forma
parte de un gen hibrido, es decir, un gen que codifica una proteina de fusién. Las moléculas de acido nucleico
aisladas de acuerdo con la presente invencion incluyen ademas moléculas producidas sintéticamente, asi como
cualquier acido nucleico que se haya alterado quimicamente y/o que tenga cadenas principales modificadas.

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

El término "sobreexpresar" o "sobreexpresion" se refiere a una situacién en la que una célula alterada mediante
ingenieria genética expresa mas factores de lo que lo haria, 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 ingenieria genética para
producir, se usa el término "expresar" (a diferencia de "sobreexpresar") que indica que la célula de tipo silvestre no
expreso el factor en absoluto antes de la manipulacién genética.

Los términos "tratar" y "tratamiento”, como se usan en el presente documento se refieren a la administracion de un
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agente o formulacion a un individuo clinicamente sintomatico afectado por una afeccion, trastorno o enfermedad
adversos, con el fin de conseguir una reduccién en la gravedad y/o frecuencia de los sintomas, una eliminacion de
los sintomas y/o su causa subyacente, y/o facilitar la mejora o la reparacién del dafio. Los términos "prevencion” y
"prevenir" se refieren a la administracion de un agente o composicion a un individuo clinicamente asintomatico que
es susceptible a una afeccion, trastorno o enfermedad adversa particular, y por lo tanto se relaciona con la
prevencion de la aparicion de sintomas y/o su causa subyacente.

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

El término de transicion "que comprende”, que es sindnimo 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 expresion de transicion "que consiste en" excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no
especificado en la reivindicacion. La expresion de transicion "que consiste esencialmente en "limita el alcance de
una reivindicacion a los materiales o etapas especificados" y aquellos que no lo hacen influyen materialmente en las
caracteristicas basicas y novedosas" de la invencion 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
patégeno humano o animal ni es toxicogénica. E. coli K-12 es una cepa de produccién 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 biosintesis de oligosacaridos, por ejemplo, Erwinia herbicola (Pantoea agglomerans),
Citrobacter freundii, Pantoea citrea, Pectobacterium carotovorum, o Xanthomonas campestris. También se pueden
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 invencion, que incluyen, pero no se limitan a, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus 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 invencidon que se describe en el presente
documento. Como parte de la presente invencion también se incluyen cepas, modificadas como se describe en el
presente documento, de los géneros Enterococcus (por ejemplo, Enterococcus faecium y Enterococcus
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 caracteristicas
que se describe en el presente documento se cultivan en presencia de lactosa, y un oligosacarido fucosilado se
recupera, ya sea de la propia bacteria o de un sobrenadante de tipo de la bacteria. El oligosacarido fucosilado se
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 cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende comiunmente un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente
documento se pueden usar en la practica o en el ensayo de la presente invencion, a continuacioén 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 nimero de acceso
mencionado en el presente documento, y todas las demas referencias, documentos, manuscritos y bibliografia
cientifica publicados en el presente documento, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones,
prevalecera. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una ilustracion esquematica que muestra la ruta de sintesis de los fucosil oligosacaridos de leche
humana. Se y Le indican sintesis con fucosiltransferasas de los genes secretores y de Lewis, respectivamente.
Se proporciona al nombre bioquimico abreviado [con la estructura bioguimica alternativa entre corchetes]
(analogo antigénico del grupo histo-sanguineo entre paréntesis).

La Figura 2 es un esquema que demuestra las rutas metabodlicas y los cambios introducidos en las mismas para
modificar mediante ingenieria la sintesis de 2’-fucosillactosa (2’-FL) en Escherichia coli (E. colj).

La Figura 3 es una serie de fotografias que muestran analisis de cromatografia en capa fina de 2’-FL producida
en cepas de E. coli con a (1,2) fucosiltransferasas candidatas. La Figura 3A muestra la produccion significativa
de 2’-FL con WbgL. La Figura 3B muestra la produccion significativa de 2’-FL con FutL. La Figura 3C muestra la
produccion significativa de 2’-FL con FutN.

La Figura 4 es un diagrama y una fotografia de analisis de cromatografia en capa fina que muestra que la
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digestion con fucosidasa confirma la sintesis de 2’-FL auténtica con WbgL. Los oligosacaridos producidos con
una cepa de E. coli expresan wbgL se aislaron y se sometieron a digestién durante la noche con diferentes
fucosidasas. Los productos de reaccion se analizaron por TLC. La producciéon de fucosa y lactosa mediante
tratamiento con a(1,2) fucosidasa se ilustra en la calle 2.

La Figura 5 es un diagrama del plasmido pG171.

La Figura 6 es un diagrama de un constructor cromosomico de Placlq lacY".

La Figura 7 es un diagrama de la delecién cromosémica de wcadJ.

La Figura 8 es un diagrama de la insercién de kan, lacZ* en el locus lon.

La Figura 9 es un diagrama del plasmido pG204.

La Figura 10 es un diagrama del plasmido pG216.

La Figura 11 es un diagrama del plasmido pG217.

Descripcion detallada de la invencion

Aunque algunos estudios sugieren que los glicanos de la leche humana se podrian usar como agentes antiadhesion
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 invencién que se describe en el presente documento, se realizaron intentos de uso de varios enfoques
de sintesis distintos para sintesis de glicanos. Algunos enfoques quimicos pueden sintetizar oligosacaridos (Flowers,
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 téxicos (Koeller, K. M. y Wong, C. H. Chem Rev 100, 4465-
4494 (2000)). Las enzimas expresadas a partir de organismos modificados por ingenieria (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
Biotechnol 10, 616-624 (1999); Wymer, N. y Toone, E. J. Curr Opin Chem Biol 4, 110-119 (2000)) proporcionan una
sintesis 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 nucleétidos de azucar, limita
su utilidad para produccion a gran escala con bajo coste. Algunos microbios se han modificado mediante ingenieria
genética para expresar las glicosiltransferasas necesarias para sintetizar oligosacaridos a partir de la combinacion
innata de azucares de nucledtidos 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 invencion que se describe en el presente documento,
habia una necesidad creciente de identificar y caracterizar glicosiltransferasas adicionales que son Utiles para la
sintesis de HMOS en los operadores bacterianos modificados mediante ingenieria metabdlicamente.

No todas las a(1,2) fucosiltransferasas pueden utilizar la lactosa como un azicar aceptor. Una enzima deseada
utiliza GDP-fucosa como donante, y la lactosa es el aceptor para ese donante. Se llevd a cabo un método para
identificar nuevas enzimas a(1,2) fucosiltransferasa capaces de utilizar lactosa como aceptor utilizando las
siguientes etapas:: 1) realizar una busqueda informatica de bases de datos de secuencias para definir un amplio
grupo de homologos de secuencia sencilla de cualquier a(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, conocida; 2) usar
el listado de homoélogos de la etapa 1 para obtener un perfil de busqueda que contiene una secuencia comun y/o
motivos estructurales compartidos por los miembros del grupo amplio, por ejemplo, mediante el uso de programas
informaticos tales como MEME (Multiple Em for Motif Elicitation disponible en http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-
bin/meme.cgi) o PSI-BLAST (BLAST con iteracion de posicion especifica disponible en ncbi.nim.nih.gov/blast con
informacién adicional en cnx.org/con-tent/m11040/latest/); 3) busquedas en bases de datos de secuencias (por
ejemplo, usando programas informaticos 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 busqueda derivado como una busqueda e
identificando "secuencias candidatas" cuya simple homologia de secuencia con la a(1,2) fucosiltransferasa que
acepta lactosa original es de un 40 % o inferior; 4) escaneando la bibliografia cientifica y desarrollando un listado de
"organismos candidatos" conocidos por expresar a(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 a(1,2)
fucosiltransferasa que utiliza lactosa.

El conjunto de herramientas de analisis 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 continuacién estos motivos se pueden usar para buscar bases de datos de secuencias usando el
programa "MAST". Los algoritmos de busqueda BLAST y PHI-BLAST son otras alternativas bien conocidas.

Para someter al ensayo la actividad de utilizacion de lactosa, la produccion de 2'-FL se evalta en un organismo
hospedador que expresa la enzima candidata y que contiene tanto GDP-fucosa citoplasmatica como combinaciones
de lactosa. La produccion de 2-FL indica que la secuencia codificante de la enzima candidata funciona como una
a(1,2) fucosiltransferasa que utiliza lactosa.
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Para encontrar enzimas similares a FutC, se us6 el aminoacido completo de FutC como una consulta en PSI-BLAST.
Los resultados del método de identificacion de a(1,2) fucosiltransferasa que utiliza lactosa de la presente invencion
son sorprendentes, ya que el % de identidad de varias de los a(1,2) fucosiltransferasas que utilizan lactosa son
menos de un 40% de la secuencia de FutC de referencia. Otro aspecto mas sorprendente del estudio es que 8 de
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 anticipo.
Aunque 6 de cada 10 de las enzimas candidatas se encuentran en bacterias que incorporan a(1,2) fucosa en su
estructura de LPS, los oligosacaridos 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. Ademas, fue sorprendente que tanto WbIA como WbgN pudieran
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 azucar relacionado llamado colitosa.

Glicanos de leche humana

La leche humana contiene un conjunto diverso y abundante de oligosacaridos neutros y acidos (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).
Mas de 130 oligosacaridos 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 nutricion, sin embargo, cumplen funciones criticas en el establecimiento de un
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 prevenciéon de enfermedades (Newburg, D. S., Ruiz-Palacios, G. M. y Morrow, A. L.
Annu Rev Nutr 25, 37-58 (2005)), y en la funcion inmunolégica (Newburg, D. S. y Walker, W. A. Pediatr Res 61, 2-8
(2007)). A pesar de los millones de afios de exposicion a los oligosacaridos de la leche humana (HMOS), los
patégenos aun tienen que desarrollar formas de eludir la capacidad del HMOS para prevenir la adhesion a las
células diana e inhibir la infeccion. La capacidad de utilizar HMOS como inhibidores de la adherencia de patégenos
promete abordar la crisis actual de la creciente resistencia a los antibiéticos. Los oligosacaridos de la leche humana
producidos por biosintesis representan los compuestos directores de una nueva clase de terapias contra algunos de
los azotes mas dificiles de la sociedad.

Una estrategia alternativa para la sintesis eficaz de HMOS a escala industrial es la ingenieria metabdlica de las
bacterias. Este enfoque implica la construccién de cepas microbianas que sobreexpresan glicosiltransferasas
heterdlogas, transportadores de membrana para la importacion de azucares precursores al citosol bacteriano, y que
poseen conjuntos mejorados de azucares de nucleétidos 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). Microb
Cell Fact 5, 25). Un aspecto clave de este enfoque es la glicosiltransferasa heterdloga seleccionada para la
sobreexpresion en el hospedador microbiano. La eleccion de la glicosiltransferasa puede influir de forma significativa
en el rendimiento final del oligosacarido 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 glicosiliransferasas obtenidas a partir de diferentes especies
bacterianas en términos de su capacidad para catalizar la biosintesis 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, XW., 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 identificacion de glicosiltransferasas
adicionales con una cinética mas rapida, una mayor afinidad por los donantes de nucledtidos de azucar y/o
moléculas aceptoras, o una mayor estabilidad dentro del hospedador bacteriano mejora de forma significativa los
rendimientos de HMOS terapéuticamente Utiles. Antes de la invencion que se describe en el presente documento,
las sintesis quimicas 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
100, 4465-4494 (2000)). La invencion supera los inconvenientes de estos intentos previos al proporcionar nuevas
estrategias para fabricar grandes cantidades de oligosacaridos de la leche humana (HMOS) para su uso como
suplementos dietéticos. Las ventajas incluyen la expresion 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
a(1,2) fucosiltransferasas obtenidas a partir de cepas de E. coli (por ejemplo WbgL) son mas estables y se expresan
en niveles mas altos dentro de las cepas hospedadoras de produccién de E. coli en comparacién con FutC. En otro
ejemplo, la fucosiltransferasa altamente activa (futN) se obtiene a partir de un microbio comensal (Bacteroides) en
lugar de un patdgeno. Dado que muchas cepas de produccion obtenidas por ingenieria usan genes de
fucosiltransferasa obtenidos a partir de patdégenos, la seguridad y/o la mayor aceptacion por parte del consumidor
son ventajas afiadidas de esta secuencia/enzima.

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

Papel de los glicanos de leche humana en enfermedades infecciosas
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Los glicanos de leche humana, que comprenden oligosacaridos no unidos y sus glicoconjugados, desempefan un
papel importante en la proteccion y el desarrollo del tracto gastrointestinal (Gl) infantil. Los oligosacaridos fucosilados
neutros, incluyendo 2'-fucosillactosa (2'-FL), protegen a los bebés frente a varios patégenos importantes. Los
oligosacaridos de la leche que se encuentran en varios mamiferos difieren mucho, y la composiciéon en seres
humanos es Unica (Hamosh M., 2001 Pediatr Clin North Am, 48: 69-86; Newburg D.S., 2001 Adv Exp Med Biol, 501:
3-10). Ademas, los niveles de glicano en la leche materna cambian a lo largo de la lactancia y también varian
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 oligosacaridos distintos de la leche humana y
las combinaciones de epitopos simples son responsables de esta diversidad (Newburg D.S., 1999 Curr_Med Chem,
6:117-127; Ninonuevo M. et al., 2006 J Agric Food Chem, 54: 7471-74801).

Los oligosacaridos de la leche humana estan compuestos por 5 monosacaridos: D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal),
N-acetilglucosamina (GIcNAc), L-fucosa (Fuc) y acido sialico (N-acetil neuraminico, Neu5Ac, NANA). Los
oligosacaridos de la leche humana generalmente se dividen en dos grupos segun sus estructuras quimicas:
compuestos neutros que contienen Glc, Gal, GIcNAc y Fuc, unidos a un nucleo de lactosa (GalB1-4Glc), y
compuestos acidos que incluyen los mismos azucares y, a menudo, el mismo estructuras centrales, mas 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).

Aproximadamente un 70-80 % de los oligosacaridos en la leche materna estan fucosilados, y se cree que sus rutas
de sintesis proceden como se muestra en la Figura 1 (las rutas de Tipo | y deTipo Il comienzan con diferentes
moléculas precursoras). Una proporcién menor de los oligosacaridos esta sialilada o fucosilada y sialilada, pero sus
rutas de sintesis no estan completamente definidas. La comprension de los oligosacaridos acidos (sialilados) esta
limitada en parte por la capacidad de medir estos compuestos. Se han disefiado métodos sensibles y reproducibles
para el analisis de oligosacaridos neutros y acidos. Los oligosacaridos de la leche humana como clase sobreviven al
transito 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 unidon de enteropatégenos a sus receptores

Los glicanos de la leche humana tienen homologia estructural con los receptores celulares para los enteropatégenos
y funcionan como sefiuelos de los receptores. Por ejemplo, las cepas patdgenas de Campylobacter se unen
especificamente a glicanos que contienen H-2, es decir, 2'-fucosil-N-acetillactosamina o 2'-fucosillactosa (2'FL); La
union de Campylobacter y la capacidad de infeccion son inhibidas por 2'-FL y otros glicanos que contienen este
epitopo H-2. De forma similar, algunos patégenos diarreogénicos de E. coli son fuertemente inhibidos in vivo por los
oligosacaridos de la leche humana que contienen restos de fucosa unidos en la posicidn 2. Varias cepas principales
de calicivirus humanos, especialmente los norovirus, también se unen a los glicanos fucosilados en la posicion 2, y
esta union es inhibida por los glicanos fucosilados en la posicion 2 unidos a la leche humana. El consumo de leche
humana que tiene niveles altos de estos fucosiloligosacaridos unidos a la posicién 2 se asocié con un menor riesgo
de norovirus, Campylobacter, ST de diarrea asociada a E. coli y diarrea moderada a grave de todas las causas en
una cohorte mejicana de nifios 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 patdgenos 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), y
rotovirus (Kuhlenschmidt, T. B., Hanafin, W. P., Gelberg, H. B. y Kuhlenschmidt, M. S. Adv Exp Med Biol 473, 309-
317 (1999)). El epitopo sialil-Lewis X es usado por Helicobacter pylori (Mahdavi, J., Sondén, B., Hurtig, M., Olfat, F.
0., 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., Ruvoén-Clouet, N., et al., Glycobiology 19, 309-320 (2009)).

Modificacién por ingenieria de E. coli para producir oligosacarido 2'-FL de leche humana

En el presente documento se describe un enfoque de identificacion sistematica de genes, que se uso para identificar
nuevas a (1,2) fucosiltransferasas (a (1,2) FT) para la sintesis de oligosacaridos unidos a fucosilo en E. coli
manipulada metabdlicamente. De particular interés son las a (1,2) FT que son capaces de la sintesis de la 2'-
fucosillactosa de HMOS (2'-FL). 2'-FL es el oligosacarido fucosilado mas abundante presente en la leche humana, y
este oligosacarido ofrece proteccion a los recién nacidos contra la diarrea infecciosa causada por patdgenos
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).

La via de sintesis de los fucosil oligosacaridos de la leche humana se ilustra en la Figura 1. Estructuralmente, 2'-FL
consiste en una molécula de fucosa unida en a 1,2 a la parte de galactosa de la lactosa (Fuca1-2GalB1-4Glc). Se ha
utilizado una a (1,2) FT de la cepa 26695 de H. pylori denominada FutC para catalizar la sintesis de 2'-FL en E. coli
mediante ingenieria metabdlica (Drouillard, S. et al., (2006). Angew Chem Int Ed Engl 45, 1778-780). Por lo tanto, la
secuencia de aminoacidos de FutC se us6 como una consulta en el algoritmo de busqueda PSI-BLAST (Position
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Specific Iterated Basic Local Alignment Search Tool) para identificar nuevas a (1,2) FT candidatas para la produccion
de 2’-FL en E. coli. Usando PSI-BLAST, se crea un listado de secuencias de proteinas estrechamente relacionadas
en funcion de la secuencia de consulta. El algoritmo a continuacion genera una secuencia de perfil, que resume los
motivos significativos presentes en estas secuencias. Este perfil a continuaciéon se usa como una nueva consulta
para identificar un grupo mas grande de secuencias candidatas, y el proceso se itera para generar un grupo aun
mayor de candidatos.

La secuencia de aminoacidos de FutC se usé como una consulta para 2 iteraciones del algoritmo de busqueda PSI-
BLAST. Esta busqueda dio como resultado un grupo de 277 candidatos con similitud con FutC, algunos de los
cuales estaban mas estrechamente relacionados (identidad de aminoacidos compartida mayor que un 25 %), asi
como un grupo que estaba mas relacionado con FutC (identidad de aminoacidos compartida menor de un 25 %). Del
grupo mas estrechamente relacionado, se analizaron las a(1,2) FT predichas de especies bacterianas que
incorporan fucosa en el antigeno O de su lipopolisacarido (LPS) o en las subunidades de polisacarido que componen
la capsula de la superficie celular. Las a(1,2) FT de estos tipos de organismos tienen mas probabilidades de utilizar
fucosa como sustrato, dada la presencia de fucosa en sus estructuras de carbohidratos de superficie. También se
analizaron a(1,2) FT de especies bacterianas entéricas conocidas, comensales o patdgenas. Dichos organismos a
veces exhiben estructuras de carbohidratos en su superficie celular que contienen fucosa e imitan varias estructuras
de antigeno 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 mas probable que las a(1,2)
FT candidatas de estos tipos de organismos usen fucosa como sustrato y también que catalicen el enlace de la
fucosa a oligosacaridos aceptables utiles.

Se analizaron diez a(1,2) FT con una homologia superior a un 25 % a nivel del aminoacido con respecto a FutC
identificada a partir de la identificacion sistematica (Tabla 1).

Tabla 1. Sumario de a (1,2) fucosiltransferasas candidatas sometidas a ensayo para su capacidad para estimular 2’-
FL en cepas de E. coli modificadas mediante ingenieria. La actividad de cada candidato se comparé con FutC y se
describié de forma semicuantitativa usando el simbolo "+" en la ultima columna, en la que se evalla la actividad mas
elevada de FutC con 4 simbolos "+".

Nombre del | N.° de Acceso Organismo % de Identidad | ¢Fucosaen LPS Sintesis de 2’-FL

Gen (NCBI) c/ FutC o capsula?

futC NP_206893 H. pylori 26695 - Si ++++

NP_206894

wblA BAA33632 V. cholerae 022 28 % No +

wbgL ADN43847 E. coli0126 25% Si +++

futD ZP_04580654 H. bilis ATCC 39 % Si +
437879

fute ZP_07805473 H. cinaedi CCUG | 44 % Desconocido -
18818

futL YP_003517185 H. mustelae 70 % Si +++
ATCC 43772

futN YP_001300461 B. vulgatus ATCC | 27 % Desconocido ++
8482

futO ZP_02065239 8. ovatus ATCC 27 % Desconocido -
8483

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

bft1 CAH09369 B. fragilis 9343 34 % Si -

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

La secuencia de aminoacidos de de Helicobacter pylori 26695 alfa-(1,2) fucosiltransferasa (FutC) se presenta a
continuacién (SEQ ID NO: 2; Numero de Acceso en GenBank NP_206893 y NP_206894 (Gl: 15644723 vy
15644724)).
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1 mafkvvgicg glgngmfgya

fakslgkhln tpvllditsf dwsnrkmgle lfpidlpyas
61 akeiaiakmg hlpklvrdtl

kemgfdrvsg eivfeyepgl lkpsrltyfy gyfgdpryfd
121 aisplikgtf tlpppengnn kkkeeevhrk lalilaakns vfvhvrrgdy vgigcglgid
fcedlkftgn ldlgypfmdm ttrdkeeeay wdmllmgsck

ekiiigpkhw lfghenilck ewvkieshfe vkskkyna

181 ygkkaleyia krvpnmelfwv
241 hgiianstys wwaaylinnp

La secuencia de aminoacidos de Vibrio cholera O22 WbIA se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 3; Nimero de
Acceso en GenBank BAA33632 (Gl: 3721682)).

1 mivmkisggl gnglfqgyavg raiaigygvp lkldvsaykn yklhngyrld gfninadian

61 edeifhlkgs snrlsrilrr lgwlkkntyy aekgrtiydv svimgapryl dgywgneqgyf

121 sgiravllge lwpngplsin agahgikigqg thavsihvrr gdylnhpeig vldidyykra
awckdnfnfi dspvfiedtg teiddlmlmc gcghnivans

ktwmaenpkg ykwvpdswre i

181 wvdyikekiea pvffvfsndv
241 sfswwaawln snvdkiviap
La secuencia de aminoacidos de Escherichia coli 0126 WbgL se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 4; Numero de

Acceso en GenBank ADN43847 (Gl: 307340785)).
10

1 msiirlgggl gnglfqgfsfg yvalskingtp lyfdishyvae nddhggyrln nlgipeeylg
0l

121
181
241

yytpkinniy kflvrgsrly peiflflgfc nefhaygydf eyiagkwksk kyigywgseh
ffhkhildlk effipknvse ganllaakil esgsslsihi rrgdyiknkt atlthgvcsl
eyykkalnki rdlamirdvf ifsddifwck enietllskk yniyysedls geedlwlmsl
anhhiianss fswwgaylgt sasqgiviypt pwyditpknt yipivnhwin vdkhssc

La secuencia de aminoacidos de Helicobacter bilis ATCC 437879 FutD se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 5;
Numero de Acceso en GenBank ZP_04580654 (Gl: 237750174)).

15
1 mgdykivelt cglgngmfgy afakalgkhl gvpvlldktw

61 vatntgieka karvsklpgl lrkmfglkkh

ydtgdnstgf sldifnvdle

niaysgsfdf hdeyllpndf tyfsgffqna

121 kylkglegel ksifyydsnn fsnfgkgrle lilgaknsif ihirrgdyck igwelgmdyy

181 kraigyimdr veepkffifg atdmsftegf gknlglnenn sanlsektit gdnghedmfl

241 mcyckhaila nssysfwsay lnndannivi aptpwlldnd niicddwiki ssk

La secuencia de aminoacidos de Helicobacter cinaedi CCUG 18818 alfa-1,2-fucosiltransferasa (FutE) se presenta a

continuacion (SEQ ID NO: 6; Numero de Acceso en GenBank ZP_07805473 (Gl: 313143280)).
20

1 mlfpfkfiyn rlrvkairli rrrasyrpfy efyahivwge egvvndrimk hyressfkpy
61l afpyginmsf vysndvyall kddfrlkipl rydnamlkkg igntdksvfl hirrgdylgs
121 eglyvvlgvt yygkaleilk skitnphifv fsndmcwcke ylmryvdfsg ctidfiegnt

181 egnaveemel mrscghaiia nstfswwaay lienpdkivi mpkevlndss rflpkgflal
241 knwflvdhiw gsvelan

La secuencia de aminoacidos de Helicobacter mustelae 12198 (ATCC 43772) alfa-1,2-fucosiltransferasa (FutlL) se
25 presenta a continuacion (SEQ ID NO: 7; Numero de Acceso en GenBank YP_003517185 (Gl: 291277413)).
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fakslgthln ipvlldttwf dygnrelglh lfpidlgcas

rrmglgrvsk eivfeympel

gysrklsgil aaknsvfvhi

efvgnldlgy pfvdmttrdg

shwiygneni lckdwvkies

fepsriayfh gyfgdpryfe
rrgdymrlgw gldisyglra
aahwdmmlmg sckhgiitns

gfetks

Se identificd una a(1,2)fucosiltransferasa mediante la identificacion sistematica que tenia actividad enzimatica
comparable con respecto a FutC que se denomind FutL. Se encontré que FutL dirigia la sintesis de 2’-FL a ~75 % el
nivel de FutC en la cepa de produccion de E. coli modificada mediante ingenieria metabdlicamente (Tabla 1 y Figura
3). Ademas, los datos indicaron que FutL es significativamente menos eficaz para estimular la sintesis de LDFT, un
producto secundario que se observé con otras a (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 preocupacion de producir de forma
simultanea otros oligosacaridos contaminantes no deseados. FutL se obtiene a partir de Helicobacter mustelae y es
idéntica en un 70 % a FutC a nivel del aminoacido.

La secuencia de aminoacidos de la proteina de la familia de glicosil transferasa Bacteroides vulgatus ATCC 8482
(FutN) se presenta a continuacion (SEQ ID NO:8; Numero de Acceso en GenBank YP_001300461
(Gl: 150005717)). Esta enzima esta codificada por el constructo de acido nucleico usado para producir un
oligosacarido fucosilado en una bacteria de acuerdo con la invencion.

1 mrlikvtggl gngmfivafy lrmkkyypkv ridlsdmmhy kvhygyvemhr vinlphtefc
61 ingplkkvie flffkkiyer kgapnslraf

121 sftfdknkan srslnmleil dkdenavslh

ekkyfwplly fkgfygserf fadikdevre
irrgdyvlagpk hwattgsveg lpyvvgnaiae
181 msrrvaspsy yifsddiawv kenlplgnav yidwntdeds wgdmmlmshc khhiicnstf

241 swwgawlnpn mdktvivpsr wfghseapdi yptgwikvpv s

La secuencia de aminoacidos de Bacteroides ovatus ATCC 8483 FutO se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 9;
Numero de Acceso en GenBank ZP_02065239 (Gl: 160884236)).

1 mkivnilggl gngmfvyamy lalkeahpee eillcrrsvk gyplhngyel erifgveape
61

121
181
241

aalsglarva ypffnykswg lmrhflplrk
eknflsirdk vikaftfpef rdeknkalsd

smasgttgip fdysevtrnd nvyydgywqgn
klksvktasc hirrgdylkd piygvcnsdy
vtraitelng svnpdmycif sddigwcken fkfligdkev vfvdwnkgge sfydmglmsl

chyniianss fswwgawlnn nddkvvvape rwmnktlend picdnwkrik ve

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

1 msivvarlag glgnagmfgya kgyaesvern sslkldlrgy
61
121
181
241

knvtlhggfr ldklnidntf

vinskkemcif pnfivraink fpklslcskr feseqyskki ngsmkgsvef igfwgneryf

lehkeklrei ftpininlda kelsdvirct nsvsvhirrg dyvsnvealk ihglcteryy

idsirylker fnnlvffvfs ddiewckkyk neifsrsddv kfiegntgev dmwlmsnaky

hiianssfsw wgawlknydl gitiaptpwf ereelnsfdp cpekwvriek

La secuencia de aminoacidos de Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 alfa-1,2-fucosiltransferasa (Bft1) se presenta a
continuacion (SEQ ID NO: 11, Numero de Acceso en GenBank CAH09369 (Gl: 60494568)).
1 mffrcemkiv giigglgngm

fgfafylalk ekyvnvkldt ssfgaythng feldkvfhve

ol
121
181
241

vlkasireri klsyggseiw
svkyftniea airggfhfsk
ayynkainii gskvsepkff

hniianssfs wwgawlntnp

irvlrkllkr
vilisdknefik
visddtvwck

eriviapgkw

23

kkteyvepyl
kamgnsnsvs
dhlkipnchi
inddrvgvsd

cfdenaisls cdkyyigywqg
lhvrlgdyvn npaysnicts
idwnnkeesy wdmclmtyck

iipsdwicwv



10

15

20

25

30

35

40

ES 2738 589 T3

La secuencia de aminoacidos de Bacteroides fragilis (NCTC) 9343 fucosil transferasa (Bft3/WcfB) se presenta a
continuacion (SEQ ID NO: 12; Numero de Acceso en GenBank CAH06753 (Gl: 60491992)).

1 mlyvilrgrl gnnlfgiata asltgnfifc tvnkdgergv llykdsffkn ikvmkgvpepdg

61 ipyykepfhe fsripyeegk dliidgyfgs ekyfkrsvvl dlyritdelr kkiwnicgni
121 lekgetvsih vrrgdylklp halpfcgksy vknaigyige dkifiicsdd idwckknfig
181 kryyfientt plldlyigsl cthniisnss fswwgawlne nsnkiviapg mwfgisvklg
241 vsdllpvswv rlpnnytlgr ycfalvkvve dyllnilrli wkrkknm

Matriz de comparacion de homologia 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% | 7T0% | 27% | 27 %
WhbsJ 30 % - 33 % 33 % 36% | 36% |[40% [ 30% | 35% | 30% | 33% | 36%
WhbgL 28% | 33% - 33 % 37% [ 32% [39% [ 31% | 32% | 25% | 32% | 33%
WhIA 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 4% | 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 proteinas se encuentran en bacterias que interactian con el sistema gastrointestinal de organismos
superiores. Ademas, 6 de las 10 seleccionadas incorporan fucosa en sus glicanos de la superficie celular. Se predijo
que dichos genes tendrian la actividad mas fuerte en términos de la sintesis de fucosil-oligosacaridos. 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 tendrian poca o ninguna actividad
de sintesis de fucosil-oligosacaridos y, por lo tanto, podrian servir como un control negativo util para validar el
enfoque de seleccion.

Las a(1,2) FT candidatas se clonaron mediante técnicas convencionales de biologia molecular en un plasmido de
expresion. Este plasmido utiliza el promotor fuerte hacia la izquierda del bacteriéfago A (denominado P\) para dirigir
la expresion de los genes candidatos (Sanger, F. et al., (1982). J Mol Biol 162, 729-773). EI promotor es controlable,
por ejemplo, un constructo trp-cl se integra de manera estable en el genoma del hospedador de E. coli (en el locus
ampC), y el control se implementa agregando triptéfano a los medios de crecimiento. La induccién gradual de la
expresion de proteinas se lleva a cabo utilizando un represor cl sensible a la temperatura. Se ha descrito otra
estrategia de control similar (sistema de expresion independiente de la temperatura) (Mieschendahl et al., 1986,
Bio/Technology 4: 802-808). El plasmido también transporta el gen rcsA de E. coli para regular de forma positiva la
sintesis de GDP-fucosa, un precursor critico para la sintesis de oligosacaridos unidos a fucosilo. Ademas, el
plasmido lleva un gen de B-lactamasa (bla) para mantener el plasmido en las cepas hospedadoras mediante la
seleccion de ampicilina (por conveniencia en el laboratorio) y un gen nativo de thyA (timidilato sintetasa) como un
medio alternativo de seleccion 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
purC para complementar la auxotrofia de adenina (Parker, J., (1984), J Bacteriol 157: 3, 712-7). Para actuar como
marcadores seleccionables de plasmidos, cada uno de estos genes se inactiva primero en el cromosoma de la célula
hospedadora, a continuacion se proporcionan copias de tipo silvestre de los genes en el plasmido. Como alternativa,
se puede usar un gen de resistencia a farmacos en el plasmido, por ejemplo, beta-lactamasa (este gen ya se
encuentra en el plasmido de expresion que se ha descrito anteriormente, lo que permite la seleccidon con ampicilina).
La seleccion 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 expresion se transformaron en una cepa hospedadora util para la producciéon de 2'-FL. La
biosintesis de 2'-FL requiere la generacién de un conjunto celular mejorado tanto de lactosa como de GDP-fucosa
(Figura 2). La cepa prototrofica W3210 de Eschericia coli K12 de tipo silvestre se seleccion6 como fondo principal
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para someter a ensayo la capacidad de los candidatos para catalizar la produccion de 2'-FL (Bachmann, B.J. (1972).
Bacteriol Rev 36, 525-557). El derivado W3110 particular empleado fue uno que previamente se habia modificado
por la introduccion (en el locus ampC) de un casete represor Pus®* inducible por triptéfano, generando una cepa de
E. coli conocida como GI724 (LaVallie, E.R. et al., (2000). Methods Enzymol 326, 322-340). Otras caracteristicas de
GI724 incluyen mutaciones de los promotores laclqg y lacPL8. La cepa GI724 de E. coli ofrece una produccion
econdémica de proteinas recombinantes del promotor del fago A P después de la induccion con bajos niveles de
triptéfano exégeno (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 biosintesis
de 2'-FL. Esto se consiguié en la cepa GI724 mediante varias manipulaciones del cromosoma usando la
recombinacion de A Red (Court, D.L. et al., (2002). Annu Rev Genet 36, 361-388) y la transduccion de fagos P1
generalizada.

En primer lugar, la capacidad de la cepa hospedadora de E. coli para acumular lactosa intracelular se disefid
mediante la eliminacion simultanea del gen enddgeno de (-galactosidasa (/acZ) y el gen represor del operdn de
lactosa (/acl). Durante la construccion de esta delecion, el promotor /aclg se colocd inmediatamente cadena arriba
del gen de la lactosa permeasa, /acY. La cepa modificada mantiene su capacidad para transportar lactosa desde el
medio de cultivo (a través de LacY), pero se produce una delecion para la copia de tipo silvestre del gen lacZ (B-
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 exégena. Un esquema del constructo cromosomico
PiaciglacY* se muestra en la Figura 6.

La secuencia de ADN gendmico del constructo cromosémico PiaciglacY* se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 13)
(el codon de inicio ATG esta subrayado):

CACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGAGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGA
GAGTCAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTICTAGAGAATAGG
AACTTCGGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGTACT
ATTTAAAAAACACAAACTTTTGGATGTTCGGTTTATTCTTTTTCTTTTACTTTTTTA
TCATGGGAGCCTACTTCCCAGTTTTTCCCGATTTGGCTACATGACATCAACCATATC
AGCAAAAGTGATACGGGTATTATTTTTGCCGCTATTTCTCTGTTCTCGCTATTATT
CCAACCGCTGTTTGGTCTGCTTTCTGACAAACTCGGGCTGCGCAAATACCTGCTG
TGGATTATTACCGGCATGTTAGTGATGTTTGCGCCGTTCTTTATTITTITATCTTCGG
GCCACTGTTACAATACAACATTTTAGTAGGATCGATTGTTGGTGGTATTITATCTA
GGCTTTTGTTTTAACGCCGGTGCGCCAGCAGTAGAGGCATTTATTGAGAAAGTCA
GCCOTCGCAGTAATTTCGAATTTGGTCGCGCGCGGATGTTITGGCTGTGTTGGCTG
GGCGCTGTGTGCCTCGATTGTCGGCATCATGTTCACCATCAATAATCAGTTTGTTT
TCTGGCTGGGCTCTGGCTGTGCACTCATCCTCGCCGTTTTACTCTTTTTCGCCAAA
ACGGATGCGCCCTCTTCTGCCACGGTTGCCAATGCGGTAGGTGCCAACCATTCGG
CATTTAGCCTTAAGCTGGCACTGGAACTGTTCAGACAGCCAAAACTGTGGTTTTT
GTCACTGTATGTTATTGGCGTTTCCTGCACCTACGATGTTTTTGACCAACAGTTTG
CTAATTTCTTTACTTCGTTCTTTGCTACCGGTGAACAGGGTACGCGGGTATTTGGC
TACGTAACGACAATGGGCGAATTACTTAACGCCTCGATTATGTTCTTTGCGCCAC
TGATCATTAATCGCATCGGTGGGAAAAACGCCCTGCTGCTGGCTGGCACTATTAT
GTCTGTACGTATTATTGGCTCATCGTTCGCCACCTCAGCGCTGGAAGTGGTTATTC
TGAAAACGCTGCATATGTTTGAAGTACCGTTCCTGCTGGTGGGCTGCTTTAAATA
TATTACCAGCCAGTTTGAAGTGCGTTTTTCAGCGACGATTTATCTGGTCTGTTTCT
GCTTCTTTAAGCAACTGGCGATGATTTTTATGTCTGTACTGGCGGGCAATATGTAT
GAAAGCATCGGTTTCCAGGGCGCTTATCTGGTGCTGGGTCTGGTGGCGCTGGGCT
TCACCTTAATTTCCGTGTTCACGCTTAGCGGCCCCGGCCCGCTTTCCCTGCTGCAGT
CGTCAGGTGAATGAAGTCGCTTAAGCAATCAATGTCGGATGCGGCGCGAGCGCC
TTATCCGACCAACATATCATAACGGAGTGATCGCATTGTAAATTATAAAAATTGC
CTGATACGCTGCGCTTATCAGGCCTACAAGTTCAGCGATCTACATTAGCCGCATC
CGGCATGAACAAAGCGCAGGAACAAGCGTCGCA

En segundo lugar, la capacidad de la cepa hospedadora de E. coli para sintetizar el acido colanico, un polisacarido
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capsular extracelular, se elimind mediante la delecidon del gen wcad, que codifica la transferasa vehiculo lipidico 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 delecion
cromosomica de wcaJ se muestra en la Figura 7.

La secuencia de la regién cromosdmica que porta la mutacién AwcaJ::FRT se presenta a continuacion (SEQ ID
NO: 14) (la mutacion esta subrayada):

GTTCGGTTATATCAATGTCAAAAACCTCACGCCGCTCAAGCTGGTGATCAACTCC
GGGAACGGCGCAGCOGGTCCOGGTGGTGGACGCCATTGAAGCCCGCTTTAAAGCC
CTCGGCGCGCCCGTGGAATTAATCAAAGTGCACAACACGCCGGACGGCAATTTC
CCCAACGGTATTCCTAACCCACTACTGCCGGAATGCCGCGACGACACCCGCAATG
CGGTCATCAAACACGGCGCGGATATGGGCATTGCTTTTGATGGCGATTTTGACCG
CTGTTTCCTGTTTGACGAAAAAGGGCAGTTTATTGAGGGCTACTACATTGTCGGC
CTGTTGGCAGAAGCATTCCTCGAAAAAAATCCCGGCGCGAAGATCATCCACGAT
CCACGTCTCTCCTGGAACACCGTTGATGTGGTGACTGCCGCAGGTGGCACGCCGG
TAATGTCGAAAACCGGACACGCCTTTATTAAAGAACGTATGCGCAAGGAAGACG
CCATCTATGGTGGCGAAATGAGCGCCCACCATTACTTCCGTGATTTCGCTTACTG
CGACAGCGGCATGATCCCGTGGCTGCTGGTCGCCGAACTGGTGTGCCTGAAAGA
TAAAACGCTGGGCGAACTGGTACGCGACCGGATGGCGGCGTTTCCGGCAAGCGG
TGAGATCAACAGCAAACTGGCGCAACCCGTTGAGGCGATTAACCGCGTGGAACA
GCATTTTAGCCGTGAGGCGCTGGCGGTGGATCGCACCGATGGCATCAGCATGAC
CTTTGCCGACTGGCGCTTTAACCTGCGCACCTCCAATACCGAACCGGTGGTGCGC
CTGAATGTGGAATCGCGCGGTGATGTGCCGCTGATGGAAGCGCGAACGCGAACT
CTGCTGACGTTGCTGAACGAGTAATGTCGGATCTTCCCTTACCCCACTGCGGGTA
AGGGGCTAATAACAGGAACAACGATGATTCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGTTC
GAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACAGT
TAACAAAGCGGCATATTGATATGAGCTTACGTGAAAAAACCATCAGCGGCGCGA
AGTGGTCGGCGATTGCCACGGTGATCATCATCGGCTTATTTTTGACACCAGACCA
ACTGGTAATTTATTTITGACACCAGACCAACTGGTAATTTATTTTTGACACCAGAC
CAACTGGTTATTTTTGACACCAGACCAACTGGTTATTTITGACACCAGACCAACT
GGCTCGGGCTGGTGCAGATGACCGTGCTGGCGCGGATTATCGACAACCACCAGT
TCGGCCTGCTTACCGTGTCGCTGGTGATTATCGCGCTGGCAGATACGCTTTCTGA
CTTCGGTATCGCTAACTCGATTATTCAGCGAAAAGAAATCAGTCACCTTGAACTC
ACCACGTTGTACTGGCTGAACGTCGGGCTGGGGATCGTGGTGTGCGTGGCGAGTGT
TTTTGTTGAGTGATCTCATCGGCGACGTGCTGAATAACCCGGACCTGGCACCGTT
GATTAAAACATTATCGCTGGCGTTTGTGGTAATCCCCCACGGGCAACAGTTCCGC
GCGTTGATGCAAAAAGAGCTGGAGTTCAACAAAATCGGCATGATCGAAACCAGC
GCGGTGCTGGCGGGCTTCACTTGTACGGTGATTAGCGCCCATTTCTGGCCGCTGG
CGATGACCGCGATCCTCGGTTATCTGGTCAATAGTGCGGTGAGAACGCTGCTGTT
TGGCTACTTTGGCCGCAAAATTTATCGCCCCGGTCTGCATTTCTCGCTGGCGTCGG
TGGCACCOGAACTTACGCTTTGGTGCCTGGCTGACGGCGGACAGCATCATCAACTA
TCTCAATACCAACCTTTCAACGCTCGTGCTGGCGCGTATTCTCGGCGCGGGCATG
GCAGGGGGATACAACCTGGCGTACAACGTGGCCOTTGTGCCACCGATGAAGCTG
AACCCAATCATCACCCGCGTGTTGTTTCCGGCATTCGCCAAAATTCAGGACGATA
CCGAAAAGCTGCGTGTTAACTTCTACAAGCTGCTGTCGGTAGTGGGGATTATCAA
CTTTCCGGCGCTGCTCGGGCTAATGGTGGTGTCGAATAACTTTGTACCGCTGGTC
TTTGGTGAGAAGTGGAACAGCATTATTCCGGTGCTGCAATTGCTGTGTGTGGTGG
GTCTGCTGCGCTCCG

10  En tercer lugar, la magnitud de la combinacién de GDP-fucosa citoplasmatica aumentd mediante la introduccion de
una mutacién nula en el gen lon. Lon es una proteasa intracelular dependiente de ATP que es responsable de la
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degradacion de RcsA, que es un regulador transcripcional positivo de la biosintesis del acido colanico 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 sintesis de GDP-fucosa en E. coli se regulan de forma
positiva, y las concentraciones de GDP-fucosa intracelular aumentan. El gen /on sufrié una delecion casi completa y
se sustituyé mediante gen lacZ* de E. coli de tipo silvestre funcional insertado, pero sin promotor (Alon::(kan, lacZ*).
La recombinacién de A Red se uso para llevar a cabo la construccion. Un esquema de la insercién kan, lacZ* en el
locus lon se muestra en la Figura 8.

La secuencia de ADN genémico que rodea la insercion de lacZ+ en la region lon en la cepa de E. coli se presenta a
continuacién (SEQ ID NO: 15):

GTGGATGGAAGAGGTGGAAAAAGTGGTTATGGAGGAGTGGGTAATTGATGGTGA
AAGGAAAGGGTTGGTGATTTATGGGAAGGGGGAAGGGGAAGAGGGATGTGGTG
AATAATTAAGGATTGGGATAGAATTAGTTAAGGAAAAAGGGGGGATTTTATGTG
GGOGTTTAATTTTTGGTGTATTGTGGGGGTTGAATGTGGGGGAAAGATGGGGATAT
AGTGAGGTAGATGTTAATAGATGGGGTGAAGGAGAGTGGTGTGATGTGATTAGG
TGGGGGAAATTAAAGTAAGAGAGAGGTGTATGATTGGGGGGATGGGTGGAGGT
GGAGTTGGAAGTTGGTATTGTGTAGAAAGTATAGGAAGTTGAGAGGGUTTTTGA
AGGTGAGGGTGGGGGAAGGAGTGAGGGGGGAAGGGOTGOGTAAAGGAAGGGGA
AGAGGTAGAAAGGGAGTGGGGAGAAAGGGTGGTGAGGGGGGATGAATGTGA
GGTAGTGGGGTATGTGGAGAAGGGAAAAGGGAAGGGGAAAGAGAAAGGAGGTA
GGTTGGAGTGGGGTTAGATGGGGATAGGTAGAGTGGGGGGTTTTATGGAGAGGA
AGGGAAGGGGAATTGGGAGGTGGGGOGGGOTOGTGGTAAGGTTGGGAAGGGGTG
GAAAGTAAAGTGGATGGGOGTTTGTTGGGGGGAAGGATGTGATGGGGGAGGGGAT
GAAGATGTGATGAAGAGAGAGGATGAGGATGGTTTGGGATGATTGAAGAAGAT
GGATTGGAGGGAGGTTGTGGGGGGGGTTGGGTGGAGAGGGTATTGGGGTATGAG
TGGGGAGAAGAGAGAATGGGGTGGTGTGATGGGGGGGTGTTGGGGGTGTGAGG
GGAGGGGGOGGGOOGTTGTTTTTGTGAAGAGGGAGGTGTGGGGTGGGGTGAATGA
AGTGGAGGAGGAGGGAGGGGGGUGTATGGTGGGTGGGGAGGAGGGGGETTGGTT
GGGGAGGTGTGGTGGAGGTTGTGAGTGAAGGGGGAAGGGAGTGGGTGGTATTG
GGGGAAGTGGOGGGOGGAGGATOTGOGTGTGATGTGAGGTTGGTGGTGGGGAGAA
AGTATGGATGATGGGTGATGGAATGGGGGOGGGTGGATAGGGTTGATGGGGGTAG
GTGGGGATTGGAGGAGGAAGGGAAAGATGGGATGGAGGGAGGAGGTAGTGGGA
TGGAAGGGGGTGTTGTGGATGAGGATGATGTGGAGGAAGAGGATGAGGGGGTG
GGGGGAGGGGAAGTGTTGGGGAGGGTGAAGGGGGGATGGGGGAGGGGGAGGAT
GTGOTGOGTGAGGGATGGGGATGGOTGOGTTGGGGAATATGATGGTGGAAAATGGG
GGGTTTTGTGGATTGATGGAGTGTGGGGGGGTGGGTGTGGGGGAGGGGTATGAG
GAGATAGGGTTGGGTAGGGGTGATATTGGTGAAGAGGTTGGGGGGGAATGGG
GTGAGGGGTTGGTGGTGGTTTAGGGTATGGGGGGTGGGGATTGGGAGGGGATGG
GGTTGTATGGGGTTGTTGAGGAGTTGTTGTAATAAGGGGATGTTGAAGTTGGTAT
TGGGAAGTTGGTATTGTGTAGAAAGTATAGGAAGTTGGAAGGAGGTGGAGGGTA
GATAAAGGGGGGGGTTATTTTTGAGAGGAGAGGAAGTGGTAATGGTAGGGAGG
GGGGOTGAGGTGGAATTGGGGGGATAGTGAGGGGOGTGGAGGAGTGGTGGGGAG
GAATGGGGATATGGAAAGGGTGGATATTGAGGGATGTGGGTTGTTGGGGGTGGA
GGAGATGGGGATGGGTGGTTTGGATGAGTTGGTGTTGAGTGTAGGGGGTGATGT
TGAAGTGGAAGTGGGGGGGGGAGTGGTGTGGGGGATAATTGAATTGGGGGGTG
GGGGAGGGGAGAGGOTTTITGGGTGGGGAAGAGGTAGGGGGTATAGATGTTGAG
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AATGGGAGATOGGGAGOGGGTCGAAAAGAGGGOGGUAGTAAGGGGGTGGGUATAGTT
TTGTTGGGGGGGTAATGGGAGGGAGTTTAGGGGGTGTGGTAGGTGGGGGAGGTG
GGAGTTGAGGGGAATGGGGGGGGGATGGGGTGTATGGGTGGGGAGTTGAAGAT
GAAGGGTAATGGGOGATTTGAGGAGTAGGATGAATGGGGTAGGTTTTGGOGGGTGA
TAAATAAGGTTITTGGGGTGATGGTGGGAGGGGTGAGGGGTGGTAATGAGGAGGG
GATGAGGAAGTOTATGTGGGGTOGGAGTGGAAGAAGGGTGGTTGGGGGTGGTAAT
GGGGGGGGGGGETTGGAGGGTTIGGAGGGAGGGGTTAGGGTGAATGGGGGTGGGT
TGAGTTAGGGGAATGTGGTTATGGAGGGGTGGAGGGGTGAAGTGATGGGGGAG
GGGGGTGAGGAGTTGTTTTITATGGGGAATGGAGATGTGTGAAAGAAAGGGTGA
GTOGGOGOTTAAATTGGGAAGGOTTATTAGGGAGGTGGATGGAAAAATGGATTTG
GGTGGTGGTGAGATGGGGGATGGGGTGGGAGGGGGGGGGGAGGGTGAGAGTGA
GGTTTIGGGGGAGAGGGGAGTGGTGGGAGGGGGTGATGTGGGGGGGTTGTGAG
GATGOGGOTOGOGOGTTGOGGTTGGAGTAGGGOTAGTGTGAGGGAGAGTTGGGGGGG
GGTGTGGGGGTGGGGTAGTTGAGGGAGTTGAATGAAGTGTTTAGGTTGTGGAGG
GAGATGGAGAGGGAGTTGAGOGGOTTGGGAGGGGOGTTAGGATGGAGGGGGAGGA
TGGAGTGGAGGAGGTGGTTATGGGTATGAGGGAAGAGGTATTGGGTGGTGAGTT
GGATGGTTTGGGGGGATAAAGGGAAGTGGAAAAAGTGGTGOGTGGTGTTTTGGTT
GGGTGAGGGGTGGATGGGGGOTGGGGTGGGGAAAGAGGAGAGGGTTGATAGAG
AAGTGGGGATGGTTGGGGGTATGGGGAAAATGAGGGGGGTAAGGGGAGGAGGG
GTTGGGGTTTTGATGATATTTAATGAGGGAGTGATGGAGGGAGTGGGAGAGGAA
GOOOOGGTGTAAAGGGGGATAGTGAGGAAAGOGGOGTOGGOAGTATTITAGGGAAAG
GGGGAAGAGTGTTAGGGATGGGGTGGGGGTATTGGGAAAGGATGAGGGGGGGEG
GTGTGTGGAGGTAGGGAAAGGGATTTTTTGATGGAGGATTTGGGGAGAGGGGGG
AAGGGGTGOTGTTGATGGAGGGGGGGGTAGATGGGGGAAATAATATGGGTGGG
GOTGGTGTGGGOTGGGGGGGOGTTGATAGTGGAGGGGOGGOGGAAGGATGGAGAG
ATTTGATGGAGGGATAGAGGGGGTGGTGATTAGGGGGGTGGGGTGATTGATTGG
GGAGGGAGGAGATGATGAGAGTGGGGTGATTAGGATGGGGGTGGAGGATTGGG
GTTAGGGOTTGGGTGATGOGGGGGTAGGGAGGOGGGOATGATGGGTGAGAGGATT
GATTGGGAGGATGGGGTGGGTTTGAATATTGGGTTGATGGAGGAGATAGAGGGG
GTAGGGOGTGGGAGAGGOTGTAGGAGAGGGOATGOGTTGGGATAATGOGAAGAGG
GGAGGGGGTTAAAGTTGTTGTGGTTGATGAGGAGGATATGGTGGAGGATGGTGT
GGTGATGGATGAGGTGAGGATGGAGAGGATGATGGTGGTGAGGGTTAAGGGGT
GOAATGAGGAAGGGOGTTGOGOUTTCGAGOGAGGAGGAGAGUATTTITGAATGGGGAG
GTGGGGGAAAGGGAGATGGGAGGGTTGTGGTTGAATGAGGGTGGGGTGGGGGG
TGTGGAGTTGAAGGAGGGGAGGATAGAGATTGGGGATTTGGGGGGTGGAGAGTT
TGOGGGTTTTGGAGGTTGAGAGGTAGTGTGAGGGGATGGGGATAAGGAGGAGGGT
GATGOGATAATTTGAGGGOGGOAAAGGGGGGOETGGGGOTGGGGAGOTOGGGTTTGA
GGGTGGGATAAAGAAAGTGTTAGGGGTAGGTAGTGAGGGAAGTGGGGGGAGAT
GTGAAGTTGAGGGTGGAGTAGAGGOGGOGGOTGAAATGATOGATTAAAGGGAGTGG
GAAGATGGAAATGGGTGATTTGTGTAGTGGGTTTATGGAGGAAGGAGAGGTGAG
GGAAAATGGGGGTGATGGGGGAGATATGGTGATGTTGGAGATAAGTGGGGTGA
GTGGAGOGOGAGGAGOATOGAGGGGOAGGOGAGTTITTOTGGGGGGGGTAAAAATGG
GGTGAGGTGAAATTGAGAGGGGAAAGGAGTGTGGTGGGGGTAAGGGAGGGAGG
GGGGGTTGGAGGAGAGATGAAAGGGGGAGTTAAGGGGATGAAAAATAATTGGG
GTOTGGGGTTGGTGTAGGGAGGTTTGATGAAGATTAAATGTGAGGGAGTAAGAA
GGGOTGGGATTGTGGGTGGGAAGAAAGGGGGGATTGAGGGTAATGGGATAGGT
GAGGTTGGTGTAGATGGGGGGATGGTAAGGGTGGATGTGGGAGTTTGAGGGGAG
GAGGAGAGTATGGGGGTGAGGAAGATGGGAGGGAGGGAGGTTTGGGGGAGGGG
TTGTGGTGGGGGAAAGGAGGGAAAGGGGGATTGGGGATTGAGGGTGGGGAAGT
GTTGGGAAGGGGGATGGGTGGGGGOGTGTTGGGTATTAGGGGAGGTGGGGAAA
GGGGGATGTGGTGGAAGGGOGATTAAGTTGGGTAAGGGGAGGGTTTTGGGAGTGA
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GGAGGTTGTAAAAGGAGGGGGAGTGAATGGGTAATGATGGTGATAGTAGGTTTG
GTGAGGTTGTGAGTGGAAAATAGTGAGGTGGGGGAAAATGGAGTAATAAAAAG
AGGGGTGGGAGGGTAATTGGGGGTTGGGAGGGTTTTTTTGTGTGGGTAAGTTAG
ATGGGGGATGGGGOTTGGGGTTATTAAGGGGTGTTGTAAGGGGATGGGTGGGGT
GATATAAGTGGTGGGGGTTGGTAGGTTGAAGGATTGAAGTGGGATATAAATTAT
AAAGAGGAAGAGAAGAGTGAATAAATGTGAATTGATGGAGAAGATTGGTGGAG
GGGGTGATATGTGTAAAGGTGGGGGTGGGGGTGGGTTAGATGGTATTATTGGTT
GGGTAAGTGAATGTGTGAAAGAAGG

Preferentemente, la secuencia de ADN gendmico que rodea la insercion /acZ+ en la region lon en la cepa de E. coli
es la que se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 19) (el sitio de union al ribosoma se designan en letra minuscula,
el codén complementario al codén /acZ de inicio ATG en la posicion 5, y el coddon complementario al codon de
PARADA esta en letra negrita y subrayado):

OGTCCATGGAAGACGTCGAAAAAGTGGTTATCGACGAGTCGGTAATTGATGGTCA
AAGCAAACCGTTGCTGATTTATGGCAAGCCGGAAGCGCAACAGGCATCTGGTGA
ATAATTAACCATTCCCATACAATTAGTTAACCAAAAAGGGGGGATTTTATCTCCC
CTTTAATTTITTCCTCTATTCTCGGCGTTGAATGTGGGGGAAACATCCCCATATACT
GACGTACATGTTAATAGATGGCGTGAAGCACAGTCGTGTCATCTGATTACCTGGC
GGAAATTAAACTAAGAGAGAGCTCTATGATTCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGT
TCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCAGAGCGCTTTTGAAGCTCA
CGCTGCCGCAAGCACTCAGGGCGCAAGGGCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAG
AAAGCCAGTCCGCAGAAACGOTGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCT
ATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGG
GCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGA
ATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTG
GATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAA
GAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGT
TCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACA
ATCGGCTGCTCTGATGCCGCCOTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGOTTC
TTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGOGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGC
GCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTT
GTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGAT
CTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAA
TGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAA
ACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGA
TGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCT
CAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTG
CTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTITCTGGATTCATCGACTGTGGC
CGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTG
CTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTITACGGTATCGC
CGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTAAT
AAGGGGATCTTGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAA
CTTCGAAGCAGCTCCAGCCTACATAAGCGGCCGCTTATTTTTGACACCAGACCAA
CTGGTAATGGTAGCGACCGGCGCTCAGCTGGAATTCCGCCGATACTGACGGGCTC
CAGGAGTCGTCGCCACCAATCCCCATATGGAAACCGTCGATATTCAGCCATGTGC
CITCTTCCGCGTGCAGCAGATGGCGATGGCTGOGTTTCCATCAGTTGCTGTTGACT
GTAGCGGCTGATGTTGAACTGGAAGTCGCCGCGCCACTGAGTAGTGGGCCATAATTC
AATTCGCGCGTCCCGCAGCGCAGACCGTTTTCGCTCGGGAAGACGTACGGGGTAT
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ACATGTCTGACAATGGCAGATCCCAGCGGTCAAAACAGGCGGCAGTAAGGCGGT
CGOGGATAGTTTTCTTGCGOCCCTAATCCOGAGCCAGTTTACCCGCTCTGCTACCTGC
GCCAGCTGGCAGTTCAGGCCAATCCGCGCCGGATGCGGTGTATCGCTCGCCACTT
CAACATCAACGGTAATCGCCATTTGACCACTACCATCAATCCGGTAGGTITTCCG
GCTGATAAATAAGGTITTCCCCTGATGCTGCCACGCGTGAGCGGTCGTAATCAGC
ACCGCATCAGCAAGTGTATCTGCCGTGCACTGCAACAACGCTGCTTCGGCCTGGT
AATGGCCCGCCGCCTTCCAGCGTTCGACCCAGGCGTTAGGGTCAATGCGGGTCGC
TTCACTTACGCCAATGTCGTTATCCAGCGGTGCACGGGTGAACTGATCGCGCAGC
GGCGTCAGCAGTTGTTTTTTATCGCCAATCCACATCTGTGAAAGAAAGCCTGACT
GGCGOGTTAAATTGCCAACGCTTATTACCCAGCTCGATGCAAAAATCCATTTCGCT
GGTGGTCAGATGCGGUGATGGCGTGOGGACGCOGGCGUUGGAGCGTCACACTGAGGTT
TTCCGCCAGACGCCACTGCTGCCAGGCGCTGATGTGCCCGGCTTCTGACCATGCG
GTCGCGTTCGGTTGCACTACGCGTACTGTGAGCCAGAGTTGCCCOGGCGCTCTCCG
GCTGCGGTAGTTCAGGCAGTTCAATCAACTGTTTACCTTGTGGAGCGACATCCAG
AGGCACTTCACCGCTTGCCAGCGGCTTACCATCCAGCGCCACCATCCAGTGCAGG
AGCTCGTTATCGCTATGACGGAACAGGTATTCGCTGGTCACTTCGATGGTTTGCC
CGGATAAACGGAACTGGAAAAACTGCTGCTGGTGTTTTGCTTCCGTCAGCGCTGG
ATGCGGCGTGCGGTCGGCAAAGACCAGACCGTTCATACAGAACTGGCGATCGTT
CGGCGTATCGCCAAAATCACCGCCGTAAGCCGACCACGGGTTGCCGTTTTCATCA
TATTTAATCAGCGACTGATCCACCCAGTCCCAGACGAAGCCGCCCTGTAAACGGG
GATACTGACGAAACGCCTGCCAGTATTTAGCGAAACCGCCAAGACTGTTACCCAT
CGCGTGGGCGTATTCGCAAAGGATCAGCGGGCGCGTCTCTCCAGGTAGCGAAAG
CCATTTTTTGATGGACCATTTCGGCACAGCCGGGAAGGGCTGGTCTTCATCCACG
CGCGCGTACATCGGGCAAATAATATCGGTGGCCGTGGTGTCGGCTCCGCCGCCTT
CATACTGCACCGGGCGGGAAGGATCGACAGATTTGATCCAGCGATACAGCGCGT
CGTGATTAGCGCCGTGGCCTGATTCATTCCCCAGCGACCAGATGATCACACTCGG
GTGATTACGATCGCGCTGCACCATTCGCOGTTACGCGTTCGCTCATCGCCGGTAGC
CAGCGCGGATCATCGGTCAGACGATTCATTGGCACCATGCCGTGGGTTTCAATAT
TGGCTTCATCCACCACATACAGGCCGTAGCGGTCGCACAGCGTGTACCACAGCG

GATGGTTCGGATAATGCGAACAGCGCACGGCGTTAAAGTTGTTCTGCTTCATCAG
CAGGATATCCTGCACCATCGTCTGCTCATCCATGACCTGACCATGCAGAGGATGA
TGCTCGTGACGGTTAACGCCTCGAATCAGCAACGGCTTGCCGTTCAGCAGCAGCA
GACCATTTTCAATCCGCACCTCGCGGAAACCGACATCGCAGGCTTCTGCTTCAAT
CAGCGTGCCGTCGGCGOTOGTGCAGTTCAACCACCGCACGATAGAGATTCGGGAT

TTCGGCGCTCCACAGTTTCGGGTTTTCGACGTTCAGACGTAGTGTGACGCGATCG
GCATAACCACCACGCTCATCGATAATTTCACCGCCGAAAGGCGCGGTGCCGCTG

GCGACCTGCGTTTCACCCTGCCATAAAGAAACTGTTACCCGTAGGTAGTCACGCA
ACTCGCCGCACATCTGAACTTCAGCCTCCAGTACAGCGCGGCTGAAATCATCATT
AAAGCGAGTGGCAACATGGAAATCGCTGATTTGTGTAGTCGGTTTATGCAGCAA

CGAGACGTCACGGAAAATGCCGCTCATCCGCCACATATCCTGATCTTCCAGATAA
CTGCCGTCACTCCAGCGCAGCACCATCACCGCGAGGCGGTTTTCTCCGGCGCGTA
AAAATGCGCTCAGGTCAAATTCAGACGGCAAACGACTGTCCTGGCCGTAACCGA
CCCAGCGCCCQTTGCACCACAGATGAAACGCCGAGTTAACGCCATCAAAAATAA
TTCGCOTCTGGCCTTCCTGTAGCCAGCTTTCATCAACATTAAATGTGAGCGAGTA

ACAACCCGTCGGATTCTCCGTGGGAACAAACGGCGGATTGACCGTAATGGGATA
GGTCACGTTGGTGTAGATGGGCGCATCGTAACCGTGCATCTGCCAGTTTGAGGGG
ACGACGACAGTATCGGCCTCAGGAAGATCGCACTCCAGCCAGCTTTCCGGCACC

GCTTCTGGTGCCGGAAACCAGGCAAAGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACT
GTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAG

GGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC

GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATCCGTAATCATGGTC ATagtaggtttcct CAGGT
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TOGTGACTGCAAAATAGTGACCTCGCGCAAAATGCACTAATAAAAACAGGGCTGG
CAGGCTAATTCGGGCTTGCCAGCCTTITITTIGTCTCGCTAAGTTAGATGGCGGATC
GGGCTTGCCCTTATTAAGGGGTGTTGTAAGGGGATGGCTGGCCTGATATAACTGC
TGCGCGTTCGTACCTTGAAGGATTCAAGTGCGATATAAATTATAAAGAGGAAGA
GAAGAGTGAATAAATCTCAATTGATCGACAAGATTGCTGCAGGGGCTGATATCT
CTAAAGCTGCGGCTGGCCGTGCGTTAGATGCTATTATTGCTTCCGTAACTGAATC
TCTGAAAGAAGG

La secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina de lacZ se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 20) (el
codon de parada ATG esta subrayado y el codon de PARADA esta en letra negrita y subrayado):
5

ATGACCATGATTACGGATTCACTGOGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAA
ACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTG
GCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCT
GAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAG
CTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGG
CAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTGACCTATCCCATTACGG
TCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTT
AATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGC
GTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCGGTTACGGCCAGG
ACAGTCOGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGAAAA
CCGCCTCGCAGGTGATGGTGCTGCGCTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCA
GGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTICCGTCGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCG
ACTACACAAATCAGCGATTTCCATGTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCC
GCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCAGATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACG
GGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGGTGAAACGCAGGTCGCCAGCGGCACCGCGCC
TTTCGGCGGTGAAATTATCGATGAGCGTGGTGGTTATGCCGATCGCGTCACACTA
COTCTGAACGTCGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCCGAAATCCCGAATCTCTAT
COTGCOOTOGOTTGAACTGCACACCOGCCGACGOGCACGCTGATTGAAGCAGAAGCC
TGCGATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAACG
GCAAGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCATGG
TCAGGTCATGGATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTGATGAAGCAGAA
CAACTTTAACGCCGTGCGCTGTTCGCATTATCCGAACCATCCGCTGTGGTACACG
CTGTGCGACCGCTACGGCCTGTATGTGGTGGATGAAGCCAATATTGAAACCCACG
GCATGGTGCCAATGAATCGTCTGACCGATGATCCGCGCTGGCTACCGGCGATGA
GCGAACGCGTAACGCGAATGOTGCAGCGCGATCGTAATCACCCGAGTGTGATCA
TCTGGTCGCTGGGGAATGAATCAGGCCACGGCGCTAATCACGACGCGCTGTATC
GCTGGATCAAATCTGTCGATCCTTCCCGCCCGUGTGCAGTATGAAGGCGGCGGAGC
CGACACCACGGCCACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGCGTGGATGAAGA
CCAGCCCTTCCCOGCTGTGCCGAAATGOTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTACCT
GGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAGT
CTTGGCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTITCGTCAGTATCCCCGTTTACAGG
GCGGCTTCAGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACG
GCAACCCOTGOTCGGCTTACGGCOGOTCGATTTTGGCGATACGCCCGAACGATCGCCA
GTTCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACG
GAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTTTCCAGTTCCGTTITATCCGGGCAAACCATCG
AAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATAGCGATAACGAGCTCCTGCACTGGAT
GGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATGTCGC
TCCACAAGGTAAACAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGC
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CGGGCAACTCTGGCTCACAGTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTC
AGAAGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCAG
TGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATG
GATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCT
TTCTTTCACAGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGCGCGA
TCAGTTCACCCGTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCG
CATTGACCCTAACGCCTGGGTCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGC
CGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGGCAGATACACTTGCTGATGCGGTGCTGATT
ACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAA
ACCTACCGGATTGATGGTAGTGGTCAAATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGG
CGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCCAGCTGGCGCAGG
TAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATCCCGACC
GCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATACC
CCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGCTGCGGGACGCGCGAATTGAATT
ATGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTACAGTCA
ACAGCAACTGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCACGCGGAAGAAGGCAC
ATGGCTGAATATCGACGGTTTCCATATGGGGATTGGTGGCGACGACTCCTGGAGC
CCGTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGCCGGTCGCTACCATTACCAGTTGG
TCTGGTGTCAAAAATAA

En cuarto lugar, se introdujo una mutacién thyA (timidilato sintetasa) en la cepa por transduccion P1. En ausencia de
timidina exégena, 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 plasmido de multiples copias (Belfort, M., Maley, G.F., y
Maley, F. (1983). Proc Natl Acad Sci U S A 80, 1858-861). Esta complementacion se usé aqui como un medio de
mantenimiento del plasmido.

Una modificacion adicional que es util para aumentar el grupo citoplasmico de lactosa libre (y, por lo tanto, el
rendimiento final de 2'-FL) es la incorporacion de una mutacion /acA. LacA es una lactosa acetiltransferasa que solo
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 acumulacién 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 produccion de acetil-lactosa en E. coli
modificada por ingenieria para producir 2’-FL u otros oligosacaridos de leche humana es, por lo tanto, indeseable:
reduce el rendimiento general. Ademas, la acetil-lactosa es un producto secundario que complica los esquemas de
purificacion de oligosacaridos. La incorporacion de una mutacion /acA resuelve estos problemas. La produccion
suboptima de oligosacaridos fucosilados se produce en cepas que carecen de una o ambas mutaciones en la via del
acido colanico y la proteasa lon. El desvio de lactosa a un producto secundario (acetil-lactosa) se produce en cepas
que no contienen la mutacién /acA. Un esquema de la delecion de /acA y la secuencia genémica correspondiente se
ha proporcionado anteriormente (SEQ ID NO: 13).

La cepa usada para someter a ensayo los diferentes candidatos de a(1,2) FT incorpora todas las modificaciones
genéticas mencionadas anteriormente y tiene el siguiente genotipo:
AampC::Pwp.Bcl, A(lacl-lacZ::FRT, PaaglacY®, AwcaJ::FRT, thyA::Tn10, Alon:(npt3, lacZ*), AlacA.

Las cepas de E. coli que albergan los diferentes plasmidos de expresion candidatos a a(1,2) FT se analizaron. Las
cepas se cultivaron en medios selectivos (sin timidina) hasta la fase exponencial temprana. A continuacién se afiadié
lactosa a una concentracion final de un 1 %, y se afadio triptéfano (200 uM) para inducir la expresién de cada
candidata a(1,2) FT del promotor P,. Al final del periodo de induccion (~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
cromatografia en capa fina (TLC). Como se muestra en la Figura 3A, una cepa de control que produce FutC-Myc fue
eficaz en la biosintesis de 2'-FL y también produjo una menor cantidad de tetrasacarido lactodifucotetraosa (LDFT).
El WbsJ de a(1,2) FT de E. coli O128:B12 caracterizado previamente también fue capaz de catalizar la sintesis de
2’-FL, aunque solo al ~30 % del nivel producido por FutC-Myc (Figura 3A, calles 5y 6). WbIA (obtenido a partir de V.
cholerae 022) fue capaz de estimular la sintesis de 2-FL, aunque a un nivel significativamente menor en
comparacion con FutC (Figura 3A, calles 7 y 8). Este resultado no fue inesperado, ya que V. cholerae 022 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 plasmido pG204 sintetizo una cantidad
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significativa de 2-FL, aproximadamente ~75 % de la cantidad producida por FutC-Myc (Figura 3A, calles 9 y 10).
WhbgL también fue capaz de sintetizar LDFT. La cepa que produce FutL (obtenido a partir de H. mustelae ATCC
43772) del plasmido pG216 fue capaz de dirigir la sintesis de cantidades robustas de 2’-FL, comparables a los
niveles obtenidos utilizando FutC-Myc y WbgL (Figura 3B, calles 7 y 8). Ademas, una cepa que produce FutN
(obtenido a partir de B. vulgatus ATCC 8482) del plasmido pG217 también produjo cantidades significativas de 2’-FL,
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 utilizacion de una a(1,2) FT obtenida a partir de una bacteria patégena para la produccion de un aditivo
alimentario.

Un mapa del plasmido pG204 se muestra en la Figura 11. La secuencia del plasmido pG204 se presenta a

continuacién (SEQ ID NO: 16) (el codon complementario del codén de inicio ATG para O126 WbgL de E. coli esta
subrayado; y el codon complementario al codon de PARADA esta subrayado y en negrita):
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AATTCTAAAAATTGATTGAATGTATGCAAATAAATGCATACACCATAGGTGTGGT
TTAATTTGATGCCCTITITCAGGGCTGGAATGTGTAAGAGCGGGOGTTATTTATGCT
GTTGTTTTTTTGTTACTCGGGAAGGGCTTTACCTCTTCCGCATAAACGCTTCCATC
AGCGTTTATAGTTAAAAAAATCTTTCGGAACTGGTTTTGCGCTTACCCCAACCAA
CAGGGGATTTGCTGCTTTCCATTGAGCCTGTTTCTCTGCGCGACGTTCGCGGCGG
COTGTTTGTGCATCCATCTGGATTCTCCTOTCAGTTAGCTTTGGTGGTGTGTGGCA
GTTGTAGTCCTGAACGAAAACCCCCCGCGATTGGCACATTGGCAGCTAATCCGGA
ATCOGCACTTACGOGUCAATOUTTCGTTTCOTATCACACACCCCAAAGCCTTCTGCTT
TGAATGCTGCCCTTCTTCAGGGCTTAATTTTTAAGAGCGTCACCTTCATGGTGGTC
AGTGCGTCCTGCTGATGTGCTCAGTATCACCGCCAGTGGTATTTATGTCAACACC
GOCCAGAGATAATTTATCACCGCAGATGOTTATCTGTATGTTTTTTATATGAATTTA
TTTTTTGCAGGGGGGCATTGTTTGOGTAGGTGAGAGATCAATTCTGCATTAATGAA
TCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTIGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GUTCACTGACTCGUTOGUGUTCGOTCOTTCGGCTGUOGGCGAGCGUTATCAGCTCAC
TCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAAC
ATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCOCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCT
GGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTOGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCA
AGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCT
GGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTC
CGCCTTTCTCOCTTCGUUAAGCGTGGUCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATC
TCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGT
TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTA
AGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGUCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCG
AGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGOTGGUCTAACTACGGCTACA
CTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAA
AAGAGTTGGTAGUTCTTGATCCGUCAAACAAACCACCGCTGOGTAGCGGTGGTTTT
TTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCT
TTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGOAACGAAAACTCACGTTAAGGGA
TTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAA
ATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTAC
CAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCAT
AGTTGCCTGACTCCCCOTCOTGTAGATAACTACGATACGGUGAGUGCTTACCATCT
GGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGUTCCAGATTTAT
CAGCAATAAACCAGCCAGCCGOAAGOGUCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTT
TATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTC
GCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCA
CGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAG
TTACATOATCCCCCATGTTGTOCAAAAAAGOGUTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGAT
COGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTG
CATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGT A
CTCAACCAAGTCATTCTOAGAATAGTOGTATGCGGCOACCGAGTTGCTCTTGCCCG
GCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATC
ATTGGAAAACGTTCTTCGGGGUGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGAT
CCAGTTCGATUTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTC
ACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGG
AATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTAT
TGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTT
AGAAAAATAAACAAATAGGOGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTG
ACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCAC
GAGGUCCCTTITCGTCTCGCGCGTTTCGOTUATOACGOTGAAAACCTCTOACACATG
CAGCTCCCGOGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAA
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GCCCGTCAGGGUGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTAT
GOGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATATGCGGTGTGAAATAC
CGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCTCCTCAACCTGTATA
TTCGTAAACCACGCCCAATGGGAGCTGTCTCAGGTTTGTTCCTGATTGGTTACGG
CGCGTTTCGCATCATTGTTGAGTTTTTCCGOCAGCCCGACGCGCAGTTTACCGGTG
CCTOGOGTOGCAGTACATCAGCATOGOGGCAAATTCTTTCCATCCCGATGATTGTCGC
GGGTGTGATCATGATGGTCTGGGCATATCGTCGCAGCCCACAGCAACACGTTTCC
TOGAGGAACCATGAAACAGTATTTAGAACTGATGCAAAAAGTGCTCGACGAAGGC
ACACAGAAAAACGACCGTACCGUAACCGGAACGCTTTCCATTTTTGGTCATCAG
ATGCGTTTTAACCTGCAAGATGGATTCCCGCTGGTGACAACTAAACGTTGCCACC
TGCGTTCCATCATCCATGAACTGCTGTOGGTTTCTGCAGGGCGACACTAACATTGC
TTATCTACACGAAAACAATGTCACCATCTGOUACGAATGGGCCGATGAAAACGO
CGACCTCGGGCCAGTGTATGGTAAACAGTGGCGCGCCTGGCCAACGCCAGATGG
TCGTCATATTGACCAGATCACTACGGTACTGAACCAGUTGAAAAACGACCCGGA
TTCGCGCCGCATTATTGTTTCAGCGTGGAACGTAGGCGAACTGGATAAAATGGCG
CTGGCACCGTGCCATGCATTCTTCCAGTTCTATGTGGCAGACGGCAAACTCTCTT
GCCAGCTTTATCAGCGCTCCTGTGACGTCTTCCTCGGCCTGCCGTTCAACATTGCC
AGCTACGCGTTATTGGTOGCATATGATGGUCGCAGCAGTGCGATCTGOAAGTGGGT
GATTTTGTCTGGACCGGTGGUCGACACGCATCTGTACAGCAACCATATGGATCAAA
CTCATCTGCAATTAAGCCGCGAACCGUGTCCGUTGUCUGAAGTTGATTATCAAACG
TAAACCCGAATCCATCTTCGACTACCGTTTCGAAGACTTTGAGATTGAAGGCTAC
GATCCGCATCCGGGCATTAAAGCGCCGGTGGCTATCTAATTACGAAACATCCTGC
CAGAGCCOACOGUCAGTOTGCGTCGOTTTTTTTACCCTCCGTTAAATTCTTCGAGA
CGCCTTCCCGAAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCG
ATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCA
AGGCGATTAAGTTGGGTAACGUCAGGOGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
ACGGCCAGTGCCAAGCTTTCTTTAATGAAGCAGGGCATCAGGACGGTATCTTTGT
GGAGAAAGCAGAGTAATCTTATTCAGCCTGACTGGTGGGAAACCACCAGTCAGA
ATGTGTTAGCGCATGTTCGACAAAAATACCATTAGTCACATTATCCGTCAGTCGGA
CGACATGGTAGATAACCTGTTTATTATGCGTTTTGATCTTACGTTTAATATTACCT
TTATGCGATGAAACGGTCTTGGCTTTGATATTCATTTGGTCAGAGATTTGAATGG
TTCCCTGACCTGCCATCCACATTCGCAACATACTCOATTCGGTTCGGCTCAATGAT
AACGTCGGCATATTTAAAAACGAGGTTATCGTTGTCTCTTTTTTCAGAATATCGCC
AAGGATATCGTCGAGAGATTCCGGTTTAATCGATTTAGAACTGATCAATAAATITT
TTTCTGACCAATAGATATTCATCAAAATGAACATTGGCAATTGCCATAAAAACGA
TAAATAACGTATTGGGATGTTGATTAATGATGAGCTTGATACGCTGACTGTTAGA
AGCATCGTGGATGAAACAGTCCTCATTAATAAACACCACTGAAGGGCGCTGTGA
ATCACAAGCTATGGCAAGGTCATCAACGGTTITCAATGTCGTTGATTTCTCTTTTTT
TAACCCCTCTACTCAACAGATACCCGOTTAAACCTAGTCGGGTGTAACTACATAA
ATCCATAATAATCOGTTGACATGGCATACCCTCACTCAATGCGTAACGATAATTCC
CCTTACCTGAATATTTCATCATGACTAAACGGAACAACATGGGTCACCTAATGCG
CCACTCTCGCGATTTTTCAGGCGGACTTACTATCCCGTAAAGTGTTGTATAATTTG
CCTGGAATTGTCTTAAAGTAAAGTAAATGTTGCOATATGTGAGTGAGCTTAAAAC
AAATATTITCGUTGCAGGAGTATCCTGGAAGATGTTCGTgAGAAGCTTACTGCTCA
CAAGAAAAAAGGCACGTCATCTGACGTGCCTTTTTTATTTGTACTACCCTGTACG
ATTACTGCAGCTCGAGCTAACACGAGCTATGTTTATCCACGTTTATCCAGTGATT
GACTATGGGGATATAAGTATTTTTTGGAGTTATATCOTACCAAGGAGTAGGATAA
ATAACAATCTGTGACGCTGATGTACCTAAATAAGCCCCCCACCAACTAAAACTAC
TATTCGCTATAATATGATGGTTAGCTAAGCTCATTAACCATAAATCTTCTTCTTGT
GATAAATCTTCTGAATAATATATATTATATTTTTTACTGAGTAATGTTTCGATATT
TTCTTTACACCAAAAAATATCATCACTGAAAATAAACACGTCACGTATCATTGCC
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AAATCGCGTATTTTATTTAAAGCTTTTTTGTAATACTCTAACGAACAAACGCCAT
GAGTTAAAGTAGCTGTTTTGTTTTTTATATAATCTCCTCTTCTTATATGAATAGAA
AGTGATGATTGAGATTCAAGAATTTTTGCTGCAAGTAAATTTGCTTGTTCAGACA
CATTCTTTGOGAATAAAAAATTCTTTTAGATCTAATATATGTTTATGGAAAAAGTG
CTCAGATTGCCAATACCCTATATATTTTTTGGATTTCCATITTTGCGCTATATATTC
AAAATCATAACCATAGGCATGAAATTCATTGCAAAAACCTAAAAAAAGAAAGAT
TTCAGGATATAATCTTGACCCACGAACCAAAAATTTATAAATATTATTAATTTIT
GGTGTGTAATACTGTAAATATTCCTCTGGAATTTGTAGATTGTTTAGCCTGTAACC
ACCATGATCATCATTTTCAGCATAATGACTTATATCAAAATATAATGGTGTCCCA
TTAATTTTGGAAAGCGCATACCCAAATGAGAACTGAAAAAGTTGATTTCCAAGTC
CGCCTTGTAATCTTATAATAGACATTATATCTCCTTCTTG

La secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina O7126 WbgL de E. coli del plasmido G204 se presenta a
continuacién (SEQ ID NO: 21) (el codon de parada ATG esta subrayado y el codon de PARADA esté en letra negrita
5 y subrayado):

ATGTCTATTATAAGATTACAAGGCGGACTTGGAAATCAACTTTTTCAGTTCTCATT
TGGGTATGCGCTTTCCAAAATTAATGGGACACCATTATATTTTGATATAAGTCAT
TATGCTGAAAATGATGATCATGGTGGTTACAGGCTAAACAATCTACAAATTCCAG
AGGAATATTTACAGTATTACACACCAAAAATTAATAATATTTATAAATTTTTGGT
TCGTGGGTCAAGATTATATCCTGAAATCTTTCTTTTTTTAGGTTTTTGCAATGAAT
TTCATGCCTATGGTTATGATTTTGAATATATAGCGCAAAAATGGAAATCCAAAAA
ATATATAGGGTATTGGCAATCTGAGCACTTTTTCCATAAACATATATTAGATCTA
AAAGAATTTTTTATTCCAAAGAATGTGTCTGAACAAGCAAATTTACTTGCAGCAA
AAATTCTTGAATCTCAATCATCACTTTCTATTCATATAAGAAGAGGAGATTATAT
AAAAAACAAAACAGCTACTTTAACTCATGGCGTTTGTTCGTTAGAGTATTACAAA
AAAGCTTTAAATAAAATACGCGATTTGGCAATGATACGTGACGTGTTTATTTTCA
GTGATGATATTTTTTGGTGTAAAGAAAATATCGAAACATTACTCAGTAAAAAATA
TAATATATATTATTCAGAAGATTTATCACAAGAAGAAGATTTATGGTTAATGAGC
TTAGCTAACCATCATATTATAGCGAATAGTAGTTTTAGTTGGTGGGGGGCTTATT
TAGGTACATCAGCGTCACAGATTGTTATTTATCCTACTCCTTGGTACGATATAACT
CCAAAAAATACTTATATCCCCATAGTCAATCACTGGATAAACGTGGATAAACATA
GCTCGTGTTAG

Un mapa del plasmido pG216 se muestra en la Figura 9. La secuencia del plasmido pG216 se presenta a
10  continuacién (SEQ ID NO: 17) (el codén complementario al codén de parada ATG en la posicion 5° para FutlL de H.
mustelae esta subrayado, y el codén complementario al codén de PARADA esta en letra negrita y subrayado):

TCTAGAATTCTAAAAATTGATTGAATGTATGCAAATAAATGCATACACCA
TAGGTGTGGTTTAATTTGATGCCCTTTTTCAGGGCTGGAATGTGTAAGAGCGGGG
TTATTTATGCTGTTGTTTTTTTGTTACTCGGOGAAGGGCTTTACCTCTTCCGCATAA
ACGCTTCCATCAGCGTTTATAGTTAAAAAAATCTTTCGGAACTGGTTTTGCGCTTA
CCCCAACCAACAGGOGATTTGCTGCTTTCCATTGAGCCTGTTTCTCTGCGCGACG
TTCGCGGCGGCGTATTTGTGCATCCATCTGGATTCTCCTGTCAGTTAGCTTTGGTG
GTOGTGTGGCAGTTGTAGTCCTGAACGAAAACCCCCCGCOGATTGGCACATTGGCAG
CTAATCCGGAATCGCACTTACGGCCAATGCTTCGTTTCGTATCACACACCCCAAA
GCCTTCTGCTTTGAATGCTGCCCTTCTTCAGGGCTTAATTTTTAAGAGCGTCACCT
TCATGGTGGTCAGTGCGTCCTGCTGATGTGCTCAGTATCACCGCCAGTGGTATTT
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ATGTCAACACCGCCAGAGATAATTTATCACCGCAGATGGTTATCTGTATGTTTTTT
ATATOAATTTATTITTITGCAGGUGGGUATTGTTTGGTAGGTGAGAGATCAATTCT
GCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTC
TTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCG
GTATCAGCTCACTCAAAGGCGOTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAAC
GCAGGAAAGAACATOGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAA
GGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAA
AATCOACGUTCAAGTCAGAGOTGUUGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAG
GCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTAC
CGOATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGOAAGCGTGGOGCTTTCTCATAGCTCAC
GCTGTAGOGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCOTTCGCTCCAAGCTGGGUCTGTGTGCA
CGAACCCCCCOTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGOGTAACTATCGTCTTGAG
TCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGG
ATTAGCAGAGCGAGOTATGTAGGUCGUGTGUTACAGAGTTCTTIGAAGTGOGTGGCCT
AACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAG
TTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGG
TAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCT
CAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACT
CACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCT
TTTAAATTAAAAATOAAGTTTITAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGG
TCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTAT
TTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGA
GGGCTTACCATCTGGCOCCAGTGCTGCAATGATACCGCGACGACCCACGCTCACCG
GCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGT
GGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTA
GAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTITGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGG
CATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAAC
GATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTT
COGGTCCTCCGATCOTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTT
ATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGT
GACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTCGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAG
TTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGUCACATAGCAGAACTTTA
AAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGC
ATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGOGOTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATOCC
GCAAAAAAGGOGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTT
TTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATT
TOAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTITCCCCGAAA
AGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAAT
AGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTICGGTGATGACGGTGAAAACC
TCTGACACATGCAGCTCCCGOGAGACGOGTCACAGCTTOGTCTGTAAGCGGATGCCGG
GAGCAGACAAGCCCGTCAGGGUGCGTCAGUCGGOTOGTTGGCGGOGTGTCGGGGCTG
GCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATATGCGGT
GTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCTCCTCA
ACCTGTATATTCGTAAACCACGCCCAATGGGAGCTGTCTCAGGTTTGTTCCTGAT
TGGTTACGGCGCGTTTCGCATCATTGTTGAGTTTTTCCGCCAGCCCGACGCGCAG
TTTACCGGTGUCTGGOGTGCAGTACATCAGCATGGGGCAAATTCTTTCCATCCCGA
TGATTGTCGCGGOGTGTGATCATGATOGGTCTOGGOGCATATCGTCGCAGCCCACAGCA
ACACGTTTCCTGAGGAACCATGAAACAGTATTTAGAACTGATGCAAAAAGTGCT
COACGAAGGUACACAGAAAAACCGACCGTACCGGAACCGGAACGCTTTCCATTTT
TGGTCATCAGATGCGTTTTAACCTGCAAGATGGATTCCCGCTGGTGACAACTAAA
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CGTTGCCACCTGCGTTCCATCATCCATGAACTGCTGTGGTTTCTGCAGGGCGACA
CTAACATTGCTTATCTACACGAAAACAATGTCACCATCTGGGACGAATGGGCCGA
TGAAAACGGCCGACCTCGGGCCAGTGTATGOGTAAACAGTGGCGCGCCTGGCCAAC
GCCAGATGGTCGTCATATTGACCAGATCACTACGGTACTGAACCAGCTGAAAAA
CGACCCGGATTCGCGCCGCATTATTGTTTCAGCGTGGAACGTAGGCGAACTGGAT
AAAATGGCGCTGGCACCGTGCCATGCATTCTTCCAGTTCTATGTGGCAGACGGCA
AACTCTCTTGCCAGCTTTATCAGCGCTCCTGTGACGTCTTCCTCGGCCTGCCGTTC
AACATTGCCAGCTACGCGTTATTGGTGCATATGATGGCGCAGCAGTGCGATCTGG
AAGTGGGTGATTTTGTCTGGACCGGTGGCGACACGCATCTOTACAGCAACCATAT
GOATCAAACTCATCTGCAATTAAGCCGCGAACCGCGTCCGCTGCCGAAGTTGATT
ATCAAACGTAAACCCGAATCCATCTTCGACTACCGTTTCGAAGACTTTGAGATTG
AAGGCTACGATCCOGCATCCGOGGCATTAAAGCGCCGGTOGGCTATCTAATTACGAA
ACATCCTGCCAGAGCCGACGCCAGTGTGCGTCGOGTTTTTTTACCCTCCGTTAAATT
CTTCGAGACGCCTTCCCGAAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG
GAAGGGCGATCGOGTGCGOGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGA
TGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT
GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTTCTTTAATGAAGCAGGGCATCAGGACGG
TATCTTTGTGGAGAAAGCAGAGTAATCTTATTCAGCCTGACTGGTGGGAAACCAC
CAGTCAGAATGTGTTAGCGCATGTTGACAAAAATACCATTAGTCACATTATCCGT
CAGTCGGACGACATGGTAGATAACCTGTTTATTATGCGTTTTGATCTTACGTTTAA
TATTACCTTTATGCGATGAAACGGTCTTGGCTTTGATATTCATTTGGTCAGAGATT
TGAATGOGTTCCCTGACCTGCCATCCACATTCGCAACATACTCGATTCGGTTCGGC
TCAATGATAACGTCGGCATATTITAAAAACGAGGTTATCGTTGTCTCTTTTTITCAGA
ATATCGCCAAGGATATCGTCGAGAGATTCCGOGTTTAATCGATTTAGAACTGATCA
ATAAATTTTTTCTGACCAATAGATATTCATCAAAATGAACATTGGCAATTGCCAT
AAAAACCGATAAATAACGTATTGOGGATGTTGATTAATGATGAGCTTGATACGCTG
ACTGTTAGAAGCATCGTGGATGAAACAGTCCTCATTAATAAACACCACTGAAGG
GCGCTGTGAATCACAAGCTATGGCAAGGTCATCAACGGTTTCAATGTCGTTGATT
TCTCTTTTTTTAACCCCTCTACTCAACAGATACCCGGTTAAACCTAGTCGGGTGTA
ACTACATAAATCCATAATAATCGTTGACATGGCATACCCTCACTCAATGCGTAAC
GATAATTCCCCTTACCTGAATATTTCATCATGACTAAACGGAACAACATGGGTCA
CCTAATGCGCCACTCTCGCGATTTTTCAGGCGGACTTACTATCCCGTAAAGTGTT
GTATAATTTGCCTGGAATTGTCTTAAAGTAAAGTAAATGTTGCGATATGTGAGTG
AGCTTAAAACAAATATTTCGCTGCAGGAGTATCCTGGAAGATGTTCGTAGAAGCT
TACTGCTCACAAGAAAAAAGGCACGTCATCTGACGTGCCTTTTTTATTTGTACTA
CCCTGTACGATTACTGCAGCTCGAGTTAGGATTTCGTTTCGAATTGGGATTCGAT
TTTAACCCAGTCTTTGCACAGGATGTTTTCGTTACCGTAAATCCAGTGGGACGGA
CCAATGATAATTTTTTCCGGATTTTTGATCAGGTAGGCTGCCCACCAGGAGTAAG
TGCTOGTTAGTGATGATACCGTGTTTGCAAGACTGCATCAGCATCATGTCCCAGTG
GGCTGCACCATCACGCGTCGTCATGTCAACAAACGGGTAACCCAGATCCAGGTTC
TGTACGAATTCCAGATCCTCGCAGAACAGGAACAGTTCCAGATTTTGAACACGTT
TTGCCATATACGCAATGGCGCGCAGCTGGTAGGAGATGTCCAGCTGOCAGCCCA
GGCGCATGTAATCGCCACGGOGGATGTGAACGAACACAGAGTTTTTCGCAGCCA
GGATCTGGGACAGTTTACGAGAGTACTOGTTCCGCGTGTTCGGTCGGGTGAGGCAG
GOGTGAAAGTTTGTTTGATCAGAGGGGAGATATCTTCGAAATAGCGCGGGTCCTG
AAAGTAGCCATOGGAAATACGCAATGCGGCTCGGTTCAAACAGTTCCGGCATGTA
CTCGAATACAATTTCTTTGCTAACGCGGCCCAGACCCATACGACGCAGTGCACCA
COCACCAGACGCGGCAGOTTCTGCATGTGTGCCGCGGCGATCTGCTGGGCGGAC
GCACACTGCAGGTCGATCGGGAACAGGTGCAGGCCCAGTTCACGGTTACCGTAA
TCGAACCAAGTGGTATCCAGCAGTACCGGAATGTTCAGGTGAGTCTGCAGAGAT
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TTAGCGAATGCGTACTGGAACATCTGGTTACCCAGGCCGCCGTGCACCTGAACGA
TTTTGAAATCCATTATATCTCCTTCTTG

La secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina FutL de H. mustelae del plasmido pG216 se presenta a

continuacién (SEQ ID NO: 22) (el codon de parada ATG esta subrayado y el codon de PARADA esté en letra negrita
y subrayado):

ATGGATTTCAAAATCGTTCAGGTGCACGGCGGCCTGGGTAACCAGATGTTCCAGT
ACGCATTCGCTAAATCTCTGCAGACTCACCTGAACATTCCGGTACTGCTGGATAC
CACTTGGTTCGATTACGGTAACCGTGAACTGGGCCTGCACCTGTTCCCGATCGAC
CTGCAGTGTGCGTCCGCCCAGCAGATOGCCGCOGGCACACATGCAGAACCTGCCG
CGTCTGGTGCGTGGTGCACTGOGTCGTATGGGTCTGGGCCGCGTTAGCAAAGAAA
TTGTATTCGAGTACATGCCGGAACTGTTTGAACCGAGCCGCATTGCGTATTTCCA
TGGCTACTTTCAGGACCCGCGCTATTTCGAAGATATCTCCCCTCTGATCAAACAA
ACTTTCACCCTGCCTCACCCGACCGAACACGCGGAACAGTACTCTCOGTAAACTGT
CCCAGATCCTGGCTGCGAAAAACTCTGTGTTCGTTCACATCCGCCGTGGCGATTA
CATGCGCCTGOGCTGOCAGCTGOACATCTCCTACCAGCTGCGCGCCATTGCGTAT
ATGGCAAAACGTGTTCAAAATCTGGAACTGTTCCTOTTCTGCGAGGATCTGGAAT
TCGTACAGAACCTGGATCTGGGTTACCCGTTTGTTGACATGACGACGCGTGATGG
TGCAGCCCACTGGGACATGATGCTGATGCAGTCTTGCAAACACGGTATCATCACT
AACAGCACTTACTCCTGGTGGGCAGCCTACCTCATCAAAAATCCGGAAAAAATT
ATCATTGGTCCOGTCCCACTGGATTTACGGTAACGAAAACATCCTGTGCAAAGACT
GGGTTAAAATCGAATCCCAATTCGAAACGAAATCCTAA

Un mapa del plasmido pG217, usado de acuerdo con la invencion para producir un oligosacarido fucosilado en una
bacteria, se muestra en la Figura 10. La secuencia del plasmido pG217 se presenta a continuacion (SEQ ID NO: 18)

(el codén complementario al codon de parada ATG en la posicion 5 para FutN de B. vulgatus esta subrayado, y el
codon complementario al codon de PARADA esta en letra negrita y subrayado):

TCTAGAATTCTAAAAATTGATTGAATGTATGCAAATAAATGCATACACCATAGGT
GTGGTTTAATTTGATGCCCTTTTTCAGGGCTGGAATGTOTAAGAGCGGGGTTATT
TATGCTGTTGTTTTTTTGTTACTCGGGAAGGGCTTTACCTCTTCCGCATAAACGCT
TCCATCAGCGTTTATAGTTAAAAAAATCTTTCGGAACTGGTTTTGCGCTTACCCCA
ACCAACAGGGGATTTGCTGCTTTCCATTGAGCCTGTTTCTCTGCGCGACGTTCGC
GOGCGOCOTOGTTTGTGCATCCATCTGGATTCTCCTGTCAGTTAGCTTTOGGTGGTOTG
TGGCAGTTGTAGTCCTGAACGAAAACCCCCCGCGATTGGCACATTGGCAGCTAAT
CCGGAATCGCACTTACGGCCAATGCTTCGTTTCGTATCACACACCCCAAAGCCTT
CTGCTTTGAATGCTGCCCTTCTTCAGGGCTTAATTTTTAAGAGCGTCACCTTCATG
GTGGTCAGTGCGTCCTGCTGATGTGCTCAGTATCACCGCCAGTGGTATTTATGTC
AACACCGCCAGAGATAATTITATCACCGCAGATGGTTATCTGTATGTTTTTTATAT
GAATTTATTTTTTGCAGGGGGGCATTGTTTGOGTAGGTGAGAGATCAATTCTGCAT
TAATGAATCGGCCAACGCGCGOGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCC
GCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTAT
CAGCTCACTCAAAGGCOGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGOGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCC
GOGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTCGACGAGCATCACAAAAATC
GACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGT
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TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCATGCGCTCTCCTAGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGA
TACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCOGGAAGCOTGOGUCGCTTTCTCATAGCTCACGUTG
TAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAA
CCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGUGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCA
ACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTA
GCAGAGUCGAGGTATOTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACT
ACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTAC
CTTCGOGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGOTGGTAG
CGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAA
GAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCAC
GTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTT
AAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCT
GACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTIC
GTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCOTCOTOGTAGATAACTACCGATACGGGAGGG
CTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCT
CCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT
CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAG
TAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCAT
CGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGAT
CAAGGUGAGTTACATOGATCCCCCATOGTTOTGUAAAAAAGCGOTTAGCTCCTTCGG
TCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATG
GCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGAC
TGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTOTATGCGGCCGACCOGAGTTGC
TCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAA
GTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGC
TGTTGAGATCCAGTTCGATOTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATC
TTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCA
AAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTC
AATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGUCGGATACATATTTGA
ATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGOGGUGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGT
GCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGG
CGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGUGTTTCGUTOATOACGGTGAAAACCTCT
GACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGA
GCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGATGTTGGCGGATGTCGGGGCTGGC
TTAACTATGUCGUGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATATGCGGTGT
GAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCTCCTCAAC
CTGTATATTCGTAAACCACGCCCAATGGGAGCTGTCTCAGGTTTGTTCCTGATTG
GTTACGGCGCOGTTTCGCATCATTGTTGAGTTTTTCCGCCAGCCCGACGCGCAGTTT
ACCGGTGCCTGGOUTGCAGTACATCAGCATGGGGCAAATTCTTTCCATCCCGATGA
TIGTCGCGGGTGTGATCATGATGGTCTGGGCATATCGTCGCAGCCCACAGCAACA
COGTTTCCTGAGGAACCATGAAACAGTATTTAGAACTGATGCAAAAAGTGCTCGA
CGAAGGCACACAGAAAAACGACCOTACCOGOAACCGGAACGCTTTCCATTTTTGG
TCATCAGATGCGTTTTAACCTGCAAGATGGATTCCCGCTGGTGACAACTAAACGT
TGCCACCTGOOGTTCCATCATCCATOAACTGCTGTGGTTTCTGCAGGGCGACACTA
ACATTGCTTATCTACACGAAAACAATGTCACCATCTGGGACGAATGGGCCGATG
AAAACGGCGACCTCGGGCCAGTGTATGGTAAACAGTGGCGCGCCTGGCCAACGC
CAGATGOTCGTCATATTGACCAGATCACTACGOGTACTGAACCAGCTGAAAAACG
ACCCGGATTCOGCGUCGCATTATTGTTTCAGCOGTGGAACGTAGGCGAACTGGATAA
AATGGCGCTGGCACCGTGCCATGCATTCTTCCAGTTCTATGTGGCAGACGGCAAA
CTCTCTTGCCAGCTTTATCAGCGUTCCTGTCACGTCTTCCTCGGCCTGCUGTTCAA
CATTGCCAGCTACGCGTTATTGGTGCATATGATGGCGCAGCAGTGCGATCTGGAA
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GTGGGTGATTTTGTCTGGACCGGTGGCGACACGCATCTGTACAGCAACCATATGG
ATCAAACTCATCTGCAATTAAGCCGCGAACCGCGTCCGCTGCCGAAGTTGATTAT
CAAACGTAAACCCGAATCCATCTTCGACTACCGTTTCGAAGACTTTGAGATTGAA
GOCTACGATCCGCATCCOOGCATTAAAGCGCCGOTOGCTATCTAATTACGAAAC
ATCCTGCCAGAGCCGACGCCAGTGTGCGTCGGTTTTTTTACCCTCCGTTAAATTCT
TCGAGACGCCTTCCCGAAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGA
AGGGCGATCGGTGUGGGCCTCTTOGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATG
TGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTAT
AAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTTCTTTAATGAAGCAGGGCATCAGGACGGTA
TCTTTGTGGAGAAAGCAGAGTAATCTTATTCAGCCTGACTGGTGGGAAACCACCA
GTCAGAATGTGTTAGCGCATGTTGACAAAAATACCATTAGTCACATTATCCGTCA
GTCGGACGACATGOGTAGATAACCTGTTITATTATGCGTTTTGATCTTACGTTTAATA
TTACCTTTATGCGATGAAACGGTCTTGGCTTTGATATTCATTTGGTCAGAGATTTG
AATGGTTCCCTGACCTGCCATCCACATTCGCAACATACTCGATTCGGTTCGGCTC
AATGATAACGTCGGCATATTTAAAAACGAGGTTATCGTTGTCTCTTTTTTCAGAA
TATCGCCAAGGATATCGTCGAGAGATTCCGGTTTAATCGATTTAGAACTGATCAA
TAAATTTTTTCTGACCAATAGATATTCATCAAAATGAACATTGGCAATTGCCATA
AAAACGATAAATAACGTATTGGGATGTTGATTAATGATCGAGCTTGATACGCTGAC
TGTTAGAAGCATCGTGGATGAAACAGTCCTCATTAATAAACACCACTGAAGGGC
GCTGTGAATCACAAGCTATGGCAAGGTCATCAACGGTTTCAATGTCGTTGATTTC
TCTTTTTTTAACCCCTCTACTCAACAGATACCCGGTTAAACCTAGTCGGGTGTAAC
TACATAAATCCATAATAATCGTTGACATGGCATACCCTCACTCAATGCGTAACGA
TAATTCCCCTTACCTGAATATTTCATCATGACTAAACGGAACAACATGGGTCACC
TAATGCGCCACTCTCGCGATTTTTCAGGUGOGACTTACTATCCCGTAAAGTGTTGT
ATAATTTGCCTOGAATTGTCTTAAAGTAAAGTAAATOGTTGCGATATGTGAGTGAG
CTTAAAACAAATATTITCGCTGCAGGAGTATCCTGGAAGATGTTCGTAGAAGCTTA
CTGCTCACAAGAAAAAAGGCACGTCATCTGACGTGCCTTTTTTATTTGTACTACC
CTGTACGATTACTGCAGCTCGAGTTAGGATACCGGCACTTTGATCCAACCAGTCG
GOTAGATATCCGGTGCTTCGGAGTGCTGGAACCAACGGCTCGGCACAATAACAG
TCTTATCCATATTAGGGTTCAGCCAGGCACCCCACCAAGAAAACGTGCTGTTACA
AATGATGTGATGTTTGCAATGAGACATCAGCATCATATCCTGCCAGGAGTCTTCA
TCAGTGTTCCAGTCAATATAAACCGCATTCTGCAGTGGCAGATTTTCTTTAACCC
ACGCGATATCGTCGGAGAAGATATAGTAAGATGGGCTAGCAACACGACGGGACA
TTTCCGCGATAGCATTCTGGTAATACGGCAGCTGGCACACGGAACCGGTAGTAGC
CCAGTGTTTCGGCTGCAGATAGTCACCACGACGAATGTGCAGGGAAACCGCGTTT
TCATCTTTGTCCAGGATTTCCAGCATOTTCAGGCTGCGGGAATTTGCTTTGTTCTT
ATCAAAGGTOAAGGATTCACGCACTTCGTCTTTGATATCAGCGAAGAAACGCTCG
CTCTGATAGAAACCTTTAAAGTACAGCAGCGGCCAGAAATACTTCTTCTCGAACG
CACGCAGAGAGTTCGGCGCCTGCTTGCGTTCGTAGATTTTTTTAAAAAACAGGAA
TTCGATAACTTTTTTCAGCGGTTGGTTGATGCAGAATTCGGTGTGCGGCAGGTTG
AACACGCGGTGCATTTCGTAACCGTAATGGACTTTGTAATGCATCATGTCGCTCA
GOTCGATACGGACCTTCOGOTAATACTTTTTCATACGCAGATAGAAAGCATAGAT
AAACATCTGGTTGCCCAGACCGUCAGTCACTTTGATCAGACGCATTATATCTCCT
TCTTG
La secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina FutN de B. vulgatus del plasmido pG217 se presenta a

continuacién (SEQ ID NO: 23) (el codon de parada ATG esta subrayado y el codon de PARADA esté en letra negrita
5 y subrayado):
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ATGCGTCTGATCAAAGTGACTGGCGGTCTGGGCAACCAGATGTTTATCTATGCTT
TCTATCTGCGTATGAAAAAGTATTACCCGAAGGTCCGTATCGACCTGAGCGACAT
GATGCATTACAAAGTCCATTACGGTTACGAAATGCACCGCGTGTTCAACCTGCCG
CACACCGAATTCTGCATCAACCAACCGCTGAAAAAAGTTATCGAATTCCTGTTTT
TTAAAAAAATCTACGAACGCAAGCAGGCGCCGAACTCTCTGCGTGCGTTCGAGA
AGAAGTATTTCTGGCCGCTGCTGTACTTTAAAGGTTTCTATCAGAGCGAGCGTTT
CTTCGCTGATATCAAAGACGAAGTGCGTGAATCCTTCACCTTTGATAAGAACAAA
GCAAATTCCCGCAGCCTGAACATGCTGGAAATCCTGGACAAAGATGAAAACGCG
GTTTCCCTGCACATTCGTCGTGGTGACTATCTGCAGCCGAAACACTGGGCTACTA
CCGGTTCCGTGTGCCAGCTGCCGTATTACCAGAATGCTATCGCGGAAATGTCCCG
TCGTGTTGCTAGCCCATCTTACTATATCTTCTCCGACGATATCGCGTGGGTTAAAG
AAAATCTGCCACTGCAGAATGCGGTTTATATTGACTGGAACACTGATGAAGACTC
CTGGCAGGATATGATGCTGATGTCTCATTGCAAACATCACATCATTTGTAACAGC
ACGTTTTCTTGGTGGGGTGCCTGGCTGAACCCTAATATGGATAAGACTGTTATTG
TGCCGAGCCGTTGGTTCCAGCACTCCGAAGCACCGGATATCTACCCGACTGGTTG
GATCAAAGTGCCGGTATCCTAA

Los oligosacaridos fucosilados producidos por células de E. coli metabdlicamente modificadas por ingenieria se
purifican a partir del caldo de cultivo posterior a la fermentacion. Un procedimiento a modo de ejemplo comprende
cinco pasos. (1) Clarificacion: el caldo de cultivo de fermentacion se recoge y las células se eliminan por
sedimentacién en una centrifugadora preparativa a 6000 x g durante 30 min. Cada ejecucion de biorreactor produce
aproximadamente 5-7 | 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 (dimensién de 5 cm de
diametro 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
azucar. Después de la carga y la captura de azucar, la columna se lava con 1,5 CV de agua, a continuacion se eluye
con 2,5 CV de etanol al 50 % o isopropanol al 25 % (las concentraciones mas bajas de etanol en esta etapa (25-
30 %) pueden ser suficientes para la elucién del producto). Esta etapa de elucion con solventes libera
aproximadamente un 95 % del total de azucares unidos en la columna y una pequefia parte de los cuerpos de color.
En este primer paso, la captura de la cantidad maxima de azucar es el objetivo principal. La resolucion de
contaminantes no es un objetivo. (3) Evaporacion: un volumen de 2,5 | de eluato de etanol o isopropanol de la
columna de captura se evapora rotativamente a 56 °C y se genera un jarabe de azicar en agua. Los métodos
alternativos que se podrian usar para esta etapa incluyen liofilizacién o secado por pulverizacion. (4) Cromatografia
ultrarrapida en carbono fino y medios de intercambio iénico: Una columna (GE Healthcare HiScale50/40, 5 x 40 cm,
presidon maxima de 20 bares) conectada a un sistema de cromatografia Biotage Isolera One FLASH se empaqueta
con 750 ml de un Carbén 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
azucar de la etapa 3 (10-50 g, dependiendo de la proporcién de 2’-FL con respecto a la lactosa contaminante),
usando un cartucho de carga de celite o una inyeccion directa. La columna se conecta a un detector de dispersion
de luz por evaporacion (ELSD) para detectar picos de azlcares eluidos durante la cromatografia. Se ejecuta un
gradiente de cuatro etapas de isopropanol, etanol o metanol para separar 2'-FL de los monosacaridos (si estan
presentes), la lactosa y los cuerpos de color. Las fracciones correspondientes a los picos de azucar se recogen
automaticamente en frascos de 120 ml, se agrupan y se dirigen a la etapa 5. En ciertas purificaciones, se realizan
fermentaciones mas largas de lo normal, el paso de la fraccion que contiene 2’-FL a través de columnas de
intercambio anidnico e intercambio catidnico puede eliminar el exceso de contaminantes proteicos/ADN/cuerpos de
caramelo. Las resinas sometidas a ensayo de forma satisfactoria para esta finalidad son Dowex 22.

La identidad del oligosacarido principal sintetizado por WbgL se sometié a ensayo y se confirmé que era 2'-FL
auténtica. Los oligosacaridos sintetizados en la cepa WbgL se inmovilizaron en una columna de carbono, se
eluyeron y se resuspendieron en agua destilada. Este material se someti6 a digestion durante la noche con
fucosidasas de diferentes especificidades, y las reacciones se analizaron por TLC. Como se muestra en la Figura 4,
el material no tratado consistié principalmente en un oligosacarido con la misma movilidad que el patréon de 2'-FL
(calle 1). El tratamiento con a1,2 fucosidasa produjo tanto lactosa como fucosa, mientras que la presunta mancha de
2'-FL disminuy¢ significativamente la intensidad de la tincion (calle 2). El tratamiento de los oligosacaridos con una
fucosidasa a1,3-4 no tuvo ningun efecto. Estos resultados demuestran que WbgL es capaz de la biosintesis de 2'-FL
auténtica en E. coli metabdlicamente modificada mediante ingenieria genética.

El enfoque de identificacion sistematica de genes se utilizd con éxito para identificar nuevas a(1,2) FT para la
biosintesis eficaz de 2'-FL en cepas hospedadoras de E. coli metabdlicamente modificadas mediante ingenieria
genética. Los resultados de la identificacion sistematica se resumen en la Tabla 1. De forma especifica, tanto WbgL
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como FutL dirigen directamente la sintesis de 2'-FL a aproximadamente un 75 % de los niveles alcanzados por el
FutC de a(1,2) FT previamente caracterizado. Ademas, WbgL también fue capaz de sintetizar LDFT, que es otra
HMO terapéuticamente util. Ademas, el FutN de la bacteria entérica comensal B. vulgatus se identific6 como ofra
a(1,2) FT util para la sintesis de oligosacaridos fucosilados. El enfoque que se describe en el presente documento es
util en el analisis de las a(1,2) FT candidatas adicionales e identifica enzimas adicionales que son utiles para la
produccion a gran escala de HMOS.

Cepas hospedadoras de produccién

La cepa K-12 de E. coli es una bacteria bien estudiada que ha sido objeto de una amplia investigacion en fisiologia
microbiana y genética y explotada comercialmente para una variedad de usos industriales. El habitat natural de la
especie precursora, E. coli, es el intestino grueso de los mamiferos. 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 producciéon de
productos quimicos y farmacos para administracion y consumo humanos. La cepa K-12 de E. coli se aislo
originalmente a partir de un paciente con difteria convaleciente en 1922. Debido a que carece de caracteristicas de
virulencia, crece facilimente en medios de laboratorio comunes y se ha utilizado ampliamente para la investigacion de
la fisiologia microbiana y genética, se ha convertido en la cepa bacteriolégica estandar utilizada en investigacion
microbioldgica, ensefianza y produccion 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 mas de 70
afios. Como resultado, las cepas K-12 son incapaces de colonizar los intestinos de los seres humanos y otros
animales en condiciones normales. La informacion adicional sobre esta cepa conocida esta disponible en
http://epa.gov/oppt/biotech/pubs/fra/fra004.htm. Ademas de la cepa K12 de E. coli, se utilizan otras cepas
bacterianas como cepas hospedadoras de produccion, por ejemplo, una variedad de especies bacterianas se
pueden usar en los métodos de biosintesis de oligosacaridos, por ejemplo, Erwinia herbicola (Pantoea
agglomerans), Citrobacter freundii, Pantoea citrea, Pectobacterium carotovorum, o Xanthomonas campestris.
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 invencion, que incluyen, pero no se limitan a,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
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 invencién que se describe en
el presente documento. Como parte de la presente invencion también se incluyen cepas, modificadas como se
describe aqui, de los géneros Enterococcus (por ejemplo, Enterococcus faecium y Enterococcus 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 cepas hospedadoras adecuadas son susceptibles de manipulacion genética, por ejemplo, mantienen
constructos de expresion, 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
minimos definidos que contienen sales simples y generalmente una Unica fuente de carbono. Las cepas disefiadas
como se ha descrito anteriormente para producir el oligosacarido(s) fucosilado(s) deseado(s) se cultivan en un medio
minimo. Un medio minimo a modo de ejemplo usado en un biorreactor, medio minimo "FERM", se detalla a
continuacion.
Ferm (10 litros): Medio minimo que comprende:

40 g de (NH4)2HPO4

100 g de KH2PO4

10 g de MgS04.7H,0

40 g de NaOH
Elementos traza:

1,3 g de NTA (acido nitrilotriacético)

0,5 g de FeS0,4.7H,0

0,09 g de MnCl,.4H,0

0,09 g de ZnS0O4.7H,0
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0,01 g de CoCl,.6H,0

0,01 g de CuCl,.2H,0

0,02 g de H3BO3

0,01 g de NazMo0O..2H,0 (pH 6,8)
Agua hasta 10 |

Antiespumante DF204 (0,1 mi/l)

150 g de glicerol (crecimiento inicial discontinuo), seguido por alimentacion en modo semicontinuo de glicerol al
90 %-MgSO04 al 1 %-1X de elementos traza, a diversas tasas durante diversos periodos de tiempo.

Una cepa hospedadora de produccién adecuada es una que no es la misma cepa bacteriana que la cepa bacteriana
fuente a partir de la cual se identifico la secuencia de acidos nucleicos que codifica fucosiltransferasa. Por ejemplo,
la secuencia de acidos nucleicos que codifica fucosiliransferasa FutL se identificd 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 produccion de E. coli o cualquiera de las otras cepas que se han descrito anteriormente.

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

1. Uso de un constructo de acido nucleico que comprende un acido nucleico aislado que codifica una enzima
a(1,2)fucosiltransferasa que utiliza lactosa, dicho acido nucleico estando unido de forma operativa a una o mas
secuencias de control heterélogas que dirigen la produccion de la enzima en una cepa de produccion de bacterias
hospedadoras, en el que la secuencia de aminoacidos de dicha enzima codificada por dicho acido nucleico
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 8 para producir un oligosacarido fucosilado en una bacteria en presencia de
lactosa.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicha cepa de produccion comprende K12 de Escherichia coli.
3. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho acido nucleico codifica una proteina FutN.

4. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de control heteréloga comprende un promotor y un
operador bacterianos, un sitio de unién al ribosoma bacteriano, un terminador de transcripcion bacteriano, o un
marcador seleccionable plasmidico.

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

6. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicha cepa de produccion 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, Xanthomonas
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.
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FIG. 4
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