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DESCRIPCION

[B-galactosidasa con actividad de transgalactosilacion.

La presente invencion se refiere a una nueva S-galactosidasa con actividad de trans-galactosilacién capaz de con-
vertir lactosa en una mezcla de galacto-oligosacaridos. En particular se refiere a una 3-galactosidasa aislada a partir de
una cepa recientemente descubierta de Bifidobacterium bifidum.

La invencion se refiere particularmente a secuencias de ADN que codifican la nueva enzima S-galactosidasa ais-
lada, a la enzima codificada por dicha secuencia de ADN y a la célula hospedadora que comprende la secuencia de
ADN o que contiene un vector recombinante que incorpora la secuencia de ADN. La invencidn se refiere también al
uso de la enzima codificada por una secuencia de ADN, o la célula hospedadora que contiene una secuencia de ADN
o el vector recombinante, para producir los galacto-oligosacaridos.

La bifidobacterias colonizan de forma natural el tracto intestinal inferior, un medio que es pobre en mono y disacé-
ridos ya que tales azucares se consumen con preferencia por los huéspedes y microbios presentes en el tracto intestinal
superior. Para sobrevivir en el tracto intestinal inferior las bifidobacterias producen varios tipos de exo y endoglico-
sidasas unidas a la superficie y/o en formas extracelulares, mediante las cuales pueden utilizar diversos hidratos de
carbono.

Ademas de la actividad hidrolasa, algunas enzimas de las bifidobaterias muestran actividad transferasa. Esta acti-
vidad de trans-galactosilacién de las glicosidasas se usa ampliamente para la sintesis enzimdtica de diversos oligosa-
caridos, que han demostrado que actiian como factores que promueven el crecimiento de las bifidobacterias.

Se sabe que algunas bifidobacterias producen enzimas -galactosidasas que estan involucradas en el metabolismo
bacteriano de la lactosa. En Mgller, P. L. et al in Appl & Environ. Microbial., (2001), 62, (5), 2276-2283 se describe
el aislamiento y caracterizacion de tres genes de 3-galactosidasa de una cepa de Bifidobacterium bifidum. Se encontrd
que los tres tipos de -galactosidasas eran capaces de catalizar la formacién de beta galacto-oligosacaridos por trans-
galactosilacién.

En Durmortier et al en Carbohydrate Research, 201, (1990), 115-123 se describi6 la formacién de beta oligosa-
céridos por una reaccion de trans-galactosilacion durante la hidrdlisis de lactosa con Bifidobacterium bifidum DSM
20456. Su andlisis de la estructura de la mezcla de los oligosacédridos producidos mostré que las uniones eran enlaces
B-(1-3), B-(1-6) y B-(1—-4)-D-galactosil. Durmortier sugirié que los compuestos producidos por Bifidobacterium
bifidum estan involucrados en las adherencia de la bacteria en el intestino grueso.

La patente WO01/90317 describe una nueva g-galactosidasa de Bifidobacterium bifidum, en particular una version
truncada de la enzima que tiene una actividad de trans-galactosilacién alta.

Se ha encontrado una cepa de Bifidobacterium bifidum que es capaz de producir una actividad de enzima galacto-
sidasa que convierte la lactosa en una nueva mezcla de galacto-oligosacaridos que contiene inesperadamente hasta un
35% de disacéridos que incluyen galabiosa (Gal (« 1-6)- Gal). Este disacarido es conocido (véase Paton, J C. Paton,
A W (1998), Clin. Microbiol. Revs., 11, 450-479; Carlsson, K A (1989), Ann. Reviews Biochem., 58, 309-350) por ser
un antiadhesivo capaz de evitar la adhesién de toxinas como la toxina Shiga y patégenos como E. coli, a la pared del
intestino.

La cepa de B bifidum fue depositada con el numero de acceso NCIMB 41171 en la Coleccién Nacional de Bacterias
Industriales y Marinas (Nacional Collection of Industrial & and Marine Bacteria), Aberdeen, Reino Unido el 31 de
Marzo de 2003. También estd descrita en la patente de Reino Unido GB2412380.

Actualmente se ha encontrado que esta cepa de B bifidum produce varias -galactosidasas, incluyendo una S-
galactosidasa nueva. Esta enzima produce una serie de oligosacaridos diferentes que tienen uniones .

Segtn la invencién se proporciona una secuencia de ADN que codifica una proteina con una secuencia de aminod-
cidos segtin la secuencia SEQ.ID NO: 2. La secuencia de ADN viene dada por la SEQ. ID NO: 1 o puede comprender
un fragmento o degeneracién de la misma.

Por “degeneracion” se entiende una secuencia de ADN que presenta de 75 a 95% de homologia.

Esta secuencia de ADN puede comprender substituciones, adiciones o deleciones de nucleétidos que den como
resultado un cambio en la secuencia de aminodcidos segtin la SEQ. ID NO: 2 inferior a un 25%. Las substituciones de
nucleétidos pueden producir como resultado sustituciones de aminodcidos conservadoras.

Segtin un segundo aspecto de la invencién se proporciona una enzima codificada por una secuencia de ADN
definida anteriormente. Tal enzima puede comprender la secuencia de aminodcidos dada en SEQ. ID NO: 2 o0 un
fragmento de la misma.
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Segtin un tercer aspecto de la invencién se proporciona un vector recombinante, preferiblemente un vector de
expresion, que comprende una secuencia de ADN definida anteriormente. Este vector se puede incorporar en una
célula hospedadora, tal como una célula bacteriana, levadura u hongo. Alternativamente, la secuencia de ADN puede
ser incorporada en dicha célula hospedadora. Se puede seleccionar una célula hospedadora adecuada del grupo que
comprende Bifidobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Bacillus por ejemplo Bacillus subtilus o Bacillus circulans,
Escherichia y Aspergillus por ejemplo Aspergillus niger.

Utilizando lactosa como substrato, la enzima codificada por la secuencia de ADN definida anteriormente produce
una mezcla de oligosacéridos, que comprende disacaridos, como Gal (81-3) Glc, Gal (51-3) Gal, Gal (81-6) Gal y Gal
(a1-6) Gal, trisacéridos y tetrasacaridos como Gal (81-6) Gal (81-4) Glc, Gal (81-3) Gal (51-4) Glc y Gal (81-6) Gal
(B1-6) Gal (B1-4) Glc.

La enzima o la célula hospedadora descrita anteriormente puede usarse para producir una mezcla de galacto-oligo-
sacdridos que puede formar parte de un producto para mejorar la salud intestinal. Dicho producto puede seleccionarse
del grupo que consiste en productos lacteos (por ejemplo leche liquida, leche en polvo seca tal como la leche entera
en polvo, leche desnatada en polvo, leche desnatada enriquecida en grasa en polvo, suero de leche en polvo, leches
infantiles, leche maternizada, helados, yogur, queso, productos de leche fermentada), bebidas tales como el zumo de
fruta, los alimentos infantiles, cereales, pan, galletas, dulces, pasteles, suplementos alimenticios, suplementos dieté-
ticos, alimentos para animales, alimentos para aves o por supuesto cualquier otro alimento o bebida. La presencia
de galacto-oligosacaridos en dichos productos tiene la ventaja de incrementar el crecimiento de las Bifidobacterium
promotoras de la salud en el producto o en la flora intestinal del consumidor después de la ingesta del producto o en
ambos.

Alternativamente, los oligosacaridos producidos asi pueden utilizarse para la preparacion de un medicamento, por
ejemplo en forma de comprimido o de cdpsula, para evitar la adhesién de los patégenos o de las toxinas producidas
por los patégenos a la pared del intestino. El medicamento puede ser administrado al paciente, por ejemplo después
de un tratamiento con antibidticos, que a menudo altera o destruye la flora intestinal normal sana.

Segtin atn otro aspecto de la invencién se proporciona un proceso para producir una enzima tal y como se define
anteriormente que comprende cultivar una célula hospedadora definida anteriormente en un medio de cultivo adecuado
en condiciones que permitan la expresién de la enzima y recuperar la enzima resultante o los productos enzimaticos
del cultivo.

La invencién también esta dirigida a un proceso para producir la mezcla de galacto-oligosacaridos que comprende
poner en contacto la enzima definida anteriormente con un material que contenga lactosa en condiciones que conduz-
can a la formacién de la mezcla de galacto-oligosacaridos.

El material adecuado que contenga lactosa puede seleccionarse entre lactosa comercial, leche entera, leche se-
midesnatada, leche desnatada, suero de leche, leche desnatada enriquecida en grasa y suero de leche filtrado. Estos
productos lacteos pueden obtenerse de vacas, biifalas, ovejas o cabras. La leche desnatada enriquecida en grasa se de-
fine como la leche entera que ha sido desnatada para eliminar la grasa de la leche, la cual se reemplaza posteriormente
afiadiendo aceite o grasa vegetal.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ. ID NO: 1) de -galactosidasa de Bifidobacterium bifidum
de la invencién; y

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoécidos (SEQ. ID NO: 2) correspondiente a la secuencia de nucle6tidos
de la Figura 1.

La Figura 3 es un grifico que muestra el proceso temporal de la reaccion durante la sintesis del galacto-oligosa-
cérido con -galactosidasa y lactosa al 40% (porcentaje en peso) en tampdn fosfato 0,1 M a pH 6,0 como substrato;

y

La Figura 4 muestra un cromatograma de intercambio aniénico de alto rendimiento de la mezcla de galacto-
oligosacdridos sintetizada por S-galactosidasa de B. Bifidum NCIMB 41171 utilizando lactosa al 40% (porcentaje en
peso) en tampdn fosfato 0,1 M a pH 6,0 como substrato (Glc = Glucosa, Gal = Galactosa, Lac = Lactosa, a (1-6) =
galactobiosa, DP = grado de polimerizacién del inglés “Degree of polymerization™).

El ADN genémico fue aislado de la cepa (NCIMB 41171) de Bifidobacterium bifidum utilizando el método de
Lawson et al. (1989) Fems Microbiol Letters, 65, (1-2), 41-45. El ADN fue digerido con enzimas de restriccion y
los fragmentos con un tamafio de 15 kbp médximo se unieron con el vector pSP72 que habfa sido digerido con las
mismas enzimas de restriccion. Las células de E. coli se transformaron con un vector que contenia las inserciones
del ADN cromosémico digerido de B. bifidum Pstl, EcoRI, Bam HI, Kpnl, Smal o HindIII. Se seleccionaron los
clones con actividad $-galactosidasa en placas de agar Luria Bertani que contienen p-nitrofenil, X- 8-Gal (5-bromo-4-
cloro-indol-3-indolil-3-D-galactésido) e isopropil- B-D- tiogalactésido (IPTG). Las mezclas de ligacion con el ADN
cromosomico Pst I dio lugar a trece clones positivos de §-galactosidasa, uno de los cuales se identific6 como pP2.
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La secuenciacion de ADN del fragmento de ADN insertado P2 se llevé a cabo utilizando el método de Sanger
de terminacién de cadenas por dideoxinucledtidos (Russel P., 2002 iGenetics, Pearson Education, Inc. San Francisco,
187-189) utilizando el kit de secuenciacién por ciclo BigDye Terminador V.3.0 (Applied Biosystems EE.UU). La
secuencia de ADN de P2 se muestra en la Figura 1 (SEQ.ID NO: 1) .

El marco de lectura abierto (ORF del inglés Open Reading Frame) se localiz6 utilizando un buscador de ORF del
NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica). La secuencia de nucleétidos de la Figura 1 se tradujo en
todos los seis posibles marcos de lectura y se identificé un marco de lectura abierto de 738 aminoacidos que codifica
una posible B-galactosidasa. La traduccién se muestra en la Figura 2 (SEQ.ID NO: 2).

La presente invencidn se describird con mds detalle en referencia al siguiente ejemplo.

Ejemplo 1
Materiales y métodos

Todos los productos quimicos y medios de preparacién utilizados a lo largo de este estudio se obtuvieron de Sigma
(Dorset, Reino Unido), Invitrogen (Paisley, Reino Unido), Oxoid (Basingstoke, Reino Unido), Qiagen (West Sussex,
Reino Unido) y Promega (Southampton, Reino Unido).

Cepas bacterianas

La cepa de Bifidobacterium bifidum (NCIMN 41171) se mantuvo en perlas criogénicas en tubos Microbank a
-70°C. Para experimentos posteriores, la cepa se revivié en un agar de Wilkinson Chalgren (WC) (Oxoid, Reino
Unido) y en un medio TPY (medio de extracto de levadura tripticasa phytona del inglés Trypticase Phytone Yeast) y
se cultivé anaerébicamente (composicién de CO, y N, al 80% y 20% respectivamente) a 37°C durante 48 horas. La
morfologia de la colonia y la ausencia de contaminacion se probaron con tincién de gram.

Cepas de E. coli

La cepa de Escherichia coli DH5a utilizada en este estudio se incubd en la forma habitual en condiciones aerébicas
a 37°C en un agar de Luria Bertani (LB) o en un caldo (Sambrook J. And Russell W. D) (2001). Molecular cloning:
A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York) y cuando era necesario se suplement6 con
antibioticos (100 pg/ml ampicilina y/o 15 ug/ml cloranfenicol) y 40 ul de X-g- Gal al 2%, 7 ul IPTG (isopropil-3- D-
tiogalctosido) al 20% que se aplicaron en la superficie de una placa de agar de 90 mm previamente preparada.

La cepa DH5a de E. coli (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) (genotipo: F ¢80lacZAM A(lacZYA-argF)U169 recAl
endA1 hsdR17(r.~, m") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA11) es una cepa a-galactosidasa positiva y fue utilizada en
experimentos de expresion y para otras manipulaciones genéticas.

Extraccion del ADN gendmico de Bifidobacterium bifidum

Se aislé el ADN gendmico de la cepa (NCIMB 41171) de Bifidobacterium bifidum utilizando el siguiente método
en el que se preparé el ADN cromosdmico a partir de grdnulos de células recogidos de 100 ml de caldo anaerébico
de WC. La células se volvieron a suspender en 10 ml de tampén TES (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 10
mM, pH=8) y se trataron con 200 ul de una mezcla de lisozima/mutanolisina (4:1, lisozima 10 mg/ml mutanolisina 1
mg/ml) durante 30 minutos a 37°C. A continuacion las células se trataron con 200 ul de proteinasa K (a 20 mg/ml) y
200 ul de ARNasa (ambos 10 mg/ml) y se incubaron durante una hora a 65°C. Finalmente las células se trataron con
2 ml de SDS al 10% y se incubaron durante 15 minutos a 65°C. Se afiadieron 12 ml de fenol/cloroformo y se repitio
la extraccion hasta que la fase acuosa se pudo separar facilmente de la interfase. El ADN gendmico se precipité con
isopropanol y se volvi6 a suspender en Tris-HCl 10 mM- EDTA 1 mM (pH=8). El ADN genémico fue digerido con
enzimas de restriccion, se unié a pSP72 digerido después con las mismas enzimas y se trat6 con fosfatasa alcalina. La
digestion del ADN gendmico de B. Bifidum se llevé a cabo utilizando EcoRI, Pstl, BamHI, Smal y Kpnl. Las mezclas
de ligacion se utilizaron para transformar E. coli DH5a y se identificaron clones positivos de 5-galactosidasa como
colonias azules en las placas que contenian X-Gal.

Preparacion del Vector de ADN

El vector utilizado en este estudio para el clonado y la expresién fue pSP72 (Promega, Reino Unido) (Krieg, P.A.
y Melton, D.A. 1978). In vitro RNA synthesis with SP6 RNA polymerase. (Methods in Enzymology, 155: 397-415).

Se eligi6 este vector por la falta de actividad de complementacién del fragmento a de 8-galactosidasa que no esta
codificado en pSP72. Este vector no lleva el segmento corto del ADN de E. coli que contiene la secuencia reguladora
y la informacién codificante para los 146 aminoécidos primeros de la S-galactosidasa que en combinacién con las
cepas de E. coli (por ejemplo DH5a) que expresan el extremo carboxi-terminal de esta S-galactosidasa dan una (-
galactosidasa activa (complementacion «).
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El vector fue digerido con las enzimas de restriccion siguientes: Pstl, Bam HI, HindIII, Smal, Kpnl, y, EcoRI
seglin las instrucciones del fabricante utilizando diez veces mas de enzima que de ADN (unidades enzimadticas: ugr
ADN igual a diez unidades de enzima por un ugr de pldsmido de ADN o diez unidades enziméticas por 0,5 pmol de
plasmido de ADN). Después de la inactivacion por calor de la enzima (20 min a 65°C) se analizaron los patrones de
restriccion por andlisis de electroforesis en gel horizontal. La presencia de un solo fragmento en el gel indicaba la
digestion completa del vector y tinicamente la digestion de restriccion del mismo.

Se comprobé también la digestion suficiente del vector mediante la transformacién de moléculas no ligadas a
células E. coli DH5a competentes. El nimero de colonias formadas en las placas de agar LB suplementadas con
ampicilina (100 pg/ml) fue un indicador de las moléculas no digeridas y del fondo esperado durante los experimentos
siguientes.

A continuacion los vectores se defosforilaron con fosfatasa alcalina de intestino de ternera CIAP (Promega, Sout-
hampton, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. La eficacia del tratamiento se comprobd por ligacién
(con ligasa de ADN del Bacteri6fago T4 siguiendo las instrucciones del fabricante) después de la transformacién en
las células DH5a. El nimero de colonias formado representaba el nimero de moléculas recircularizadas (vectores no
clonados) y al restar de las mismas las colonias formadas sin tratamiento con el vector CIAP se obtuvo el nimero de
vectores no defosforilados.

Construccion de la Biblioteca de ADN Genomico

El ADN genémico se digiri6 parcialmente con seis enzimas de restricciéon que reconocen las secuencias de he-
xanucleotidos frecuentes en los ADN procariotas. EcoRI, BamHI , Pstl, Kpnl, Smal y HindIII son endonucleasas de
restriccion de tipo II que reconocen especificamente las secuencias 5°G/AATTC’3, 5°G/GATCC’3, 5’CTGCA/G’3,
5’GGTAC/C3’, 5’CCC/GGG3’ y 5’A/AGCTT3’ respectivamente, y realizan rupturas en la doble hebra dentro de es-
tas secuencias generando protuberancias 5° de cuatro nucledtidos, AATT, GATC, AGCT en el caso de EcoRI, BamHI
y Hind III respectivamente, y protuberancias 3°, ACGT, GTAC en el caso de Pstl y Kpnl respectivamente y extremos
romos en el caso de Smal.

Todas estas enzimas eran activas y capaces de escindir ADN solamente en presencia de iones de magnesio diva-
lentes. Estos iones fueron el tnico cofactor requerido.

Digestion de restriccion del ADN

Todas las digestiones de restriccion de las muestras de ADN gendmico se incubaron durante 2 horas a 37°C y
finalmente se inactivaron por calor a 65°C durante 20 minutos. Después las reacciones se enfriaron a temperatura
ambiente y se afiadi6 la cantidad adecuada de tampdn de carga, seguido de mezclado suave en un capilar de vidrio
sellado. A continuacién se cargaron las disoluciones en pocillos de un gel de agarosa al 0,8% (fuente de alimentacién
4-5 volts/cm durante 14-16 horas) y el tamafio del ADN digerido se estimé con el de estindares de ADN de 1kb
(Promega, Reino Unido) (Sambrook J, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2002)).

Purificacion de los fragmentos generados después de la digestion de restriccion

La purificacién de los fragmentos de las mezclas de reaccion y de los geles de agarosa se realizé utilizando el kit
de extraccion en gel QIAEX de Qiagen (West Sussex, Reino Unido). Los protocolos estdn descritos detalladamente
en el manual del fabricante.
Transformacion y ligacion del ADN

Después de la purificacion de los fragmentos de ADN con el kit de extraccién en gel QIAEX, se ligaron con

el vector pSP72 tratado con CIAP. Para la ligacién, se transfectaron las cantidades adecuadas de ADN a tubos de
microfuga estériles de 0,5 ml como se muestra en la Tabla 1.
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TABLA 1

Mezclas de ligacion

Tubo ADN

A Vector {15 fmoles [~29,7ng])

B Vector (15 fmoles ~29,7 ng ADN) mas inserto (15 fmoles
exteriores~69,3 ng)

C Control pUC (0,056 fmoles [~100 pg])

La proporcion molar de vector plasmido de ADN a inserto de fragmento de

ADN deberia ser de ~1:1 en Ia reaccién de ligacion. La concentracion final

de ADN deberia ser ~ 10ng/ul

El tubo A muestra el nimero de vectores de ADN auto-ligados que deben ser sustraidos del nimero total de
transformantes después de la transformacién. El tubo B muestra la ligacién del vector con los fragmentos de ADN y
el tubo C muestra el control para poder calcular la eficacia de la transformacion.

Antes de cada ligacién los fragmentos de ADN se calentaron a 45°C durante 5 minutos para fundir cualquier
extremo cohesivo que anillarse durante la preparacion de los fragmentos. Se eligié una proporcién molar vector: inserto
de ADN de 1:1 para todas las reacciones de ligacién y la reaccién de ensamblado se realizé segun las instrucciones de
Promega.

Se afiadi6 a los tubos A 'y B 1,0 ul de tampén de ligacién x 10 y 0,5 unidades Weiss de ligasa de ADN T4 (Pormega,
Reino Unido) y el volumen de ligacién se ajusté a 10 ul con agua grado para biologia molecular. Se afiadié a los tubos
C 1,0 ul de tampon de ligacion x 10 y el volumen de ligacién se ajust6 a 10 ul con agua grado para biologia molecular.

Se afiadieron los fragmentos de ADN a los tubos junto con el agua y después se calentaron a 45°C durante 5
minutos para fundir cualquier extremo cohesivo que anillase durante la preparacion. E1 ADN se enfrié a 0°C antes de
afiadir el resto de los reactivos de ligacidn y las mezclas de reaccion se incubaron durante la noche a 16°C (Sambrook
and Russell, 2001).

Después de la precipitacién con etanol y la purificacién de los fragmentos ligados (para eliminar la mezcla de
ligacién que causa una reduccién de la eficacia de la transformacion) se llevaron a cabo las transformaciones segin
las instrucciones de Hanahan. Se afiadieron ~50 ng de ADN ligado en 5 ul de disolucién a 100 ul de células DH5a
competentes. Después del tratamiento de calentamiento y de la expresién del gen de resistencia a la ampicilina las
células se extendieron sobre la superficie de las placas LB que contenfan ampicilina (100 ug/ml), X-B-Gal (40 ul de
X-B-Gal al 2%) y IPTG (7 ul de IPTG al 20%).

Se midi6 el nimero de transformantes de cada reaccién de ligacién. El nimero de transformantes obtenido nor-
malmente en el tubo C fue de 2x10° - 1x10° cfu/ug mientras que en el tubo A fue de 500-600 cfu/ug. El nimero
de transformantes del tubo A era una indicacidn de la eficacia del tratamiento del vector de ADN. El nimero de
transformantes del tubo B estaba en un intervalo a partir de 2-4x10* cfu/ug.

Nimero de transformantes

Las mezclas de ligaciéon con ADN cromosémico de Pstl dieron lugar a 13 clones positivos de S-galactosidasa
de entre los ~2500 transformantes analizados mientras que con BamHI dieron lugar a 3 clones positivos (~1300
transformantes analizados), con Kpnl dieron lugar a 7 clones positivos (~2000 transformantes analizados), con Smal
dieron lugar a 3 clones positivos (~1600 transformantes analizados) y con HinlII dieron lugar a 2 clones positivos
(~1200 transformantes analizados).

Digestion de clones positivos

Para identificar los genes de las diferentes 3-galactosidasas, los plasmidos aislados de los clones positivos fueron
digeridos segtn la siguiente tabla.
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Muestras Enzimas
12 Digestion pB1, pB2, pB3, pB4, pB5, pB6, pB7 BamH|
22 Digestidn pP1, pP2, pP3, pP4, pP5, pP6, pP7, pP8, Pstl
pP8, pP10, pP11
3% Digestion | pP12, pP13, pP14 Pstl
42 Digestion pE1, pE2, pE3 EcoRl
52 Digestion pP1, pP12, pB1, pP2, pE1, pE2, pE3......... Pstl y EcoRI
62 Digestion pS1, pS2. pS3 Smal
72 Digestion pP1, pP12, pB1, pP2, pS1, pS2. pS3 Pstl y Smal
82 Digestion pK1, pK2, pK3, pK4, pK5, pK6, pK7 Kpnt
9?2 Digestidén pP1, pP12, pB1, pP2, pK1, pK2, pK3, pK4, Pstl y Kpnl
pK5, pK8, pK7

La primera letra (p) indica el plasmido y el gen insertado mientras que la segunda
fetra (P,B,E,S,K) indica fa encima de restriccion que se usé para aislar el clon
correspondiente del ADN gendmico.

Los andlisis de la electroforesis en gel de los fragmentos generados después de la digestion mostraron que cada
uno de los plasmidos pB1, pP1, pP2 y Pp11 tiene un inserto que codifica una 5-galactosidasa diferente. Los clones que
contienen P2 se utilizaron para andlisis posteriores.

Secuenciacion de ADN

La secuenciacion del ADN se efectio con el método de Sanger de terminacién de cadenas por dideoxinucle6tidos
utilizando el kit de secuenciacién por ciclo BigDye Terminador v.3.0 (Applied Biosystems EE.UU) y se analizé con
el ABI Prism 3100, un sistema de andlisis de ADN basado en la fluorescencia que incorpora electroféresis capilar.

Los extremos 5’ y 3’ de los fragmentos de insertos de ADN se secuenciaron con cebadores especificos de los vecto-
res. A continuacion los insertos se secuenciaron utilizando el Sistema de Cebadores Gendémico (GPS-1) (New England
Biolabs, Reino Unido). GPS-1 es un sistema in vitro basado en el transposén TN7 que utiliza la Transposasa TnsABC
para insertar el Transposén aleatoriamente en el ADN diana. Se utiliz6 una proporcién de masa donante: ADN diana
de 1:4 siguiendo las instrucciones del fabricante. El nimero de pldsmidos aislados para la secuenciacién después de
la insercién del Transcebador en el plasmido diana fue de 25. Este niimero se calculd siguiendo las instrucciones del
fabricante y supone una profundidad de cobertura de cinco veces.

Debido a la larga secuencia de nucledtidos del plasmido pP2 que codifica la proteina P2, se seleccion6 para ser se-
cuenciada Unicamente la parte que contiene el gen de la 3-galactosidasa. La enzima inactivada después de la insercién
del inserto de transposasa en una posicién aproximada de 172 pb del fragmento secuenciado indicaba que el codén
de iniciacién se encontraba aguas arriba de esta posicion. De manera similar, la insercion del inserto en la posicién
2882bp eliminé completamente la actividad de la enzima indicando que el codén de finalizacién se encontraba aguas
abajo de esta posicion. Ademads la actividad de la enzima se eliminé completamente con la insercién de los insertos
en las posiciones 262pb, 331pb, 375pb, 621pb, 866pb,1348pb, 1358pb, 1394pb, 1513pb, 1704pb, 2128pb, 2519pb en
relacién con el primer nucledtido que habia sido secuenciado.

El andlisis del dominio N-terminal con el software SignallP y PSORT. No mostré la sefial de ningiin péptido,
indicando que P2 no se secretaba extracelularmente.
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La mezcla de reaccién de secuenciacién contenia aproximadamente 400-600 ng de plasmido de ADN, 3,2 pmol de
disolucidon de cebador y 4 ul de disolucién Terminator BigDye.

Identificacion del marco de lectura abierto

El marco de lectura abierto (ORF) de P2 se localiz6 utilizando el buscador ORF de NCBI en la direccién web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf.html). Se utiliz6 el cédigo genético de la bacteria y se determino que la longitud del
marco era de 100bp. La secuencia del nucleétido se tradujo en todos los seis posibles marcos de lectura y se identificé
un marco de lectura abierto de 738 aminoacidos que codifica una posible 3-galactosidasa (la traduccién se muestra en
la figura 2).

Ejemplo 2

Sintesis con la enzima B-galactosidasa clonada aislada de Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171 en el hospedador
E. coli (cepa DH5a)

La sintesis descrita a continuacién, a no ser que indique lo contrario, se efectiio con la totalidad de las células
hospedadores de E. coli DH5a después del tratamiento de la biomasa de E. coli (recogida por centrifugacioén a 10.000
g) con tolueno a una concentracién de 2000 ppm para incrementar la permeabilidad celular y también para hacer las
células no viables destruyendo la membrana citopldsmica. La biomasa de E. coli se preparo como se ha descrito en
ejemplo 1 bajo la denominacién de “Cepas de E. coli”.

Sintesis con la enzima clonada

La sintesis con la §-galactosidasa se efectio con una concentracion de substrato del 40% (proporcién en peso) de
concentracion inicial de lactosa. La disolucién de sintesis se preparo con un tampén fosfato 0,1 M a pH = 6,0 que
contiene 1 g/l de Tween 80 (monooleato de polioxietileno (20) sorbitdn) adicional. La sintesis se efectio a 40°C en
un bafio de agua con agitacién a 150 rpm. El pH 6ptimo para la enzima especifica se eligié en base a las medidas de
actividad (utilizando como substrato O-nitrofenil-3-D-galactopiranosido) de una preparacion enzimadtica especifica a
varios valores de pH.

Para la sintesis de galacto-oligosacaridos se utilizaron 2 ml del sobrenadante del lisado celular (después de la
ruptura de las células de E. coli con una Prensa Francesa) con 8 g de lactosa al 50% (porcentaje en peso) para obtener
una concentracién de substrato final del 40% (porcentaje en peso). Esta preparacion enzimatica tenia una actividad de
735 U/ml.

Las concentraciones de los distintos azucares presentes en la mezcla durante la sintesis se muestran en la Figura
3. En la Figura 4 se muestra la cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento acoplada a un cromato-
gramas de deteccién amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) de las mezclas de galacto-oligosacaridos sintetizados por
la -galactosidasa clonada de B. Bifidum NCIMB 41171. Las concentraciones de azicar de la mezcla de galacto-
oligosacéridos en el momento éptimo de sintesis se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1

Composicion de hidratos de carbono de la sintesis de galacto-oligosacdridos a una concentracion de lactosa inicial
del 40% (proporcion en peso) en el momento en el que se observo la concentracion mdxima de oligosacdridos

Sintesis
inicial de GOS GOS
substrato DP>3 DP=2 Lac. Gic. Gal.
%{en peso) Concentracion (% de azucares totales)
40 8,82 16,25 39,40 20,76 14,85

Lac: Lactosa, Glc: Glucosa, Gal: galactosa, DP: grado de polimerizacién
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de ADN que codifica una §-galactosidasa, donde la secuencia se selecciona entre la secuencia da-
daen SEQ. ID NO: 1 o de un fragmento o una degeneracion de la misma, teniendo dicha degeneracién una homologia
de 75% a 95%.

2. La secuencia de ADN segtn la reivindicacién 1, donde dicha secuencia comprende sustituciones, adiciones o
deleciones de nucledtidos que tienen como resultado un cambio en la secuencia de aminodcidos segtn la SEQ. ID NO:
2 inferior al 25%.

3. Una secuencia de ADN segtin la reivindicacién 1 o reivindicacién 2, donde dicha secuencia comprende sustitu-
ciones de nucledtidos que tienen como resultado substituciones de aminoacidos conservadoras.

4. Una enzima -galactosidasa codificada por una secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3.

5. Una enzima S-galactosidasa que comprende una secuencia de aminoécidos segiin SEQ. ID NO:2.
6. Un vector recombinante que comprende una secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
7. El vector segtin la reivindicacién 6, donde dicho vector es un vector de expresion.

8. Una célula hospedadora que es una célula de levadura, una célula de hongo o una célula bacteriana seleccio-
nada del grupo que consiste en Lactococcus, Lactobacillus, Escherichia, Bacillus y Aspergillus que comprende una
secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

9. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacion 6 o de la reivindicacion 7.

10. La célula hospedadora segtin la reivindicacién 8 o reivindicacion 9, donde la célula se selecciona del grupo que
consiste en Bacillus subtilis, Bacillus circulans y Aspergillus Niger.

11. Uso de una enzima de la reivindicacién 4 o reivindicacién 5, o de una célula de una cualquiera de las reivindi-
caciones 8 a 10, para producir una mezcla de oligosacdridos.

12. Uso de una enzima de la reivindicacion 4 o reivindicacién 5, o una célula de una cualquiera de las reivindi-
caciones 8 a 10, para producir una mezcla de oligosacaridos que sea parte de un producto seleccionado del grupo
que consiste en productos lacteos, tales como leche liquida, leche en polvo seca, leches infantiles, leche maternizada,
helado, yogur, queso, productos de leche fermentada, bebidas tales como zumo de fruta, alimentos infantiles, cereales,
pan, galletas, dulces, pasteles, suplementos alimenticios, suplementos dietéticos, productos comestibles probiéticos,
productos comestibles prebidticos, alimentos para animales, alimentos para aves y medicamentos.

13. Uso de una célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, para producir un producto
seleccionado del grupo que consiste en productos lacteos, tales como leche liquida, leche en polvo seca, leches in-
fantiles, leche maternizada, helado, yogur, queso, productos de leche fermentada, bebidas tales como zumos de fruta,
alimentos infantiles, cereales, pan, galletas, dulces, pasteles, suplementos alimenticios, suplementos dietéticos, pro-
ductos comestibles probidticos, productos comestibles prebidticos, alimentos para animales, alimentos para aves y
medicamentos.

14. Un proceso para producir una enzima de la reivindicacién 4 o reivindicacién 5, que comprende cultivar una
célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 en un medio de cultivo adecuado en condiciones
que permita la expresion de dicha enzima y recuperar la enzima resultante del cultivo.
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Figura 1

. 1 tectttagat tggattgana acttcctitt titatgtaaa aggataticg gggasatice

61 ctttttgaaa atttcatgac caaaaatccc cttaacgtga gttttegttc cactgagegt

121 cagacceegt agaaaagate asaggatett cttgagatec ittitttetg cgegtaatct

181 getgottgea aacaanaaaa ceeccgetac cageggtggt tigttteceg gatcaagage
241 taccaactot ttttccgaag gtaactgpct tcagcagage geagatacea aatactgtic

301 ttctagtgta gecgtagtta ggecaceact fcaagaacic tglagcaccg cctacatace

361 tcgetctpct aatcctgtta coagtggetg cigecagtgg cgataagtcg tgtettaceg

421 ggtiggactc aagacgatag ttaccggata aggegeageg gtegggetga acggegegtt
481 cgtgeacaca geecagettg gagegaacga cctacacega actgagatac ctacagegtg
541 agctatgaga aagogecacg cttccegaag ggagaaagge ggacaggtat ccggtaageg
601 geagggtcgg aacaggagag cgeacgaggg ageticeagg gggaaacgece tggtatcttt
661 atagtcctgt cggptttcge cacctotgac ttgagcgicg attittgtea tgctegtcag

721 gggpecggag cctatggaaa aacgccagea acgeggectt titacggtic ctggectttt
781 getggecttt tgetcacatg ttctttectg cgttatccce tgattetgtg gataacegta

841 ttaccgcett tgagtgaget gataccgete gocgeageeg aacgaccgag cgcagegagt
901 cagtgagcga ggaageggaa gagegeceaa tacgeaaace geeteteoee gegegtigge
961 cgattcatta atgcaggtta acctggetta tegaaattaa tacgactcac latagggaga
1021 ccggeagatc tgatatcatc gatgaattcg agcteggtac ceggggatee tctagagtcg
1081 acctgeagaa gtactggceag tecggeeteg cegecggege cgtcaaggag tgatctegeg
1141 ggagggecag tgtcogettg cageatgegt cacgticgte tgacggtctt gacgtgegce
1201 tageggetgg cecteectac ggaacatgta tatgatatgg agggacgete accgtptgcg
1261 atgegggetg gegegatatg geaccagece geategeatg teacagtiga tttttegteg
1321 atgegacggt tcggecggpg cgtcagacaa tgaaceagta atggagcgpga atatgagtaa
1381 acgeapaaag cacagtigpe cgeageceget gaagggegee gaatcecgte tctggtatgg
1441 cggtgattac aatccegace datggeegpa ggaggtetgg gacgatgata tecgtetgat
1501 gaagaaggee ggegteaace ttgtatcagt cggeatctte teatggpega agatcgagec
1561 ggaggaagge aagtacgatt tcgactgget gpaccegtgec atcgataage teggeaagge
1621 gggcatcget gtagacctog cetecgecac cgeeteccog ccgatgtgge tgacecagge
1681 ccatecggag gigetgigea aggacgageg cggegacace gigtgpecgg gtgocogtga
1741 peattggegt ccgacgagee ctgtgttceg cgagtacgeg ctgaacctgt geegtegtat
1801 ggeegageac tataagggea acceatacgt ggtggectgg cacgtgagea acgaatacgg
1861 ctgceacaac cgettegact acteggacga cgecatgege geettccaga agtggtgeaa
1921 gaagegetac aagaccatcg acgeggtgaa cgaggectgg ggaacagegt totggeecca
1981 geacatgaac gatttctceg agatcatece gectegetac atcgglgacg goaactteat
2041 gaacccggpc aagetgeteg actacaageg gticagetec gacgegetca aggageteta
2101 catcgecgaa cgtgacgtge tgpagteeat cacgeegggt ctgeogetga ceaccaattt
2161 catggtgtct geeggegget cgatgottga ctatgacgac tgggetgcgg apgiegattt
2221 cgtctccaac gaccactact tcacgeeggg cgaggaccat ttcgacgagg ttgegtacge
2281 cgegtegetg atggacggca tticacgeaa ggaacegtgg ticcagatgg ageattecac
2341 ctecgeggtg aattggegte cpatcaacta cegtgeggag ceggpctegg tegtpegega
2401 ctceetegeg caggtepota tggpcgeega tgccatetge tatttccagt ggegacagte
2461 caaggecgge geggagaagt ggeactecte gatggtgccg catgegggeg aggattcgea
2521 gatcticegt gatgtgigeg agetgpgege cgateiggga cgtetgteeg acgagggtct

10



ES 2342 125 T3

2581 gatgggcace aagacggtea agtccaaggt cgeegtegtg ttcgactacg agteccagtg
2641 ggccaccegag tacaccgega acccgaccea geaggtegat catiggaceg ageegtigga
2701 tiggttcege gegettgeeg acaacggeat caccgeegac giggtteegg tgeggtecga
2761 ttgggatice tacgagattg cegtgelgee gtpegtgtat ttgetgtceg aagagacgag
2821 ccgeagggtt cgggagttcg tggegaacgg cggeaagitg ttegtgacgt actacaccgg
2881 attgagcgac gagaacgacc acatctgget tggeggctac cegggetega ttegtgacgt
2941 cgteggegty cgegtegaag apticgecee gatgggeaac gacatgeegp gegeattgga
3001 tcacctcgac ctggacaatg gcacggtgge geatgactit gecgacgtga teacgtecac
3061 ggeegacacg tccacggtac tggectecta taaggeggaa cgetggaccg geatgaacga
3121 ggtgeceggee atcgtggeca acggglatgg cgacgggegg accgtatatg teggatgeeg
3181 tctgggecgt cagpggettg cgaagagect geeggegatg ctgggttcea tggggctgte
3241 ggacctcgee ggtgatggee geglpctgeg tgicgaacge gecgacgeeg cggeggegag
3301 cegettegag ticgtgttca accgeaccea tgaaceggtg accgtegacg ttgaagggga
3361 ggccategeg gettegetep cgeatgtoga cgacgpgegg gecaccateg atccgacggg
3421 tgttgtegtg ctecaggegat aatcgttgga aacactggge tgtaaggget taggaaagge
3481 gtatgtttge ggtgacacge gacatacgee ttatgggaaa gaaggegotg gegettaceg
3541 ggctgeggeg atgetggtea gegicgetge gtgeggeaac teaageagea geteegetee
3601 gaagcaggaa ggogacgtca aggaaatcac cgtgtgggct tggggectac getgactcag
3661 gtggccaagg acttcaaaaa aggagaccgg catcaatgtc aacctggtga acaccggeca
3721 ggecgacaag acetgggacg agttctatca-ggacgecaag aagaticaca cecttgecga
3781 caactactac atcacgtceg acaccggtgt cgecggotte tacgactega tgacctgget
3841 pgccagtgeg acgetgitct ccaccgaagg cgagacggte accattaace tgactggoge
3901 cccgaaggtc aaggeccgeg gtatettcgg cgactacett ggeaagtect acaccggcaa
3961 ccagaagetg agegatggeg tegeegettt gggaacagge tetgaaggac tacgegaagg
4021 atcagggcta caccgtcaag taaccttcge agtcaageaa tetggegtgg taatgacegg
4081 aatacgptga cetteggica tecctteete gtgtgaagge cectececte aacagggagg
4141 ggecttcaca tatctgeeee tgttgeaacg cgegtgtaaa ctetacgatg agogaattct
4201 tcccgacaca tcgageacge taaggagatg acatgacgat atcggeacgg tigtggegge
4261 tgcacctgea tatctttgtg ttgetcaaga tetgtgagat gacactggea geacgecice
4321 agcgegeege cggacacgeg cacecteate accgaatgga cgggggacca tatcatgacg
4381 actctgatcg ccaat
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Figura 2

MYMIWRDAHRVRCGLARYGTSPHRMSQLIFRRCDGSAGASDNEQVMERNMSK
RRKHSWPQPLKGAESRLWYGGDYNPDQWPEEVWDDDIRLMKKAGVNIL VSV
GIFSWAKIEPEEGKYDFDWLDRAIDKLGKAGIAVDLASATASPPMWLTQAHP
EVLWKDERGDTVWPGAREHWRPTSPVFREYALNLCRRMAEHYKGNPYVVAWH
VSNEYGCHNRFDYSDDAMRAFQKWCKKRYKTIDAVNEAWGTAFWAQEMNDFEFS
EIIPPRYIGDGNFMNPGKLLDYKRFSSDALKELYIAERDVLESITPGLPLTT
NFMVSAGGSMLDYDDWGAEVDFVSNDHYFTPGEDHFDEVAYAASLMDGI SRK
EPWFOMEHSTSAVNWRPINYRAEPGSVVRDSLAQVAMGADAICYFQWRQSKA
GAEKWHSSMVPHAGEDSQIFRDVCELGADLGRLSDEGLMGTKTVKSKVAVVEF
DYESQWATEYTANPTQQVDHWIEPLDWFRALADNGI TADVVPVRSDWDSYET
AVLPCVYLLSEETSRRVREFVANGGKLFVIYYTGLSDENDHIWLGGYPGSIR
DVVGVRVEEFAPMGNDMPGALDHLDLDNGTVAHDFADVITSTADTSTVLASY
KAERWTGMNEVPAIVANGYGDGRTVYVGCRLGRQGLAKSLPAMLGSMGLSDL
AGDGRVLRVERADAAAASRFEFVFNRTHEPVTVDVEGEAIAASLAHVDDGRA
TIDPTGVVVLRR
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> MCDONALD, Sarah C

<120> Producto y proceso

<130> 14011:KG

<150> GB 0606112.1

<151> 2006-03-28

<160> 2

<170> Patentln version 3.4

<210>1

<211> 4395

<212> ADN

<213> Bifidobacterium bifidum

<220>

<221> Beta-galactosidasa

<222> (1)..(4395)

<400> 1
tcctttagat tggattgaaa acttcctttt tttatgtaaa aggatattcg
crttttgaaa atttcatgac caaaaatccc cttaacgtga gttttegttc
cagacccegt agaaaagatc aaaggatctt cttgagatcc trrtrttcrg
gctgettgca aacaaaaaaa cccccgetac cageggtggt ttgtttgecg
taccaactct tttrccgaag gtaactggct tcagcagage gcagatacca
ttcragrgta gccgtagtta ggecaccact tcaagaacte tgtageaccey
tcgetetget aatcctgtta ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg
ggttggactc aagacgatag ttaccggata aggcgcagcg gtcgggetga
cgtgcacaca gcccagettg gagegaacga ccracaccga actgagatac
agctatgaga aagcgccacg cttcccgaag ggagaaagge ggacaggtat
gcagggtcgg aacaggagag €gcacgaggg agettccagg gggaaacgce
atagtcctgt cgggtttcge cacctctgac ttgagegtcg atttttgtoa
0ggggcggag ccrarggaaa aacgecagea acgeggectt tttacggtte
gctggecttt tgectcacatg trtetticctg cgttatcccc tgattctotg
ttaccgectt tgagtgagct gataccgetc gecgcagecg aacgaccgag
cagtgagcga ggaagcggaa gagegcccaa tacgcaaacc gectctcece
cgattcatta atgcaggtta acctggetta tcgaaattaa tacgacteac
ccggcagatc tgatatcatc gatgaattcg agctcggtac ccggggatcc
acctgcagaa gtactggcag tccggectcg ccgocggege cgtcaaggag
ggagggccag tgtccgettg cagcatgegt cacgttegtc tgacggtcett
tagcggetgg ccctcectac ggaacatgta tatgatatgg agggacgetc

gggaaattce
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgttc
cctacatacce
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggectttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgecgttgge
tatagggaga
tctagagtcg
tgatctcgeg
gacgtgcgece
accgtgtgeg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
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atgegggetg
atgcgacggt
acgcagaaag
cggtgattac
gaagaaggcc
ggaggaaggce
gggeatcget
ccatccggag
gcattggegt
ggccgageac
ctgccacaac
gaagcgctac
gcacatgaac
gaacccggge
catcgccgaa
catggtgtct
cgtctecaac
cgcgregetg
ctccgeggty
crccctegeg
caaggcegge
gatcttcegt
gatgggcace
ggccaccgag
ttggttcege
ttgggattec
ccgeagggtt
attgagegac
cgtcggegy
tcacctegac
ggcegacacg
ggtgeeggec
tctgggccgt
ggaccrcgee

ES 2342125 T3

gtgcgatatg gcaccageec gcatcgeatg

tcggecgagg
cacagttgge
aatccegace
ggegtcaace
aagtacgatt
gtagaccteg
gtgctgtgga
ccgacgagec
tataagggca
cgcttcgact
aagaccatcg
gatttcrccg
aagctgctcy
cqtgacgtge
gceggegget
gaccactact
atggacggca
aattggcgte
caggtcgeta
gcggagaagt
gatgtgtgcg
aagacggtca
tacaccgega
gcgettgecy
tacgagattg
cgggagttcg
gagaacgacc
cgcgtcgaag
ctggacaatg
tccacggtac
atcgtggeea
caggggcttg
ggrgatggee

cgtcagacaa
cgcageeget
aatggccgga
ttgtatcagt
tcgactgget
ccteegecac
aggacgaqgcg
ctgtgtteccg
acccatacgt
actcggacga
acgcggrgaa
agatcatcce
actacaagcyg
tggagtccat
cgatgcttga
teacgecggg
tttcacgcaa
cgatcaacta
tgggcgcega
ggcactectc
agctgggege
agtccaaggt
acccgaccea
acaacggcat
cegrgetgec
tggcgaacgg
acatctgget
agttcgeeec
gcacggtgge
tggcctecta
acgggtatgg
cgaagagccet
gegtgergeg

tgaacaagta
gaagggegec
9gaggtctgg
cggcatctte
ggaccgtgee
cgeerececy
cggcgacacc
cgagtacgeg
ggtggcctyg
cgecatgege
cgaggectygg
gectegetac
gttcagetee
cacgeeggge
ctatgacgac
cgaggaccat
ggaaccgrgg
ccgtgcggag
tgccarctge
gatggtgccg
cgatctggga
cgeegeegtg
gcaggrcgat
cacegeegac
gtgcgtgtat
cggcaagttg
tggeggctac
gatgggcaac
gcatgacttt
taaggcggaa
cgacgggcegg
gceggegatg
tgtcgaacge

tcacagttga
atggagrgga
gaatccegtc
gacgatgata
tcatgggcga
atcgataage
ccgargtgge
gtgtggcegg
ctgaacctgt
cacgtgagcea
gecetrccaga
ggaacagcgt
atcggtgacg
gacgegetca
ctgeegetga
tQgggtgcgy
ttcgacgagg
ttccagatgg
ccgggetegy
tatttccagt
catgegyggeg
cgtctgtecg
ttcgactacg
cattggaccg
gtggtecag
ttgctgteey
ttcgtgacgt
ccgggctcga
gacatgeegg
gccgacgtga
cgctggaceg
accgtatatg
ctgggttcca
gccgacgecg

tttrtcgteg
atatgagtaa
tctggtatgg
tccgtergat
agatcgagcee
tcggcaagge
tgacccagge
gtgcccgtga
gccgtcgtat
acgaatacgg
agtggtgcaa
tctgggecca
gcaacttcat
aggagcrcea
ccaccaattt
aggrcgattt
ttgcgtacge
agcattccac
tegtgegega
ggcgacagtc
aggattcgea
acgagggtct
agtcccageg
agcegttgga
tgcggtcega
aagagacgag
actacaccqgg
ttcgtgacgt
gegeattgga
tcacgtccac
gcatgaacga
tcggatgeeg
tggggetgtc
cggcggegag

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
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<210>2

<211> 738
<212> PRT

ccgettegag
ggccatcgeg
tgttgtcgtg
gtatgrttgc
ggetgeggeg
gaagcaggaa
gtggccaagg
gggcgacaag
caactactac
ggccagtgcg
cccgaaggte
ccagaagetg
atcagggcta

aatacggtga

" ggeettcaca

tcccgacaca
tgcacctgca
agcgegecge
actctgatcg

ttcgtgreca
gcttegeteg
ctcaggegat
ggtgacacge
atgctggtca
ggcgacgtca
acttcaaaasa
acctgggacg
atcacgtccg
acgctgttet
aaggcecgceg
agcgatggeg
caccgtcaag
cctteggtca
tatctgecec
tcgageacgce
tatctttgtg
cggacacgeg

ccaat

<213> Bifidobacterium bifidum

<220>

<221> Beta-galactosidasa
<222> (1)..(738)

<400> 2

ES 2342 125 T3

accgeacceca
cgcatgtcga
aatcgttgga
gacatacgec
gcgtegetge
aggaaatcac
aggagaccgg
agttctatca
acaccggtgt
tcaccgaagg
gtratcttcgg
tcgeecgettt
taacettege
tcccrectc
tgttgcaacg
taaggagatg
ttgetcaaga

caccctceatc

Met Tyr Met Ile ;rp Arg Asp
1

Arg Tyr Gly Igr ser Pro His

Cys ASp g}y ser Ala Gly ala

ASn Met Ser Lys Arg Arg Lys
SO 55

Ala Glu Ser Arg Leu Trp Tyr

tgaaccggtg
cgacgggegg
aacactgggc
tratgggaaa
gtgcggcaac
cgtgtggget
catcaatgtc
ggacgccaag
cgeeggette
cgagacggtc
cgactacctt
gggaacaggc
agtcaagcaa
gtgtgaaggc
cgcgtgtaaa
acatgacgat
tcrgtgagat
accgaatgga

accgtcgacg
gccaccatcg
tgtaagggct
gaaggcgetg
tcaagcagca
tggggcctac
aaccrggtga
aagattcaca
tacgactcga
accattaacc
ggcaagtcct
tctgaaggac
tctggegtgg
ccctececte
ctcracgatg
atcggcacgg
gacactggca
cgggggacca

ttgaaggaga
atccgacggg
taggaaaggce
gcgcttaceg
gctecgetee
gctgactcag
acaccggeca
cecettggega
tgacctgget
tgactggcge
acaccggcaa
tacgcgaagg
taatgaccyg
aacagggagg
agcgaattct
ttgtggcggc
gcacgeetec
tatcatgacg

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4395

Ala His Arg val Arg Cys Gly teu Ala
10 15

Arg Met Ser GIn Leu Ile Phe Arg Arg
25 30

40

Ser AsSp Asn Glu Gln Xgl Met Glu Arg

His Ser Trp Pro ggn Pro Leu Lys Gly

Gly Gly Asp Tyr Asa Pro Asp GIn Trp
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65

Pro Glu

val Asn

clu

Leu

ES 2342125 T3

70

val 'ggp Asp Asp Asp 1le

val ser val Gly 1le phe
100 105

GYu Glu Gly Lys Tyr Asp Phe .;38 Trp

Ley G}
13

Pro pro
145
Glu Arg
Ther Ser
Ala Glu
Asn Glu
210

Arg Ala
22
val Asn
Phe Ser
ASn Pro
Lys Glu
290
Gly teu
30§
Leu Asp

His Tyr

115

Lys
Met
Gly
pro
1
Tyr
Phe
Glu
Glu
Leu
Pro
Tyr

phe

Ala Gly rle Ala val asp
135
Trp teu Thr GIn Ala His
150
Asp Thr val trp Pro Gly
168
val phe Arg Glu Tyr Ala
180 185
r Lys Gly Asn Pro Tyr
R4 200
Gly Cys His Asn Arg Phe
Yy Cy %1% 9
Gln Lys Trp Cys Lys Lys
230 o
Ala Trp Gly Thr Ala phe
245
Ile 11e Pro Pro Arg Tyr
260 %
Lys Leu Leu AsSp Tyr Lys
280
Tyr 1le Ala Glu Arg Asp
295
teu Thr Thr Asn phe Met
310

ASp ASp Trp Gly Ala Glu
32g P

Thr Pro Gly Glu Asp Mis

75

Arg teu Met Lys Lys Ala
30 95

ser Trp Ala Lys 1le Glu
110
Leu Asp Arg Ala Ile As
9 128 P
Lteu Ala Ser Ala Thr Ala
140

Pro Giu val Leu Trp tys
155

Ala Arg Glu His Trp Ar
170 17

Leu ASn Leu Cys Arg Ar

296 19

val val Ala Trg His val
20!

ASp Tyr Ser Asp Asp Ala
R¢ 220 P

Arg Tyr Lys Thr 1le Asp

b

Trp Ala GIn His Met Asn
250 255

Ile Gly Asp Gly Asn Phe
y Asp 270
Arg Phe ser Ser Asp Ala
285

val Leu Glu Ser 11e The
300

val ser Ala Gly Gly ser
31S

val Asp phe val Ser asn
330 335

phe aAsp Glu val Ala Tyr

80
Gly

Pro

Lys

Sar

Asp

160

Pro

Met

Ser

Met

Ala

240

ASp

Met

Leu

pro

Met

320

Asp

Ala



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Glu

Glu

385

Ala

Glu

Ile

Asp

val

465

Leu

Trp

Glu

Leu

545

Trp

val

His

340

Ser Leu Met
355

His Ser Thr

370

Pro Gly Ser

Asp Ala Ile

Lys Trp His

420

phe Arg Asp
43

Glu Gly Leu

450

phe Asp Tyr

6iln Gin val

Ala Asp Asn

500

ASp Ser Tyr
515

Glu Thr Ser

530

Phe val Thr

Lew Gly Gly

Glu Glu Phe
580

Asp
Ser
val
15
Ser
va?l
Met
Glu
Asp
Gly
Glu
Arg
Tyr
4

Ala

ES 2342 125 T3

Gly

Ala

val
390

Tyr

Ser

cys

G6ly

Ser

470

His

Ile

Ile

Arg

Pro

Pro

Leu Asg Leu Asp Asn
59

Ile Thr Ser Thr Ala Asp

1le Ser Arg Lys
360 y

val

375

Arg

Phe

Met

Glu

Thr

4S5

Gln

Trp

Thr

Ala

val

535

Thr

Gly

Met

Gly

Thr

ASh

Asp

Gln

val

Leu

440

Lys

Trp

Thr

Ala

val

520

Arg

Gly

ser

Gly

The

600

ser

348

Trp

Ser

Trp

Pro

425

Gly

Thr

Ala

Glu

AsSp

S0S

Leu

Glu

Leu

1le

Asn

585

val

Thr

Arg Pro Ile
380

Leu Ala GIn
395

Arg Gln
410

Ser

His Ala Gly

Ala Asp Leu

val Lys Ser

460

The Glu Tyr
475 hid

Pro Leu Asp
490

val val pro
Pro Cys val

Ala
540

phe val

ser Asg Glu
55

Arg Asp val

578

ASp Met Pro

Ala His Asp

val Leu Ala

365

Asn
val
Lys
Glu
q

44

Lys
Thr

Trp

val

Asn
Asn
val
Gly
ggg

ser

350

Glu Pro Trp pPhe Gln Met

Tyr Arg Ala

Ala Met G}
40

Ala Gly Ala

41

AsSp Ser Gln
Arg Leu Ser

val Ala val

Ala Asn Pro

480

Phe Ala

Ar
49
Arg Ser Asp
51

Leu Leu Ser
Gly Gly Lys

Ile

ASp His
560

Gly val

AT
575 I

Ala Leu Asp
$90

Ala Asp val

Tyr Lys Ala
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610 615 620

Glu Arg Trp Thr Gly met Asn Glu val Pro Ala Ile val Ala Asn
625 630 635

r Gly Asp Gly Arg Thr val Tyr val Gly Cys Arg Leu Gly Arg
i 64? 650 9 Y 655

Gly Leu Ala Lys Ser Leu Pro Ala Met teu Gly Ser Met G'lg Leu
€660 665 67

‘Asp Leu Ala Gly Asp Gly Arg val Leu Arg val Glu Arg Ala As
P 675 680 68? e

Ala Ala Ala Ser Arg phe Glu phe val phe Asn ASS Thr His G6lu
690 695 7

val Thr val asp val Glu Gly Glu Ala Ile Ala Ala Ser Leu Ala

708 710 718

val Asp Asp Gly Arg Ala Thr Ile Asp pro Thr Gly val val val
P AsP 722 730 Y 738

Arg Arg

Gly
640
GIn
ser
Ala
Pro
His
720

Leu
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