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DESCRIPCION
Expresion de glicosiltransferasas eucariotas activas, solubles en organismos procariotas.
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona métodos mejorados para la produccion de glicosiltransferasas eucariotas activas,
solubles en microorganismos procariotas que tienen un entorno oxidante.

Antecedentes de la invenciéon

Los organismos eucariotas sintetizan estructuras de oligosacaridos o glicoconjugados, tales como glicolipidos o
glicoproteinas, que son comercial y terapéuticamente utiles. La sintesis in vitro de oligosacaridos o glicoconjugados
puede llevarse a cabo usando glicosiltransferasas eucariotas recombinantes. El método mas eficaz para producir
muchas proteinas recombinantes es expresar la proteina en bacterias. Sin embargo, en bacterias, muchas
glicosiltransferasas eucariotas se expresan como proteinas insolubles en cuerpos de inclusiéon bacterianos, y los
rendimientos de proteina glicosiltransferasa eucariota activa a partir de los cuerpos de inclusién pueden ser muy
bajos. Ademas, muchas glicosiltransferasas eucariotas se expresan como proteinas glicosiladas en sus células de
origen. Por tanto, se cree que la expresién de las proteinas en bacterias no incluiria patrones de glicosilacion
nativos, disminuyendo ademas la esperanza de expresion de proteina glicosiltransferasa eucariota activa. Véase,
por ejemplo, Breton et al., Biochimie 83:713-718 (2001). Por tanto, existe una necesidad de métodos mejorados para
producir glicosiltransferasas eucariotas enzimaticamente activas en organismos procariotas, tales como, por
ejemplo, bacterias. La presente invencion soluciona esta y otras necesidades.

Breve sumario de la invencion

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método de producciéon de una glicosiltransferasa eucariota
activa soluble segun la reivindicacion 1.

En una realizaciéon, la glicosiltransferasa eucariota es un miembro seleccionado de una N-
acetilglucosaminiltransferasa | (GnT o GNT) eucariota, una N-acetilgalactosaminiltransferasa (GalNAcT) eucariota,
una galactosiltransferasa (GalT) eucariota y una sialiltransferasa eucariota. Los ejemplos de cada una de estas
clases de enzimas incluyen, por ejemplo, para una N-acetilglucosaminiltransferasa eucariota proteinas GnT1, BGnT-
I, GnT-Il, GnT-Ill, GnT-IV (por ejemplo, GnT-IVa y GnT-IVb), GnT-V, GnT-VI, GnT-IVH, MGNT1 y OGT; para una N-
acetilgalactosaminiliransferasa eucariota proteinas GalNAc-T2, GalNAc-T1 y GalNAc-T3; para una
galactosiltransferasa (GalT) eucariota una (-1,4-galactosiliransferasa (GalT1) eucariota o una core 1
galactosiltransferasa (core 1 GalT1) eucariota; para una sialiltransferasa eucariota, una o(2,3)sialiltransferasa
(ST3Gal3) eucariota, una a-N-acetilgalactosaminida a-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAcT1) eucariota o una gal
B1,3GalNAc a2,3-sialiltransferasa (ST3Gall) eucariota.

Algunos ejemplos preferidos de glicosiltransferasas eucariotas para su uso en la invencion incluyen una N-
acetilglucosaminiltransferasa | (GnT1 o GNTI) eucariota, una N-acetilgalactosaminiltransferasa (GalNAcT) eucariota,
por ejemplo, una GalNAcT1, GalNAcT2 o GalNAcT3, una B-1,4-galactosiltransferasa (GalT1) eucariota, una a-2,3-
sialiltransferasa (ST3Gal3) eucariota, una a-N-acetilgalactosaminida «-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1)
eucariota, una gal p1,3GalNAc a2,3-sialiltransferasa (ST3Gal-1) eucariota y una core 1 galactosiltransferasa (Core-
1-GalT-1) eucariota.

En una primera realizacion el microorganismo procariota es una bacteria de E. coli o una de Pseudomonas que tiene
un entorno oxidante. Por ejemplo, la E. coli puede manipularse para inactivar acidos nucleicos de reductasa
genomicos o enddgenos, por ejemplo, un gen fxrB y un gen gor. Otras cepas de E. coli que pueden usarse incluyen,
por ejemplo, una cepa mutante trxB gor supp o una cepa mutante trxB gshA supp, ambas de las cuales se dan a
conocer en la patente estadounidense n.° 6.872.563. En una realizacion adicional, el microorganismo procariota, por
ejemplo, células de E. coli o células de Pseudomonas, se hacen crecer a una temperatura entre 12-30°C mientras se
expresa la glicosiltransferasa eucariota. El microorganismo procariota también puede expresar proteinas adicionales
para potenciar la solubilidad de la glicosiltransferasa eucariota, por ejemplo una proteina disulfuro isomerasa (PDI)
heterdloga o una proteina chaperona heteréloga, o tanto una PDI heterdloga como una proteina chaperona
heterdloga.

En otra realizacion, el método comprende ademas la etapa de aislar la glicosiltransferasa eucariota. En realizaciones
adicionales, la glicosiltransferasa eucariota comprende una etiqueta de purificacion, por ejemplo, un dominio de
proteina de uniéon a maltosa o un dominio de proteina de unién a almidon. En realizaciones adicionales, la
glicosiltransferasa eucariota soluble se produce a escala comercial. La escala comercial incluye la preparacion de
una cantidad suficiente de enzima para producir un producto glicosilado a una escala comercial (microgramo,
miligramo o gramo).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 demuestra el analisis de SDS-PAGE de la expresioén y purificacion parcial de ST3Gal-1 porcina truncada
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etiquetada con MBP soluble. Se expresé MBP-ST3Gal-1 en las cepas mutantes JM109 (carriles 2-5) y trxB gor supp
(carriles 6-9). Los carriles 2-3 y 6-7 son lisados clarificados antes y tras la incubaciéon con resina de amilosa,
respectivamente. Los carriles 4-5 y 8-9 son eluciones en serie de la resina de amilosa que contienen MBP-ST3Gal-1
parcialmente purificada. En el primer carril estan los marcadores de peso molecular.

La figura 2a demuestra el andlisis de SDS-PAGE de la expresion y purificacion parcial de GalNAc-T2 humana
truncada etiquetada con MBP soluble a partir de lisados mutantes de txrB gor supp (carriles 2-4). Los carriles 2-3
son lisados clarificados antes y tras la incubacion con resina de amilosa, respectivamente. El carril 4 es la elucion de
la resina de amilosa que contiene MBP-GalNAc-T2 parcialmente purificada. En el primer carril estan los marcadores
de peso molecular. La figura 2b demuestra el analisis de SDS-PAGE de la expresion y solubilidad de GalNAc-T2
humana truncada en los extremos amino y carboxilo terminales expresada en E. coli mutante trxB gor supp. Se
separaron las células lisadas mediante centrifugacion en fracciones insolubles (carril 2) y solubles (carril 3) y se
resolvieron mediante SDS-PAGE. En el primer carril estan los marcadores de peso molecular.

La figura 3 demuestra el analisis de SDS-PAGE de la expresion y purificacion parcial de Core-1-Gal-T1 de
Drosophila truncada etiquetada con MBP soluble. Se expresé MBP-Core-1-Gal-T1 y se purifico a partir de células
mutantes JM109 (carriles 2-3) y trxB gor supp (carriles 4-5). El carril 1 contiene marcadores de peso molecular. Los
carriles 2 y 4 son lisados clarificados y se muestran las eluciones de resina de amilosa parcialmente purificada en los
carriles 3y 5.

La figura 4 demuestra el analisis de SDS-PAGE de la expresion y purificacion parcial de ST6GalNAc-1 humana
truncada etiquetada con MBP soluble a partir de células mutantes trxB gor supp. El carril 1 contiene marcadores de
peso molecular. Los carriles 2 y 3 son lisados clarificados antes y tras la incubacién con resina de amilosa,
respectivamente. El carril 4 contiene MBP-ST6GalNAc-1 parcialmente purificada eluida de la resina de amilosa.

La figura 5 proporciona los rendimientos de actividad expresada a partir de experimentos de produccién de aumento
a escala para MBP-GalNAc-T2, MBP-Core-1-Gal-T1 y MBP-ST3Gal-1. Se indujeron recipientes de fermentacién de
diez litros sembrados con células mutantes trxB gor supp que expresaban el constructo indicado durante 48 horas.
Se monitorizé la actividad glicosiltransferasa (U/litro de medio) a partir de alicuotas tomadas en los tiempos
indicados tras la induccién.

La figura 6 demuestra la glicosilacion de interferén-alfa-2b usando glicosiltransferasas eucariotas producidas en E.
coli mutante trxB gor supp. Se analizaron los productos de reaccidon mediante espectrometria de masas MALDI TOF.
La figura 6A muestra interferén-alfa-2b no modificado. La figura 6B muestra el resultado de la incubaciéon con MBP-
GalNAc-T2 y UDP-GalNAc. La figura 6C muestra el resultado de la incubacién con MBP-GalNAc-T2, MBP-Core-1-
Gal-T1, UDP-GalNAc y UDP-Gal. Se observo la masa esperada debido a la adicion de GalNAc (esperada +203,2,
observada +209,1) o GalNAc-Gal (esperada +365,6, observada +365,3) a interferén-alfa-2b.

La figura 7 demuestra el analisis de SDS-PAGE de una reaccion de glicoPEGilacién usando glicosiltransferasas
eucariotas producidas en E. coli mutante trxB gor supp. En primer lugar, se incubd interferén-alfa-2b (carril 2) con
MBP-GalNAc-T2, MBP-Core-1-Gal-T1, UDP-GalNAc y UDP-Gal durante seis horas a 32°C (carril 3). Entonces, se
afadieron MBP-ST3Gal-1 y CMPSA-40kDa-PEG purificadas (carril 4, punto de tiempo de hora cero), y se incubaron
durante la noche a 32°C para permitir que se produjera la reaccion de glicoPEGilacion (carril 5). Los marcadores de
peso molecular estan en el primer carril.

La figura 8 proporciona el andlisis de SDS-PAGE de la solubilidad y purificaciéon parcial de GnT1 humana truncada
etiquetada con MBP (carriles 2-4, 8-10) y MBP-GnT1 C121S (carriles 5-7, 11-13) expresadas en cepas de E. coli
mutantes JM109 (carriles 2-7) y trxB gor supp (carriles 8-13). Se lisaron las células a partir de cultivos inducidos y se
separo el material insoluble mediante centrifugacion (carriles 2, 5, 8, 11). Se incubaron los sobrenadantes (carriles 3,
6, 9, 12) con resina de amilosa. Entonces se eluyeron las proteinas de fusion de MBP parcialmente purificadas de la
resina (carriles 4, 7, 10, 13). En el primer carril estan los marcadores de peso molecular.

La figura 9 proporciona el analisis de SDS-PAGE de la solubilidad y purificacién parcial de GalT1 bovina truncada
etiquetada con MBP (carriles 2-4, 8-10) y MBP-GalT1 C342T (carriles 5-7, 11-13) expresadas en cepas de E. coli
mutantes JM109 (carriles 2-7) y trxB gor supp (carriles 8-13). Se lisaron los cultivos inducidos y se separé el material
insoluble mediante centrifugacion (carriles 2, 5, 8, 11). Se incubaron los sobrenadantes (carriles 3, 6, 9, 12) con
resina de amilosa. Entonces, se eluyeron las proteinas de fusion de MBP parcialmente purificadas de la resina
(carriles 4, 7, 10, 13). En el primer carril estan los marcadores de peso molecular.

La figura 10 proporciona el analisis de SDS-PAGE de la expresion soluble y purificacion parcial de ST3Gal3 de rata
truncada etiquetada con MBP (carriles 2-4) y ST3Gal3 etiquetada con SBD-MBP (carriles 5-7) expresadas en una
cepa de E. coli mutante trxB gor supp. Los carriles 2-3 y 5-6 son lisados clarificados antes y tras la incubacion con
resina de amilosa, respectivamente. Los carriles 4 y 7 son las eluciones de la resina de amilosa que contienen
proteinas de fusion de ST3Gal3 parcialmente purificadas. En el primer carril estan los marcadores de peso
molecular.
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Definiciones

Las proteinas glicosiltransferasas recombinantes producidas mediante los métodos de la invencion son utiles para
transferir un sacarido de un sustrato donador a un sustrato aceptor. La adicion tiene lugar generalmente en el
extremo no reductor de un oligosacarido o resto de hidrato de carbono en una biomolécula. Las biomoléculas tal
como se definen en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, moléculas biolégicamente significativas
tales como hidratos de carbono, proteinas (por ejemplo, glicoproteinas) y lipidos (por ejemplo, glicolipidos,
fosfolipidos, esfingolipidos y gangliésidos).

Las siguientes abreviaturas se usan en el presente documento:
Ara = arabinosilo;

Fru = fructosilo;

Fuc = fucosilo;

Gal = galactosilo;

GalNAc = N-acetilgalactosilamino;
Glc = glucosilo;

GlcNAc = N-acetilglucosilamino;
Man = manosilo; y

NeuAc = sialilo (N-acetilneuraminilo)
FT o FucT = fucosiltransferasa*

ST = sialiltransferasa*

GalT = galactosiltransferasa*

Se usan ndmero arabigos o romanos de manera intercambiable en el presente documento segun la convencién de
nomenclatura usada en la técnica para indicar la identidad de una glicosiltransferasa especifica (por ejemplo, FTVIl y
FT7 se refieren a la misma fucosiltransferasa).

Se considera que los oligosacaridos tienen un extremo reductor y un extremo no reductor, si el sacarido en el
extremo reductor es o no de hecho un azucar reductor. Segun la nomenclatura aceptada, los oligosacaridos se
representan en el presente documento con el extremo no reductor a la izquierda y el extremo reductor a la derecha.

El término “acido sialico” se refiere a cualquier miembro de una familia de azucares carboxilados de nueve carbonos.
El miembro lo mas comun de la familia del acido sidlico es el acido N-acetil-neuraminico (acido 2-ceto-5-acetamido-
3,5-didesoxi-D-glicero-D-galactononulopiranos-1-6nico (a menudo abreviado como Neu5Ac, NeuAc o NANA). Un
segundo miembro de la familia es el acido N-glicoliineuraminico (Neu5Gc o NeuGc), en el que el grupo N-acetil de
NeuAc esta hidroxilado. Un tercer miembro de la familia del &cido sialico es el acido 2-ceto-3-desoxi-nonulosénico
(KDN) (Nadano et al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 11550-11557; Kanamori et al., J. Biol. Chem. 265: 21811-21819
(1990)). También se incluyen acidos sialicos 9-sustituidos tales como a 9-O-acil C4-Cs-Neu5Ac como 9-O-lactil-
Neu5Ac o 9-O-acetil-Neu5Ac, 9-desoxi-9-fluoro-Neu5Ac y 9-azido-9-desoxi-Neu5Ac. Para una revision de la familia
del acido sialico, véanse, por ejemplo, Varki, Glycobiology 2: 25-40 (1992); Sialic Acids: Chemistry, Metabolism and
Function, R. Schauer, Ed. (Springer-Verlag, Nueva York (1992)). La sintesis y el uso de compuestos de acido sialico
en un procedimiento de sialilacion se dan a conocer en la solicitud internacional WO 92/16640, publicada el 1 de
octubre de 1992.

Un “sustrato aceptor” para una glicosiltransferasa es un resto de oligosacarido que puede actuar como aceptor para
una glicosiltransferasa particular. Cuando el sustrato aceptor se pone en contacto con el sustrato donador de azucar
y la glicosiltransferasa correspondiente, y otros componentes de la mezcla de reaccion necesarios, y la mezcla de
reaccion se incuba durante un periodo de tiempo suficiente, la glicosiltransferasa transfiere residuos de azucar del
sustrato donador de azucar al sustrato aceptor. El sustrato aceptor a menudo variara para diferentes tipos de una
glicosiltransferasa particular. Por ejemplo, el sustrato aceptor para una galactosida 2-L-fucosiltransferasa (a1,2-
fucosiltransferasa) de mamifero incluirda una GalB1,4-GlcNAc-R en un extremo terminal no reductor de un
oligosacarido; esta fucosiltransferasa une un residuo de fucosa a la Gal mediante un enlace a1,2. GalB1,4-GIcNAc-R
y Galp1,3-GlcNAc-R terminales y analogos sialilados de los mismos son sustratos aceptores para a1,3 y a1,4-
fucosiltransferasas, respectivamente. Estas enzimas, sin embargo, unen el residuo de fucosa al residuo de GIcNAc
del sustrato aceptor. Por consiguiente, el término “sustrato aceptor” se toma en contexto con la glicosiltransferasa
particular de interés para una aplicacion particular. Se describen en el presente documento sustratos aceptores para
glicosiltransferasas adicionales. Los sustratos aceptores también incluyen por ejemplo, glicolipidos, péptidos,
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proteinas, glicopéptidos, glicoproteinas y proteinas terapéuticas.

Un “sustrato donador” para glicosiliransferasas es un azucar de nucleétido activado. Tales azucares activados
consisten generalmente en derivados de uridina, guanosina y citidina monofosfato (UMP, GMP y CMP,
respectivamente) de los azucares o derivados de difosfato (UDP, GDP y CDP, respectivamente) de los azlcares en
los que el nucledsido monofosfato o difosfato sirve como grupo saliente. Por ejemplo, un sustrato donador para
fucosiltransferasas es GDP-fucosa. Los sustratos donadores para sialiltransferasas, por ejemplo, son nucleétidos de
azucar activado que comprenden el acido sialico deseado. Por ejemplo, en el caso de NeuAc, el azucar activado es
CMP-NeuAc. Otros sustratos donadores incluyen por ejemplo, GDP-manosa, UDP-galactosa, UDP-N-
acetilgalactosamina, CMP-NeuAc-PEG (también denominada CMP-acido sialico-PEG), UDP-N-acetilglucosamina,
UDP-glucosa, UDP-acido glucorénico y UDP-xilosa. Los azucares incluyen, por ejemplo, NeuAc, manosa, galactosa,
N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, glucosa, acido glucurénico y xilosa. Los sistemas bacterianos,
vegetales y fungicos pueden usar a veces otros azlcares de nucleétido activados.

Un “método de remodelacion de una proteina, un péptido, una glicoproteina o un glicopéptido” tal como se usa en el
presente documento se refiere a la adicion de un residuo de azucar a una proteina, un péptido, una glicoproteina o
un glicopéptido usando una glicosiltransferasa. En una realizacion preferida, el residuo de azucar esta
covalentemente unido a una molécula de PEG.

Una “glicosiltransferasa eucariota” tal como se usa en el presente documento se refiere a una enzima que se deriva
de un organismo eucariota y que cataliza la transferencia de un residuo de azucar de un sustrato donador, es decir,
de un azucar de nucledtido activado, a un sustrato aceptor, por ejemplo, un oligosacarido, un glicolipido, un péptido,
una proteina, un glicopéptido o una glicoproteina. En realizaciones preferidas, una glicosiltransferasa eucariota
transfiere un azucar de un sustrato donador, es decir, un azucar de nucleétido, a un péptido, una proteina, un
glicopéptido o una glicoproteina. En otra realizacién preferida, una glicosiltransferasa eucariota es una
glicosiltransferasa transmembrana tipo Il. Las glicosiltransferasas transmembrana tipo |l no modificadas
normalmente incluyen un dominio citoplasmatico aminoterminal, un dominio transmembrana o de sefial-anclaje, una
region de tallo y un dominio catalitico. Véase, por ejemplo, Paulson y Colley, J. Biol. Chem. 264:17615-17618
(1989). Una dlicosiltransferasa eucariota puede derivarse de un organismo eucariota, por ejemplo, un organismo
eucariota unicelular o multicelular, una planta, un animal invertebrado, tal como Drosophila o C. elegans, un animal
vertebrado, un anfibio o reptil, un mamifero, un roedor, un primate, un ser humano, un conejo, una rata, un ratén,
una vaca o un cerdo y etc. Siguen ejemplos de glicosiltransferasas eucariotas y también se encuentran en la lista de
secuencias adjunta.

Una “sialiltransferasa eucariota” tal como se usa en el presente documento se refiere a una sialiltransferasa derivada
de un organismo eucariota. La enzima cataliza la transferencia de un resto acido sidlico de un donador de CMP-
acido sidlico a una molécula aceptora. Las sialiltransferasas eucariotas también pueden reconocerse por la
presencia de motivos estructurales conservados, por ejemplo, un motivo L de sialilo y un motivo S de sialilo tal como
se describe en Tsuji, J. Biochem. 120:1-13 (1996).

Motivos de sialiltransfersa adicionales, por ejemplo, el motivo muy pequefio (VS) y el motivo Ill, se describen en
Patel y Balaji, Glycobiology, 16:108-116 (2006), publicado electronicamente el 5 de octubre de 2005. Las
sialiltransferasas eucariotas incluyen enzimas que forman una variedad de enlaces incluyendo a2—3, a2—6, a2—38.
Las sialiltransferasas eucariotas transfieren el resto acido sidlico a diferentes azlcares aceptores en una molécula
aceptora, por ejemplo, galactosa, GalNAc y otra molécula de acido sialico. Las sialiltransferasas eucariotas que
catalizan la reaccién especifica, es decir, que son miembros de las familias de ST3Gal, ST6Gal, ST6GalNAc o
ST8Sia pueden identificarse por la presencia de residuos de aminoacido conservados dentro de esas familias. Tales
residuos de aminoacido conservados basados en la familia se dan a conocer en Patel y Balaji, Glycobiology, 16:108-
116 (2006), publicado electronicamente el 5 de octubre de 2005, que se incorpora en el presente documento como
referencia para todos los fines. Siguen ejemplos de sialiltransferasas eucariotas y también se encuentran en la lista
de secuencias adjunta.

Una “a(2,3)sialiltransferasa (ST3Gal3) eucariota” tal como se usa en el presente documento se refiere a una
a(2,3)sialiltransferasa aislada de un organismo eucariota. Esta enzima cataliza la transferencia de acido sialico a la
Gal de un glicésido de Galp1,3GIcNAc, Galp1,3GalNAc o Galp1,4GIcNAc (véanse, por ejemplo, Wen et al. (1992) J.
Biol. Chem. 267: 21011; Van den Eijnden et al. (1991) J. Biol. Chem. 256: 3159). El acido sidlico se une a una Gal
con la formacién de un enlace o entre los dos sacaridos. La uniéon (enlace) entre los sacaridos es entre la posicion 2
de NeuAc y la posiciéon 3 de Gal. Como otras glicosiltransferasas eucariotas, las enzimas ST3Gal3 tienen un dominio
transmembrana, una region de tallo y un dominio catalitico. Esta enzima particular puede aislarse del higado de la
rata (Weinstein et al. (1982) J. Biol. Chem. 257: 13845); se conocen las secuencias de ADNc (Sasaki ef al. (1993) J.
Biol. Chem. 268: 22782-22787; Kitagawa y Paulson (1994) J. Biol. Chem. 269: 1394-1401) y ADN gendmico
humanas (Kitagawa et al. (1996) J. Biol. Chem. 271: 931-938), facilitando la producciéon de esta enzima mediante
expresion recombinante. Se ha clonado ST3Gal3 de rata y la secuencia se conoce. Véase, por ejemplo, Wen et al.,
J. Biol. Chem. 267:21011-21019 (1992) y numero de registro M97754. Se dan a conocer proteinas ST3Gal3 a modo
de ejemplo en, por ejemplo, SEQ ID NOs:22-32.

Una “a-N-acetilgalactosaminida o-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAcT1 o ST6GalNAc-1) eucariota” tal como se usa
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en el presente documento se refiere a una o(2,6)sialiltransferasa aislada de un organismo eucariota. La enzima
cataliza la transferencia de acido sidlico de un donador de CMP-acido sidlico a una molécula aceptora. La
transferencia es un enlace 02,6 a N-acetilgalactosamina-O-Thr/Ser. Como otras glicosiltransferasas eucariotas, las
enzimas ST6GalNAcT1 tienen un dominio transmembrana, una regién de tallo y un dominio catalitico. Se han
aislado y caracterizado varias enzimas ST6GalNAcT1, por ejemplo, la secuencia de ratdén de longitud completa,
Kurosawa et al., J. Biochem. 127:845-854 (2000) y numero de registro JC7248. Se dan a conocer proteinas
ST6GalNAc-1 a modo de ejemplo en, por ejemplo, SEQ ID NOs:62-77.

Una “Gal B1,3GalNAc a2,3-sialilansferasa (ST3 Gall o ST3Gal-1) eucariota” tal como se usa en el presente
documento se refiere a una Gal B1,3GalNAc a2,3-sialiltransferasa aislada de un organismo eucariota. La enzima
cataliza la transferencia de acido sidlico de un donador de CMP-acido sialico a una molécula aceptora. La
transferencia es un enlace a.2,3 a N-acetilgalactosamina-O-Thr/ Ser. Como otras glicosiltransferasas eucariotas, las
enzimas ST3Gall tienen un dominio transmembrana, una regién de tallo y un dominio catalitico. Se han aislado y
caracterizado varias enzimas ST3Gall, por ejemplo, la secuencia porcina de longitud completa, Gillespie et al., J.
Biol. Chem. 267:21004-21010 (1992) y numero de registro A45073. Se dan a conocer proteinas ST3Gal-1 a modo
de ejemplo en, por ejemplo, SEQ ID NOs:53-61.

Otras sialiltransferasas que pueden usarse en la presente invencion incluyen, por ejemplo, proteinas “beta
galactésido alfa 2,6-sialiltransferasa (ST6Gal |) eucariotas”. Se dan a conocer proteinas ST6Gal 1 a modo de
ejemplo en, por ejemplo, SEQ ID NOs:78-82.

Las proteinas sialiltransferasa eucariotas usadas en la invencién también incluyen proteinas alfa 2,8 sialiltransferasa,
por ejemplo, ST8Sia I, ST8Sia Il, ST8Sia Ill y ST8Sia IV. Se encuentran ejemplos de estas proteinas
sialiltransferasa, por ejemplo, en SEQ ID NOs:83-97.

Una “N-acetilglucosaminiltransferasa eucariota” tal como se usa en el presente documento se refiere a una N-
acetilglucosaminiltransferasa derivada de un organismo eucariota. La enzima cataliza la transferencia de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) de un donador de UDPGIcNAc a una molécula aceptora. Como otras glicosiltransferasas
eucariotas, N-acetilglucosaminiltransferasa tiene un dominio transmembrana, una region de tallo y un dominio
catalitico. Siguen ejemplos de N-acetilglucosaminiltransferasas eucariotas y también se encuentran en la lista de
secuencias adjunta.

Una “B-1,2-N-N-acetilglucosaminiltransferasa eucariota | (GnTl o GNTI)” tal como se usa en el presente documento
se refiere a f-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | derivada de un organismo eucariota. Como oftras
glicosiltransferasas eucariotas, GnTI tiene un dominio transmembrana, una regién de tallo y un dominio catalitico.
Las proteinas GnT1 eucariotas incluyen, por ejemplo, humana, ndmero de registro NP_002397; de hamster chino,
numero de registro AAK61868; de conejo, numero de registro AAA31493; de rata, numero de registro NP_110488;
de hamster dorado, numero de registro AAD04130; de ratén, numero de registro P27808; de pez cebra, numero de
registro AAH58297; de Xenopus, numero de registro CAC51119; de Drosophila, numero de registro NP_525117; de
Anopheles, numero de registro XP_315359; de C. elegans, numero de registro NP_497719; de Physcomitrella
patens, numero de registro CAD22107; de Solanum tuberosum, numero de registro CAC80697; de Nicotiana
tabacum, numero de registro CAC80702; de Oryza sativa, numero de registro CAD30022; de Nicotiana
benthamiana, numero de registro CAC82507; y de Arabidopsis thaliana, nUmero de registro NP_195537.

Se dan a conocer proteinas GnT1 a modo de ejemplo en, por ejemplo, SEQ ID NOs:1-11. Otras proteinas de N-
acetilglucosaminiltransferasa eucariota que pueden usarse en la presente invencion incluyen, por ejemplo, BGnT-1,
GnT-ll, GnT-lll, GnT-IV (por ejemplo, GnT-IVa y GnT-IVb), GnT-V, GnT-VI y GnT-IVH, que se muestran a modo de
ejemplo en SEQ ID NOs:140-160.

Otras proteinas de N-acetilglucosaminiltransferasa eucariota pueden producirse usando los métodos de la presente
invencion e incluyen, por ejemplo, proteina fringe maniac, MGNT1 y proteinas OGT, mostradas a modo de ejemplo
en por ejemplo, SEQ ID NOs:171-175.

Una “N-acetilgalactosaminiltransferasa (GalNAcT) eucariota” tal como se usa en el presente documento, se refiere a
una N-acetilgalactosaminiltransferasa aislada de un organismo eucariota. La enzima cataliza la transferencia de N-
acetilgalactosamina (Gal-NAc) de un donador de UDP-GalNAc a una molécula aceptora. Como otras
glicosiltransferasas eucariotas, las enzimas GalNAcT tienen un dominio transmembrana, una regién de tallo y un
dominio catalitico. Se han aislado y caracterizado varias enzimas GalNAcT, por ejemplo, GaINAcT1, nimero de
registro X85018; GalNAcT2, numero de registro X85019 (ambas descritas en White et al., J. Biol. Chem. 270:24156-
24165 (1995)); y GalNAcT3, numero de registro X92689 (descrita en Bennett et al., J. Biol. Chem. 271:17006-17012
(1996)).

Siguen ejemplos de N-acetilgalactosaminiltransferasas eucariotas y también se encuentran en las figuras 12-36 y en
la lista de secuencias adjunta. Se dan a conocer proteinas de GalNAc-T2, GalNAc-T1 y GalNAc-T3 a modo de
ejemplo en, por ejemplo, SEQ ID NOs:33-40 y 192-197, 126-132 y 189-191, y 133-135, respectivamente.

Una “galactosiltransferasa eucariota” tal como se usa en el presente documento se refiere a una

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2374935713

galactosiltransferasa derivada de un organismo eucariota. La enzima cataliza la transferencia de galactosa de un
donador de UDP-Gal a una molécula aceptora. Como otras glicosiltransferasas eucariotas, las galactosiltransferasas
tienen un dominio transmembrana, una regidon de tallo y un dominio catalitico. Siguen ejemplos de
galactosiltransferasa eucariotas y también se encuentran en la lista de secuencias adjunta.

Una “B-1,4-galactosiltransferasa (GalT1) eucariota” tal como se usa en el presente documento se refiere a una p-1,4-
galactosiltransferasa derivada de un organismo eucariota. La enzima cataliza la transferencia de galactosa de un
donador de UDP-Gal a una molécula aceptora. Como otras glicosiltransferasas eucariotas, las enzimas GalT1 tienen
un dominio transmembrana, una regién de tallo y un dominio catalitico. Se han aislado y caracterizado varias
enzimas GalT1, por ejemplo, la secuencia bovina de longitud completa, D’Agostaro et al., Eur. J. Biochem. 183:211-
217 (1989) y numero de registro CAA32695. Se dan a conocer proteinas de GalT1 a modo de ejemplo en, por
ejemplo, SEQ ID NOs:12-21. Otras galactosiltransferasas que pueden usarse en la presente invencién incluyen, por
ejemplo, SEQ ID NOs:136-139.

Una “core | galactosiliransferasa (core 1 GalT1 o core-1-Gal-T1) eucariota” tal como se usa en el presente
documento se refiere a una proteina con actividad core 1 B1,3-galactosiltransferasa. Como otras glicosiltransferasas
eucariotas, las enzimas core 1 GalT1 tienen un dominio transmembrana, una regién de tallo y un dominio catalitico.
Se han aislado y caracterizado varias enzimas core 1 GalT1, por ejemplo, las secuencias de Drosophila y ser
humano. La proteina humana se caracteriza en Ju et al., J. Biol. Chem. 277 (1), 178-186 (2002). Se dan a conocer
proteinas de core 1 GalT1 a modo de ejemplo en, por ejemplo, SEQ ID NOs:41-52 y 198-199.

Una “fucosiltransferasa eucariota” tal como se usa en el presente documento se refiere a una fucosiltransferasa
derivada de un organismo eucariota. La enzima cataliza la transferencia de fucosa de un donador de UDP-fucosa a
una molécula aceptora. Como otras glicosiltransferasas eucariotas, las fucosiltransferasas tienen un dominio
transmembrana, una region de tallo y un dominio catalitico. Siguen ejemplos de galactosiltransferasa eucariotas y
también se encuentran en la lista de secuencias adjunta. Se dan a conocer proteinas de fucosiltransferasa eucariota
a modo de ejemplo que pueden usarse en la presente invencion en, por ejemplo, SEQ ID NOs:98-125. También se
incluyen en los métodos de la invencion proteinas de péptido-O-fucosiltransferasa, mostradas a modo de ejemplo
en, por ejemplo, SEQ ID NOs:167-170.

Otras proteinas de glicosiltransferasa eucariota que pueden usarse en la presente invencion incluyen, por ejemplo,
dolicol-fosfato manosiltransferasa polipéptido 1, o Dpm1, mostrada a modo de ejemplo en SEQ ID NO:162; proteinas
de alfa-1,6-manosiltransferasa, alfa-1,3-manosiltransferasa y beta-1,4-manosiltransferasa, mostradas a modo de
ejemplo en SEQ ID NOs: 163-166.

Una “proteina terapéutica” tal como se usa en el presente documento se refiere a una proteina, péptido,
glicoproteina o glicopéptido que se administra a un sujeto para tratar una enfermedad o disfuncion o para mejorar la
salud del sujeto. En una realizacion preferida el sujeto es un ser humano. En una realizacion preferida adicional, la
proteina terapéutica es una proteina humana. En una realizacién adicional, la proteina terapéutica esta glicosilada o
modificada de otra forma mediante una o mas glicosiltransferasas producidas en un microorganismo que tiene un
entorno intracelular oxidante.

Un “residuo de cisteina no apareado” tal como se usa en el presente documento se refiere a un residuo de cisteina
que, en una proteina correctamente plegada (es decir, una proteina con actividad biolégica), no forma una unién
disulfuro con ofro residuo de cisteina.

Una “pareja redox” se refiere a mezclas de reactivos de tiol reducidos y oxidados e incluyen glutation (GSH/GSSG),
cisteina/cistina, cisteamina/cistamina, DTT/GSSG y DTE/GSSG reducidos y oxidados. (Véase, por ejemplo, Clark,
Cur. Op. Biotech. 12:202-207 (2001)).

El término “oxidante” o “agente oxidante” se refiere a un compuesto que oxida moléculas en su entorno, es decir,
que cambia las moléculas en su entorno para que estén mas oxidadas y sean mas oxidantes. Un oxidante actua
aceptando electrones, reduciéndose de ese modo a si mismo tras haber oxidado un sustrato. Por tanto, un oxidante
es un agente que acepta electrones.

La expresion “condiciones oxidantes” o “entorno oxidante” se refiere a una condicién o un entorno en el que un
sustrato es mas probable que se oxide que se reduzca. Por ejemplo, el periplasma de una célula de E. coli de tipo
natural constituye un entorno oxidante, mientras que el citoplasma de una célula de E. coli de tipo natural es un
entorno reductor.

Una enzima en un “estado oxidado” se refiere a una enzima que tiene menos electrones que su forma reducida.

El término “reductor” o “agente reductor” se refiere a un compuesto que reduce moléculas en su entorno, es decir,
que cambia moléculas en su entorno para hacerlas mas reducidas y mas reductoras. Un agente reductor actua
donando electrones, oxidandose de ese modo a si mismo tras haber reducido un sustrato. Por tanto, un agente
reductor es un agente que dona electrones. Los ejemplos de agentes reductores incluyen ditiotreitol (DTT),
mercaptoetanol, cisteina, tioglicolato, cisteamina, glutation y borohidruro de sodio.
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El término “reductasa” se refiere a una tiorredoxina reductasa, glutation o glutation reductasa (también denominadas
“oxidoreductasas”) o cualquier otra enzima que pueda reducir miembros de los sistemas de tiorredoxina o
glutarredoxina.

La expresion “rutas de reductasa” se refiere a los sistemas en las células que mantienen el entorno en condiciones
reductoras, e incluyen el sistema de glutarredoxina y el sistema de tiorredoxina.

La expresion “condiciones reductoras” o “entorno reductor” se refiere a una condicion o un entorno en el que un
sustrato es mas probable que se reduzca que se oxide. Por ejemplo, el citoplasma de una célula eucariota
constituye un entorno reductor.

“Formacién de enlaces disulfuro” u “oxidacion de enlaces disulfuro”’, usadas de manera intercambiable en el
presente documento, se refiere al proceso de formacion de un enlace covalente entre dos cisteinas presentes en un
o dos polipéptidos. La oxidaciéon de enlaces disulfuro esta mediada por el intercambio tiol-disulfuro entre las cisteinas
del sitio activo de enzimas y cisteinas en la proteina diana. La formacién de enlaces disulfuros esta catalizada por
enzimas que se denominan catalizadores de formacién de enlaces disulfuro.

Una enzima en un “estado reducido”, tiene mas electrones que su forma oxidada.

La “reduccion de enlaces disulfuro” se refiere al proceso de escision de un enlace disulfuro, dando como resultado
de ese modo dos grupos tiol. La reduccién de enlaces disulfuro estd mediada por el intercambio tiol-disulfuro entre
las cisteinas del sitio activo de enzimas y cisteinas en la proteina diana.

La expresion “isomerizacion de enlaces disulfuro” se refiere a un intercambio de enlaces disulfuro entre diferentes
cisteinas, es decir, la reorganizacion de los enlaces disulfuro. La isomerizacion de los enlaces disulfuro esta
mediada por el intercambio tiol-disulfuro entre las cisteinas del sitio activo de enzimas y cisteinas en la proteina
diana y esta catalizada por isomerasas. En E. coli, la isomerizacién esta catalizada por DsbC o DsbG, una
oxidoreductasa de enlaces disulfuro periplasmica.

Un “catalizador de la formacién de enlaces disulfuro” es un agente que estimula la formacion de enlaces disulfuro.
Un agente de este tipo debe estar en un estado oxidado para ser activo.

Un “catalizador de la isomerizaciéon de enlaces disulfuro”, también denominado “enlace disulfuro isomerasa” es un
agente que estimula la isomerizacion de enlaces disulfuro. Un agente de este tipo debe estar en una forma reducida
para ser activo.

La expresion “poner en contacto” se usa en el presente documento de manera intercambiable con lo siguiente:
combinado con, afadido a, mezclado con, pasado sobre, incubado con, hecho fluir sobre, etc.

Las “proteinas chaperonas” son proteinas que se sabe que promueven el plegamiento apropiado de proteinas recién
sintetizadas. Las proteinas chaperonas incluyen, por ejemplo, factor desencadenante, miembros de la familia de
chaperona Hsp70, por ejemplo DnaK; miembros de la familia de chaperona Hsp100, por ejemplo ClpB, y miembros
de la familia de chaperona Hsp60, por ejemplo GroEL. Véase, por ejemplo, Sorensen y Mortensen, BioMed Central,
www.microbialcellfactories.com/content/4/1/1. Los chaperones también se sabe que permiten el plegamiento de la
proteina a 4°C, por ejemplo, Cpn60 y Cpn 10 de Oleispira antartica RB8". Véase, por ejemplo, Id. y Ferrer et al., Nat.
Biotechnol. 21:1266-1267 (2003).

“Proteina disulfuro isomerasas” o “proteinas PDI” pueden producir o reorganizar los enlaces disulfuro. Las proteinas
PDI se describen, por ejemplo, en Georgiou et al. patente estadounidense n.° 6.027.888, que se incorpora en el
presente documento como referencia para todos los fines. Las proteinas PDI se derivan de organismos procariotas y
eucariotas. Las proteinas PDI eucariotas incluyen las de la familia Interpro IPR005792 proteina disulfuro isomerasa.
Las proteinas PDI eucariotas incluyen proteinas PDI de por ejemplo, PDI de higado de rata, proteinas Ero1p y Pdi1p
de Sacchromyces. Las proteinas procariotas incluyen por ejemplo, DsbC de E. coli. Véase, por ejemplo, Frand et al.,
Trends in Cell Biol. 10:203-210 (2000).

Otras proteinas procariotas que actuan para mantener el estado redox de los enlaces disulfuro de proteinas
incluyen, por ejemplo, DsbB, DsbA, DsbC, DsbD y DsbG de E. coli. Estas proteinas se conocen bien en la técnica y
se describen en, por ejemplo, Beckwith et al. patente estadounidense n.° 6.872.563.

El término “PEG” se refiere a poli(etilenglicol). PEG es un polimero a modo de ejemplo que se ha conjugado a
péptidos. Se ha demostrado que el uso de PEG para derivatizar agentes terapéuticos peptidicos reduce la
inmunogenicidad de los péptidos y prolongar el tiempo de aclaramiento de la circulacidon. Por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 4.179.337 (Davis et al.) se refiere a péptidos no inmunogénicos, tales como enzimas y hormonas
peptidicas acopladas a polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol. Se usan entre 10 y 100 moles de polimero por mol
de péptido y se mantiene al menos el 15% de la actividad fisiolégica.

El término “actividad especifica” tal como se usa en el presente documento se refiere a la actividad catalitica de una
enzima, por ejemplo, una glicosiltransferasa recombinante de la presente invencién, y puede expresarse en
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unidades de actividad. Tal como se usa en el presente documento, una unidad de actividad cataliza la formacion de
1 umol de producto por minuto a una temperatura (por ejemplo, a 37°C) y valor de pH (por ejemplo, a pH 7,5) dados.
Por tanto, 10 unidades de una enzima es una cantidad catalitica de esa enzima en la que 10 umol de sustrato se
convierten en 10 umol de producto en un minuto a una temperatura de, por ejemplo, 37°C y un valor de pH de, por
ejemplo, 7,5.

Oligosacaridos “N-unidos” son los oligosacaridos que estan unidos a una estructura principal de péptido a través de
asparagina, por medio de un enlace asparagina-N-acetilglucosamina. Los oligosacaridos N-unidos también se
denominan “N-glicanos”. Los oligosacaridos N-unidos que se producen de manera natural tienen un nucleo
pentasacarido comun de MansGIcNAc,. Difieren en la presencia de y en el nimero de ramificaciones (también
denominadas antena) de azucares periféricos tales como N-acetilglucosamina, galactosa, N-acetilgalactosamina,
fucosa y acido sialico. Opcionalmente, esta estructura también puede contener una molécula de xilosa y/o molécula
de fucosa de nucleo. Usando las glicosiltransferasas eucariotas solubles producidas mediante los métodos de la
invencion, pueden producirse oligosacaridos que imitan estructuras N-unidas naturales o que estan disefiadas por el
usuario. En una realizacion de la invencion, las glicosiltransferasas eucariotas solubles que generan oligosacaridos
N-unidos se expresan en uno 0 mas microorganismos que tienen un entorno intracelular oxidante. Las
glicosiltransferasas eucariotas solubles que generan oligosacaridos N-unidos incluyen, por ejemplo, las enzimas
GnT1, GalT1y ST3Gal3.

Los oligosacaridos “O-unidos” son los oligosacaridos que estan unidos a una estructura principal de péptido a través
de treonina, serina, hidroxiprolina, tirosina o otros aminoacidos que contiene hidroxilo. Usando las
glicosiltransferasas eucariotas solubles producidas mediante los métodos de la invencion, pueden producirse
oligosacaridos que imitan estructuras O-unidas naturales o que estan disefadas por el usuario. En una realizaciéon
de la invencion, las glicosiltransferasas eucariotas solubles que generan oligosacaridos O-unidos se expresan en
uno o0 mas microorganismos que tienen un entorno intracelular oxidante. Las glicosiltransferasas eucariotas solubles
que generan oligosacaridos O-unidos incluyen, por ejemplo, las enzimas GalNAc-T2, Cor-1-Gal-T1, ST6GalNAc-1 y
ST3Gal-1.

Una “glicoforma sustancialmente uniforme” o un “patrén de glicosilacion sustancialmente uniforme”, cuando se hace
referencia a una especie de glicoproteina, se refiere al porcentaje de sustratos aceptores que se glicosilan mediante
la glicosiltransferasa de interés (por ejemplo, fucosiltransferasa). El experto en la técnica entendera que el material
de partida puede contener sustratos aceptores glicosilados. Por tanto, la cantidad calculada de la glicosilacion
incluira sustratos aceptores que se glicosilan mediante los métodos de la invencién, asi como aquellos sustratos
aceptores ya glicosilados en el material de partida.

El término “actividad bioldgica” se refiere a una actividad enzimatica de una proteina. Por ejemplo, actividad
biolégica de una sialiltransferasa se refiere a la actividad de transferir un resto de acido sialico de una molécula
donadora a una molécula aceptora. Actividad biolégica de una GalNAcT2 se refiere a la actividad de transferir un
resto de N-acetilgalactosamina de una molécula donadora a una molécula aceptora. Para proteinas de GalNAcT2,
una molécula aceptora puede ser una proteina, un péptido, una glicoproteina o un glicopéptido. Actividad biolégica
de una proteina GnT1 se refiere a la actividad de transferir un resto de N-acetilglucosamina de una molécula
donadora a una molécula aceptora. Actividad biolégica de una galactosiltransferasa se refiere a la actividad de
transferir un resto de galactosa de una molécula donadora a una molécula aceptora.

“Escala comercial” se refiere a la produccion a escala de gramos de un producto glicosilado en una Unica reaccion.
En realizaciones preferidas, escala comercial se refiere a la produccién de al menos aproximadamente 0,2, 0,5, 1, 2,
5, 10, 15, 25, 50, 75, 80, 90 6 100, 125, 150, 175, 200, 500 6 1000 gramos de un producto glicosilado en una uUnica
reaccion. Produccién a escala comercial de un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota se refiere a la produccion
a escala de gramos de un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota. En realizaciones preferidas, escala comercial
se refiere a la produccién de entre 1 U/kg de proteina y 1000 U/kg de proteina.

El término “sustancialmente” en las definiciones anteriores de “sustancialmente uniforme” generalmente significa que
al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80% o mas
preferiblemente al menos aproximadamente el 90% y todavia mas preferiblemente al menos aproximadamente el
95% de los sustratos aceptores para una glicosiltransferasa particular estan glicosilados.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos no naturales y que se producen de manera natural, por ejemplo,
aminoacidos sintéticos, asi como analogos de aminoacido y miméticos de aminoacido que funcionan de una manera
similar a los aminoacidos que se producen de manera natural. Los aminoacidos que se producen de manera natural
son los codificados por el cédigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican posteriormente, por ejemplo,
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Analogos de aminoacido se refiere a compuestos que tienen la
misma estructura quimica basica que un aminoacido que se produce de manera natural, es decir, un carbono a que
esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina,
sulféxido de metionina, metilsulfonio de metionina. Tales analogos tienen grupos R modificados (por ejemplo,
norleucina) o estructuras principales peptidicas modificadas, pero conservan la misma estructura quimica basica que
un aminoacido que se produce de manera natural. Miméticos de aminoacido se refiere a compuestos quimicos que
tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funciona de una
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manera similar a un aminoacido que se produce de manera natural.

» o«

“Proteina”, “polipéptido” o “péptido” se refieren a un polimero en el que los monémeros son aminoacidos y se unen
entre si a través de enlaces amida, alternativamente denominado polipéptido. Cuando los aminoacidos son a-
aminoacidos, puede usarse o bien el isdmero 6ptico L o bien el isémero 6ptico D. Adicionalmente, también se
incluyen aminoacidos no naturales, por ejemplo, B-alanina, fenilglicina y homoarginina. También pueden usarse
aminoacidos que no estan codificados por genes en la presente invencién. Ademas, también pueden usarse en la
invencion aminoacidos que se han modificado para que incluyan grupos reactivos. Todos los aminoacidos usados en
la presente invencion pueden ser o bien el isémero D bien el L. Se prefieren generalmente los isémeros L. Ademas,
otros peptidomiméticos son también utiles en la presente invencion. Para una revision general, véase, Spatola, A. F.,
en Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins, B. Weinstein, eds., Marcel Dekker, Nueva
York, p. 267 (1983).

El término “recombinante” cuando se usa con referencia a una célula indica que la célula replica un acido nucleico
heterdlogo, o expresa un péptido o proteina codificada por un acido nucleico heterélogo. Las células recombinantes
pueden contener genes que no se encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula. Las células
recombinantes también pueden contener genes que se encuentran en la forma nativa de la célula en la que los
genes se modifican y se reintroducen en la célula por medios artificiales. El término también abarca células que
contienen un acido nucleico endégeno para la célula que se ha modificado sin retirar el acido nucleico de la célula;
tales modificaciones incluyen las obtenidas mediante sustitucion génica, mutacién especifica de sitio y técnicas
relacionadas. Una “proteina recombinante” es una que se ha producido mediante una célula recombinante. En
realizaciones preferidas, una glicosiltransferasa eucariota recombinante se produce mediante una célula bacteriana
recombinante.

Una “proteina de fusion” se refiere a una proteina que comprende secuencias de aminoacidos que estan ademas de,
en lugar de, son menos que y/o son diferentes de las secuencias de aminoacidos que codifican para la proteina de
longitud completa u original o subsecuencias de la misma. Puede afiadirse mas de un dominio adicional a una
glicosiltransferasa tal como se describe en el presente documento, por ejemplo, un dominio auxiliar y una etiqueta de
epitopo o etiqueta de purificacion, o multiples etiquetas de epitopo o etiquetas de purificacion.

Los componentes de las proteinas de fusién incluyen “enzimas auxiliares” y/o “etiquetas de purificacién”. Una
“enzima auxiliar’ tal como se hace referencia en el presente documento es una enzima que esta implicada en la
catalizacion de una reaccion que, por ejemplo, forma un sustrato para una glicosiltransferasa. Una enzima auxiliar
puede, por ejemplo, catalizar la formaciéon de un azucar de nucleétido que se usa como un resto donador por una
glicosiltransferasa. Una enzima auxiliar también puede ser una que se usa en la generacion de un trifosfato de
nucleétido requerido para la formacién de un azucar de nucleétido, o en la generacién del azicar que se incorpora al
azucar de nucleodtido. Se dan a conocer ejemplos de enzimas auxiliares y fusién de enzimas auxiliares, por ejemplo,
en la solicitud PCT CA98/01180, presentada el 15 de diciembre de 1998.

Las glicosiltransferasas recombinantes de la invencién pueden construirse y expresarse como una proteina de fusion
con un “etiqueta de purificacion” molecular en un extremo, que facilita la purificacion de la proteina. Tales etiquetas
también pueden usarse para la inmovilizacion de una proteina de interés durante la reaccion de glicosilacion. Las
etiquetas adecuadas incluyen “etiquetas de epitopo”, que son una secuencia de proteina que se reconoce
especificamente por un anticuerpo. Se incorporan generalmente etiquetas de epitopo en las proteinas de fusién para
permitir el uso de un anticuerpo facilmente disponible para detectar o aislar inequivocamente la proteina de fusion.
Una “etiqueta FLAG” es una etiqueta de epitopo cominmente usada, que se reconoce especificamente por un
anticuerpo anti-FLAG monoclonal, que consiste en la secuencia AspTyrLysAspAspAspAspLys (SEQ ID NO:201) o
una variante sustancialmente idéntica del mismo. Otras etiquetas de epitopo que pueden usarse en la invencion
incluyen, por ejemplo, etiqueta myc, AU1, AU5, DDDDK (SEQ ID NO:202) (EC5), etiqueta E, etiqueta E2, Glu-Glu,
un péptido de 6 residuos, EYMPME (SEQ ID NO:203), derivado de la proteina T media de Polioma, HA, HSV, IRS,
KT3, etiqueta S, etiqueta S1, etiqueta T7, etiqueta V5, VSV-G, B-galactosidasa, Gal4, proteina fluorescente verde
(GFP), luciferasa, proteina C, proteina A, proteina de unién a celulosa, GST (glutation S-transferasa), una etiqueta
step; Nus-S, PPl-asas, Pfg 27, proteina de unién a calmodulina, dsb A y fragmentos de los mismos, y granzima B.
Estan disponibles comercialmente anticuerpos y péptidos de epitopo que se unen especificamente a secuencias de
epitopo de, por ejemplo, Covance Research Products, Inc.; Bethyl Laboratories, Inc.; Abcam Ltd.; y Novus
Biologicals, Inc.

Los expertos en la técnica conocen otras etiquetas de purificacion adecuadas, e incluyen, por ejemplo, una etiqueta
de afinidad tal como un péptido de hexahistidina (SEQ ID NO:204) u otros péptidos de polihistidina, que se uniran a
iones metalicos tales como iones niquel o cobalto. Las proteinas que comprenden etiquetas de purificacion pueden
purificarse usando una pareja de unién que une a la etiqueta de purificacion, por ejemplo, anticuerpos frente a la
etiqueta de purificacion, resinas o iones niquel o cobalto y amilosa, maltosa o una ciclodextrina. Las etiquetas de
purificacion también incluyen dominios de unién a almidén, dominios de tiorredoxina de E. coli (vectores y
anticuerpos disponibles comercialmente de por ejemplo, Santa Cruz Biotechnology, Inc. y Alfa Diagnostic
International, Inc.), y la mitad carboxilo terminal de la proteina SUMO (vectores y anticuerpos disponibles
comercialmente de por ejemplo, Life Sensors Inc.). Los dominios de uniéon a almidén, tales como un dominio de
unién a maltosa de E. coli y SBD (dominio de unidon a almidén) de una amilasa de A. niger, se describen en el
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documento WO 99/15636, incorporado en el presente documento como referencia. La purificacion por afinidad de
una proteina de fusion que comprende un dominio de unién a almidéon usando una resina derivatizada con
betaciclodextrina se describe en el documento USSN 60/468.374, presentado el 5 de mayo de 2003.

Las glicosiltransferasas también pueden incluir una etiqueta proteica de autoescision, tal como una “inteina”. Las
inteinas facilitan el retiro de, por ejemplo, una etiqueta de epitopo o de purificacion. Las inteinas y los kits para su
uso estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de New England Biolabs.

La expresion “dominio funcional” con referencia a las glicosiltransferasas se refiere a un dominio de la
glicosiltransferasa que confiere 0 modula una actividad de la enzima, por ejemplo, especificidad de sustrato aceptor,
actividad catalitica, afinidad de unién, localizacion dentro del aparato de Golgi, anclaje a una membrana celular u
otra actividad bioquimica o biolégica. Los ejemplos de dominios funcionales de glicosiltransferasas incluyen, pero no
se limitan a, el dominio catalitico, la regién de tallo, el dominio transmembrana o de sefial-anclaje y la cola
citoplasmatica amino terminal.

La expresion “nivel de expresiéon” con referencia a una proteina se refiere a la cantidad de una proteina producida
por una célula. La cantidad de proteina producida por una célula puede medirse mediante los ensayos y las
unidades de actividad descritas en el presente documento o conocidas por el experto en la técnica. Un experto en la
técnica sabria como medir y describir la cantidad de proteina producida por una célula usando una variedad de
ensayos y unidades, respectivamente. Por tanto, la descripcion cuantitativa y la cuantificacion del nivel de expresion
de una proteina, por ejemplo, una glicosiltransferasa, no se limita a los ensayos usados para medir la actividad o las
unidades usadas para describir la actividad, respectivamente. La cantidad de proteina producida por una célula
puede determinarse mediante ensayos conocidos convencionales, por ejemplo, el ensayo de proteinas de Bradford
(1976), el kit de ensayo de proteinas con acido bicinconinico de Pierce (Rockford, lllinois), o tal como se describe en
la patente estadounidense n.° 5.641.668. Otro método de determinacion de la expresion de proteinas es analizar un
lisado u otra muestra que contiene la proteina usando electroforesis en gel, por ejemplo, SDS-PAGE, seguido por
una etapa de visualizacion. Las etapas de visualizacion incluyen tintes y colorantes de proteina, por ejemplo, tinte de
plata o Comassie, o inmunoensayos, tales como analisis de inmunotransferencia de tipo Western usando un
anticuerpo que se unira especificamente a la proteina de interés. Los anticuerpos pueden dirigirse contra la
glicosiltransferasa o contra una etiqueta de epitopo o de purificacion covalentemente unida a la proteina.

El término “actividad enzimatica” se refiere a una actividad de una enzima y puede medirse mediante los ensayos y
las unidades descritas en el presente documento o conocidas por un experto en la técnica. Los ejemplos de una
actividad de una glicosiltransferasa incluyen, pero sin limitarse a, las asociadas con los dominios funcionales de la
enzima, por ejemplo, especificidad de sustrato aceptor, actividad catalitica, afinidad de union, localizaciéon dentro del
aparato de Golgi, anclaje a una membrana celular, u otra actividad bioquimica o biolégica.

Una “region de tallo” con referencia a glicosiltransferasas se refiere a un dominio de proteina, o una subsecuencia de
la misma, que en las glicosiltransferasas nativas esta ubicado adyacente al dominio transmembrana o de sefial-
anclaje, entre la regiéon de membrana y el dominio catalitico mas corto, y se ha notificado que funciona como una
sefial de retencién para mantener la glicosiltransferasa en el aparato de Golgi y como un sitio de escisiéon
proteolitica. Las regiones de tallo generalmente comienzan con el primer aminoacido hidrofilo tras el dominio
transmembrana hidréfobo y terminan en el dominio catalitico, o en algunos casos el primer residuo de cisteina tras el
dominio transmembrana. Las regiones de tallo a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitarse a, la regién de tallo de
fucosiltransferasa VI, residuos de aminoacido 40-54; la regién de tallo de GnT1 de mamifero, residuos de
aminoacido desde aproximadamente 36 hasta aproximadamente 103 (véase, por ejemplo, la enzima humana); la
region de tallo de GalT1 de mamifero, residuos de aminoacido desde aproximadamente 71 hasta aproximadamente
129 (véase por ejemplo, la enzima bovina); la regién de tallo de ST3Gallll de mamifero, residuos de aminoacido
desde aproximadamente 29 hasta aproximadamente 84 (véase, por ejemplo, la enzima de rata); la region de tallo de
Core-1-Gal-T1 de invertebrados, residuos de aminoacido desde aproximadamente 36 hasta aproximadamente 102
(véase por ejemplo, la enzima de Drosophila); la region de tallo de Core-1-Gal-T1 de mamifero, residuos de
aminoacido desde aproximadamente 32 hasta aproximadamente 90 (véase por ejemplo, la enzima humana); la
region de tallo de ST3Gall de mamifero, residuos de aminoacido desde aproximadamente 28 hasta
aproximadamente 61 (véase por ejemplo, la enzima porcina) o para la enzima humana los residuos de aminoacido
desde aproximadamente 18 hasta aproximadamente 58; la regién de tallo de ST6GalNAc-1 mamifero, residuos de
aminoacido desde aproximadamente 30 hasta aproximadamente 207 (véase por ejemplo, la enzima murina),
aminoacidos 35-278 para la enzima humana o aminoacidos 37-253 para la enzima del pollo; la region de tallo de
GalNAc-T2 de mamifero, residuos de aminoacido desde aproximadamente 71 hasta aproximadamente 129 (véase
por ejemplo, la enzima de rata).

Un “dominio catalitico” se refiere a un dominio de proteina, o una subsecuencia de la misma, que cataliza una
reaccion enzimatica realizada por la enzima. Por ejemplo, un dominio catalitico de una sialiltransferasa incluira una
subsecuencia de la sialiltransferasa suficiente para transferir un residuo de &cido sialico de un donador a un sacarido
aceptor. Un dominio catalitico puede incluir una enzima entera, una subsecuencia de la misma o puede incluir
secuencias de aminoacidos adicionales que no estan unidas a la enzima, o una subsecuencia de la misma, tal como
se encuentra en la naturaleza. Una region catalitica a modo de ejemplo es, pero sin limitarse a, el dominio catalitico
de fucosiltransferasa VII, residuos de aminoacido 39-342; el dominio catalitico de GnT1 de mamifero, residuos de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2374935713

aminoacido desde aproximadamente 104 hasta aproximadamente 445 (véase, por ejemplo, la enzima humana); el
dominio catalitico de GalT1 de mamifero, residuos de aminoacido desde aproximadamente 130 hasta
aproximadamente 402 (véase por ejemplo, la enzima bovina); y el dominio catalitico de ST3Gal3 de mamifero,
residuos de aminoacido desde aproximadamente 85 hasta aproximadamente 374 (véase, por ejemplo, la enzima de
la rata). Se describen dominios cataliticos y mutantes de truncamiento de proteinas de GalNAc-T2 en el documento
USSN 60/576.530 presentado el 3 de junio de 2004; y solicitud de patente provisional estadounidense con numero
de expediente del apoderado 040853-01-5149-P1, presentada el 3 de agosto de 2004. Los dominios cataliticos
también pueden identificarse mediante alineacion con glicosiltransferasas conocidas.

Una “subsecuencia” se refiere a una secuencia de acidos nucleicos o aminoacidos que comprende una parte de una
secuencia mas larga de acidos nucleicos o aminoacidos (por ejemplo, proteina) respectivamente.

Un “truncamiento de glicosiltransferasa” o una “glicosiltransferasa truncada” o sus variantes gramaticales, se refieren
a una glicosiltransferasa que tiene menos residuos de aminoacido que una glicosiltransferasa que se produce de
manera natural, pero que conserva la actividad enzimatica. Las glicosiltransferasas truncadas incluyen, por ejemplo,
enzimas GnTI truncadas, enzimas GalT1 truncadas, enzimas ST3Gallll truncadas, enzimas GalNAc-T2 truncadas,
enzimas core 1 GalT1 truncadas, residuos de aminoacido desde aproximadamente 32 hasta aproximadamente 90
(véase por ejemplo, la enzima humana); enzimas ST3Gal1 truncadas, enzimas ST6GalNAc-1 truncadas y enzimas
GalNAc-T2 truncadas. Cualquier nimero de residuos de aminoacido puede delecionarse siempre y que la enzima
conserve su actividad. En algunas realizaciones, pueden delecionarse dominios o partes de dominios, por ejemplo,
un dominio de sefial-anclaje puede delecionarse dejando un truncamiento que comprende una region de tallo y un
dominio catalitico; un dominio de sefial-anclaje y una parte de una regién de tallo pueden delecionarse dejando un
truncamiento que comprende la regién de tallo restante y un dominio catalitico; o un dominio de sefial-anclaje y una
regién de tallo pueden delecionarse dejando un truncamiento que comprende un dominio catalitico. También pueden
producirse truncamientos de glicosiltransferasa en el extremo C-terminal de la proteina. Por ejemplo, algunas
enzimas GalNAcT tienen un dominio de lectina C-terminal que puede delecionarse sin disminuir la actividad
enzimatica.

El término “acido nucleico” se refiere a un polimero de ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos en forma o bien
mono o bien bicatenaria, y a menos que se limite de otra manera, abarca analogos conocidos de nucledtidos
naturales que se hibridan con acidos nucleicos de una manera similar a nucleétidos que se producen de manera
natural. A menos que se indique de lo contrario, una secuencia de &cido nucleico particular incluye la secuencia
complementaria de la misma.

Un “casete de expresion recombinante” o simplemente un “casete de expresion” es un constructo de acido nucleico,
generado de manera recombinante o sintética, con elementos de acido nucleico que pueden afectar a la expresion
de un gen estructural en huéspedes compatibles con tales secuencias. Los casetes de expresién incluyen al menos
promotores y, opcionalmente, sefiales de terminacion de la trascripcion. Normalmente, el casete de expresion
recombinante incluye un acido nucleico que va a trascribirse (por ejemplo, un acido nucleico que codifica para un
polipéptido deseado), y un promotor. También pueden usarse factores necesarios o utiles adicionales para efectuar
la expresion tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, un casete de expresion también puede
incluir secuencias de nucledtidos que codifican para una secuencia sefial que dirige la secrecion de una proteina
expresada a partir de la célula huésped. También pueden incluirse en un casete de expresion sefales de
terminacion de la trascripcion, potenciadores y otras secuencias de acido nucleico que influyen en la expresion
génica. En realizaciones preferidas, un casete de expresion recombinante que codifica para una secuencia de
aminoacidos que comprende una glicosiltransferasa eucariota se expresa en una célula huésped bacteriana.

Una “secuencia heteréloga” o un “acido nucleico heterélogo”, tal como se usa en el presente documento, es una que
se origina a partir de una fuente foranea a la célula huésped particular, o, si es a partir de la misma fuente, se
modifica con respecto a su forma original. Por tanto, un gen de glicoproteina heteréloga en una célula huésped
eucariota incluye un gen que codifica para una glicoproteina que es enddégeno para la célula huésped particular que
se ha modificado. La modificacidon de la secuencia heteréloga puede producirse, por ejemplo, tratando el ADN con
una enzima de restriccion para generar un fragmento de ADN que puede estar operativamente unido al promotor.
Técnicas tales como mutagénesis dirigida al sitio son también utiles para modificar una secuencia heteréloga.

El término “aislado” se refiere a material que esta sustancial o esencialmente libre de componentes que interfieren
con la actividad de una enzima. Para un sacarido, proteina o acido nucleico de la invencién, el término “aislado” se
refiere a material que esta sustancial o esencialmente libre de componentes que normalmente acomparian al
material tal como se encuentra en su estado nativo. Normalmente, un sacarido, proteina o acido nucleico aislado de
la invencion es al menos aproximadamente el 80% puro, habitualmente al menos aproximadamente el 90% y
preferiblemente al menos aproximadamente el 95% puro tal como se mide mediante la intensidad de bandas en un
gel tefiido con plata u otro método para determinar la pureza. La pureza u homogeneidad puede indicarse mediante
varios medios bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una proteina o acido nucleico en una muestra puede
resolverse mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, y entonces la proteina o acido nucleico puede
visualizarse mediante tincidn. Para ciertos fines puede ser deseable alta resolucion de la proteina o acido nucleico y
puede utilizarse HPLC o un medio similar para la purificacion, por ejemplo.
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La expresion “operativamente unido” se refiere al enlace funcional entre una secuencia de control de la expresién de
acido nucleico (tal como un promotor, secuencia sefial o alineamiento de sitios de unién de factores de trascripcion)
y una segunda secuencia de acido nucleico, en el que la secuencia de control de la expresion afecta a la trascripcion
y/o traduccioén del acido nucleico correspondiente a la segunda secuencia.

Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad,” en el contexto de dos 0 mas acidos nucleicos o secuencias de
proteinas, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado
de residuos de aminoacido o nucledtidos que iguales, cuando se comparan y alinean para una correspondencia
maxima, tal como se mide usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o mediante
inspeccion visual.

La frase “sustancialmente idéntico/a”, en el contexto de dos acidos nucleicos o proteinas, se refiere a dos o mas
secuencias o subsecuencias que tienen al menos mas de aproximadamente el 60% de identidad de secuencia de
aminoacidos o acido nucleico, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, preferiblemente el 91%, el 92%, el
93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% de identidad de residuos de aminoacido o nucledtido, cuando
se comparan y alinean para una correspondencia maxima, tal como se mide usando uno de los siguientes
algoritmos de comparacion de secuencias o mediante inspeccién visual. Preferiblemente, existe identidad sustancial
a lo largo de una region de las secuencias que tiene al menos aproximadamente de 50 residuos de longitud, mas
preferiblemente a lo largo de una region de al menos aproximadamente 100 residuos y lo mas preferiblemente las
secuencias son sustancialmente idénticas a lo largo de al menos aproximadamente 150 residuos. En la realizacion
mas preferida, las secuencias son sustancialmente idénticas a lo largo de toda la longitud de las regiones
codificantes.

Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la que se
comparan secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de
referencia y de prueba se introducen en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si es necesario,
y se designan parametros del programa de algoritmo de secuencia. El algoritmo de comparacién de secuencias
calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba con respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los parametros de programa designados.

Puede realizarse una alineacién de secuencias 6ptima para la comparacion, por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineaciéon de
homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante el método de busqueda de similitud de
Pearson y Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones informatizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion visual (véase generalmente, Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing
Associates, Inc. y John.Wiley and Sons, Inc., (suplemento de 1995) (Ausubel)).

Ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-
410 y Altschuel et al. (1977) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente. El software para realizar analisis
BLAST esta disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica en primer lugar identificar pares de secuencias de alta puntuacion
(HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que o bien coinciden o bien
satisfacen alguna puntuacion T umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en
una secuencia de la base de datos. T se denomina umbral de puntuacién de palabra vecina (Altschul et al., citado
anteriormente). Estos aciertos de palabras vecinas iniciales actian como simientes para iniciar busquedas para
encontrar HSP mas largas que los contengan. Los aciertos de palabras se extienden entonces en ambas direcciones
a lo largo de cada secuencia tanto como pueda aumentarse la puntuacion de alineacién acumulativa. Las
puntuaciones acumulativas se calculan usando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacion de
recompensa para un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacion de penalizacién para residuos no
coincidentes; siempre < 0). Para las secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacién para calcular la
puntuacién acumulativa. La extensién de los aciertos de palabra en cada direccién se detiene cuando: la puntuacion
de alineacion acumulativa desciende en la cantidad X desde su valor maximo logrado; la puntuacién acumulativa
baja hasta cero o menos, debido a la acumulacion de una o mas alineaciones de residuos de puntuacién negativa, o
se alcanza el extremo de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y la velocidad de la alineacién. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa como
valores por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacioén de
ambas hebras. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como valores por defecto una longitud
de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacién BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)).

Ademas, para calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA
90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma
mas pequena (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual una coincidencia entre dos

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2374935713

secuencias de aminoacidos o nucledtidos se produciria de casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera
similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparacion del acido
nucleico de prueba con respecto al acido nucleico de referencia es inferior a aproximadamente 0,1, mas
preferiblemente inferior a aproximadamente 0,01 y lo mas preferiblemente inferior a aproximadamente 0,001.

Una indicacion adicional de que dos secuencias de acido nucleico o proteinas son sustancialmente idénticas es que
la proteina codificada por el primer acido nucleico produce reacciones cruzadas inmunolégicamente con la proteina
codificada por el segundo acido nucleico, tal como se describe a continuacién. Por tanto, normalmente una proteina
es sustancialmente idéntica a una segunda proteina, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren soélo por
sustituciones conservativas. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas
es que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones de rigurosidad, tal como se describe a continuacion.

La frase “que hibrida especificamente con” se refiere a la unién, formacién de duplex o hibridaciéon de una molécula
s6lo con una secuencia de nucledtidos particular en condiciones de rigurosidad cuando esa secuencia esta presente
en una mezcla compleja de ADN o ARN (por ejemplo, celular total).

La expresion “condiciones de rigurosidad” se refiere a condiciones en las que una sonda hibridara con su
subsecuencia diana, pero no con otras secuencias. Las condiciones de rigurosidad dependen de la secuencia y
seran diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas
superiores. Generalmente, las condiciones de rigurosidad se seleccionan para que sean aproximadamente 15°C
inferiores al punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a un pH y fuerza idnica definidos. La Tm es la
temperatura (en concentracion de acido nucleico, pH y fuerza idnica definidos) a la que el 50% de las sondas
complementarias a la secuencia diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio. (Como las secuencias dianas
estan generalmente presentes en exceso, a la Tm, el 50% de las sondas estan ocupadas en equilibrio).
Normalmente, condiciones de rigurosidad seran aquellas en las que la concentracion salina es inferior a
aproximadamente ion Na 1,0 M, normalmente concentracion de ion Na de aproximadamente 0,01 a 1,0 M (u otras
sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos aproximadamente de 30°C para sondas cortas (por ejemplo,
de 10 a 50 nucledtidos) y al menos aproximadamente de 60°C para sondas largas (por ejemplo, mas de 50
nucledtidos). También pueden lograrse condiciones rigurosas con la adiciéon de agentes desestabilizantes tales
como formamida. Para hibridacidn especifica o selectiva, una sefial positiva es normalmente al menos dos veces la
hibridacion de fondo, preferiblemente, 10 veces la hibridaciéon de fondo. Condiciones de hibridacién rigurosas a
modo de ejemplo pueden ser tal como sigue: formamida al 50%, 5x SSC y SDS al 1%, incubacién a 42°C, o, 5x
SSC, SDS al 1%, incubacién a 65°C, con lavado en 0,2x SSC y SDS al 0,1% a 65°C. Para la PCR, una temperatura
de aproximadamente 36°C es tipica para amplificacion de rigurosidad baja, aunque las temperaturas de
apareamiento pueden variar entre aproximadamente 32-48°C dependiendo de la longitud del cebador. Para
amplificacion por PCR de rigurosidad alta, una temperatura de aproximadamente 62°C es tipica, aunque las
temperaturas de apareamiento de rigurosidad alta pueden oscilar desde aproximadamente 50°C hasta
aproximadamente 65°C, dependiendo de la longitud del cebador y la especificidad. Condiciones de ciclo tipicas para
amplificaciones de rigurosidad tanto alta como baja incluyen una fase de desnaturalizacién de 90-95°C durante 30-
120 s, una fase de apareamiento que dura 30-120 s y una fase de extensién de aproximadamente 72°C durante 1-2
min. Estan disponibles protocolos y directrices para reacciones de amplificacién de rigurosidad baja y alta, por
ejemplo, en Innis, et al. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications Academic Press, N.Y.

Las frases “se une especificamente a una proteina” o “inmunorreacciona especificamente con”, cuando se refieren a
un anticuerpo se refieren a una reaccion de unién que es determinante de la presencia de la proteina en presencia
de una poblacion heterogénea de proteinas y otros compuestos bioldgicos. Por tanto, en condiciones de
inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificados se unen preferentemente a una proteina particular y no se
unen en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra. La unién especifica a una proteina en
tales condiciones requiere un anticuerpo que se selecciona por su especificidad para una proteina particular. Pueden
usarse una variedad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos
con una proteina particular. Por ejemplo, se usan inmunoensayos de ELISA en fase sélida de manera rutinaria para
seleccionar anticuerpos monoclonales especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase Harlow y Lane
(1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, para una descripcion de
formatos de inmunoensayos y condiciones que pueden usarse para determinar inmunorreactividad especifica.

“Variantes modificadas de manera conservativa” de una secuencia de polinucleétidos particular se refiere a aquellos
polinucledtidos que codifican para secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente idénticas, o cuando el
polinucledtido no codifica para una secuencia de aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas. Debido a la
degeneracion del cédigo genético, un gran numero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican para
cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones CGU, CGC, CGA, CGG, AGA y AGG codifican todos para el
aminoacido arginina. Por tanto, en cada posicion en la que se especifica una arginina por un codon, el codon puede
alterarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar la proteina codificada. Tales variaciones
de acido nucleico son “variaciones silenciosas”, que son una especie de “variantes modificadas de manera
conservativa”. Cada secuencia de polinucleétido descrita en el presente documento que codifica para una proteina
también describe cada posible variacion silenciosa, excepto cuando se indique lo contrario. Un experto reconocera
que cada codon en un acido nucleico (excepto AUG, que es habitualmente el Unico codén para metionina y UGG,
que es habitualmente el Unico codoén para triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente
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idéntica mediante técnicas convencionales. Por consiguiente, cada “variacion silenciosa” de un acido nucleico que
codifica para una proteina esta implicita en cada secuencia descrita.

Ademas, un experto reconocera que adiciones, deleciones o sustituciones individuales que alteran, afiaden o
delecionan un aminoacido individual o un pequefio porcentaje de aminoacidos (normalmente menos del 5%, mas
normalmente menos del 1%) en una secuencia codificada son “variantes modificadas de manera conservativa” en
las que las alteraciones dan como resultado la sustituciéon de un aminoacido por un aminoacido quimicamente
similar. Se conocen bien en la técnica tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos
funcionalmente similares.

Un experto apreciara que muchas variaciones conservativas de proteinas, por ejemplo, glicosiltransferasas, y acido
nucleico que codifica para proteinas producen productos esencialmente idénticos. Por ejemplo, debido a la
degeneracion del cédigo genético, las “sustituciones silenciosas” (es decir, sustituciones de una secuencia de acido
nucleico que no da como resultado una alteracién en una proteina codificada) son una caracteristica implicita de
cada secuencia de acido nucleico que codifica para un aminoacido. Tal como se describe en el presente documento,
las secuencias se optimizan preferiblemente para su expresion en una célula huésped particular usada para producir
las glicosiltransferasas quiméricas (por ejemplo, de levadura, humana y similares). De manera similar, las
“sustituciones de aminoacido conservativas”, en uno o algunos aminoacidos en una secuencia de aminoacidos se
sustituyen por aminoacidos diferentes con propiedades sumamente similares (véase la seccidon de definiciones;
citada anteriormente), también se identifican facilmente como sumamente similares a una secuencia de aminoacidos
particular, o a una secuencia de acido nucleico particular que codifica para un aminoacido. Tales variantes
sustituidas de manera conservativa de cualquier secuencia particular son una caracteristica de la presente
invencion. Véase también, Creighton (1984) Proteins, W.H. Freeman y Company. Ademas, adiciones, deleciones o
sustituciones individuales que alteran, afnaden o delecionan un aminoacido individual o un pequefio porcentaje de
aminoacidos en una secuencia codificada son también “variantes modificadas de manera conservativa”.

La practica de esta invencion puede involucrar la construccién de acidos nucleicos recombinantes y la expresion de
genes en células huésped, preferiblemente células huésped bacterianas. Se conocen bien en la técnica técnicas de
clonacion molecular para lograr estos resultados. Los expertos conocen bien una amplia variedad de métodos de
clonacion y amplificacion in vitro adecuados para la construccién de acidos nucleicos recombinantes tales como
vectores de expresion. Se encuentran ejemplos de estas técnicas e instrucciones suficientes para dirigir a los
expertos a través de muchos ejercicios de clonacion en Berger y Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques,
Methods in Enzymology volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); y Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing
Associates, Inc. y John Wiley and Sons, Inc., (suplemento de 1999) (Ausubel). Los expertos en la técnica conocen
bien células huésped adecuadas para la expresion de los polipéptidos recombinantes, e incluyen, por ejemplo,
células procariotas, tales como E. coli, y células eucariotas incluyendo células de insectos, de mamifero y fungicas
(por ejemplo, Aspergillus niger)

Se encuentran ejemplos de protocolos suficientes para dirigir a los expertos a través de métodos de amplificacion in
vitro, incluyendo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccién en cadena de la ligasa (LCR), la
amplificacion por Qp-replicasa y otras técnicas mediadas por ARN polimerasa en Berger, Sambrook y Ausubel, asi
como Mullis et al. (1987) patente estadounidense n.° 4.683.202; PCR Protocols A Guide to Methods and Applications
(Innis et al. eds) Academic Press Inc. San Diego, CA (1990) (Innis); Arnheim y Levinson (1 de octubre de 1990)
CyEN 36-47; The Journal Of NIH Research (1991) 3: 81-94; (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173;
Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874; Lomell et al. (1989) J. Clin. Chem. 35: 1826; Landegren et
al. (1988) Science 241: 1077-1080; Van Brunt (1990) Biotechnology 8: 291-294; Wu y Wallace (1989) Gene 4: 560; y
Barringer et al. (1990) Gene 89: 117. Se describen métodos mejorados de clonacién de &acidos nucleicos
amplificados in vitro en Wallace et al., patente estadounidense n.° 5.426.039.

Descripcion detallada de la invencién
I. INTRODUCCION

Esta invencion proporciona por primera vez métodos de mejora de la produccién de glicosiltransferasas eucariotas
activas, solubles en microorganismos usando organismos procariotas, por ejemplo, bacterias que tienen entornos
intracelulares oxidantes. La invencidon abarca mejorar la expresion de glicosiltransferasas a través del uso de
organismos procariotas que tienen de manera natural entornos intracelulares oxidantes, tales como Pseudomonas.
La invencion también abarca el uso de organismos procariotas que tienen entornos intracelulares reductores de
manera natural, pero que se manipulan para que tengan un entorno intracelular oxidante. Por ejemplo, E. coli tiene
generalmente un entorno intracelular reductor. La expresion de proteinas heterélogas en E. coli frecuentemente
puede ser dificil o poco practica debido a que los enlaces disulfuro no se oxidan apropiadamente, conduciendo a un
mal plegamiento de la proteina y a la expresién de proteinas en cuerpos de inclusion. E. coli y otros organismos
procariotas que tienen un entorno intracelular reductor de manera natural pueden manipularse, sin embargo, para
generar un entorno intracelular que favorece la oxidacién de enlaces disulfuro. Por ejemplo, puede manipularse E.
coli para reducir la actividad de proteinas reductasa endégenas o bien mediante mutacion de los acidos nucleicos
que codifican para esas proteinas o bien mediante manipulaciéon de otras actividades de proteinas en un ciclo de
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oxidacion-reduccion intracelular. Por ejemplo, en E. coli, la inactivacion de mutaciones en la proteina tiorredoxina
reductasa (trxB), la proteina glutation reductasa (gor) o en ambas proteinas da como resultado células que tienen un
entorno oxidante. Estan disponibles comercialmente células de E. coli que tienen mutaciones en trxB y gor, por
ejemplo, de EMD Biosciences, Inc.

En realizaciones preferidas, las glicosiltransferasas eucariotas activas solubles se expresan intracelularmente dentro
del microorganismo procariota que tiene un entorno oxidante, es decir, dentro de la membrana celular y no en el
espacio periplasmatico o se secretan de la célula.

En otra realizacion preferida, las glicosiltransferasas eucariotas solubles expresadas en un microorganismo
procariota que tiene un entorno oxidante mantienen su actividad enzimatica y estan sin glicosilar, glicosiladas de
manera diferente o minimamente glicosiladas en comparacién con la misma glicosiltransferasa eucariota cuando se
expresa en una célula eucariota, por ejemplo, una levadura, una célula de mamifero o una célula de origen, es decir,
una célula humana para una glicosiltransferasa humana.

En una realizacion, la produccién de glicosiltransferasas eucariotas activas, solubles en microorganismos procariotas
que tienen entornos intracelulares oxidantes se potencia ademas haciendo crecer las células en condiciones que
reducen el nivel de produccién de proteina recombinante, es decir, la glicosiltransferasa eucariota, por debajo del de
un nivel maximo.

En otra realizacion preferida, la produccion de glicosiltransferasas eucariotas activas, solubles en organismos
procariotas que tienen entornos intracelulares oxidantes haciendo crecer las células en condiciones que reducen el
nivel de produccién de proteina recombinante, por ejemplo, a una temperatura de crecimiento inferior a la éptima, da
como resultado tanto un aumento de la expresion como un aumento de la actividad de la glicosiltransferasa
eucariota soluble, en comparacién con su expresion en una célula huésped del tipo natural o célula con un entorno
reductor, por ejemplo, E. coli.

Il. GLICOSILTRANSFERASAS EUCARIOTAS ACTIVAS SOLUBLES Y SU EXPRESION EN MICROORGANISMOS
PROCARIOTAS CON ENTORNOS INTRACELULARES OXIDANTES

Cualquier glicosiltransferasa que sea predominantemente insoluble cuando se expresa en un entorno reductor, por
ejemplo, E. coli de tipo natural, puede expresarse en un organismo procariota que tiene un entorno oxidante
intracelular para facilitar la expresion de una proteina soluble, activa. Entonces, las glicosiltransferasas se usan para
la sintesis o remodelacién de oligosacaridos, glicoproteinas, glicopéptidos o glicolipidos. Las glicosiltransferasas
preferidas incluyen glicosiltransferasas eucariotas, tal como se describe en el presente documento.

A. Glicosiltransferasas eucariotas

Puede usarse cualquier glicosiltransferasa eucariota en los métodos de la presente invencion. Las
glicosiltransferasas eucariotas pueden ser las proteinas no modificadas, que se producen de manera natural o
puede ser glicosiltransferasas que se han modificado para potenciar la actividad catalitica, o estabilidad, u otras
caracteristicas de las proteinas. La modificacion de dlicosiltransferasas eucariotas incluyen por ejemplo,
truncamiento de la proteina para eliminar por ejemplo, la regién de tallo, el dominio de sefal-anclaje, o una parte de
la regién de tallo o el dominio de sefial-anclaje, o la eliminacion de tanto la regiéon de tallo como el dominio de sefial-
anclaje; o la eliminacion de un residuo de cisteina desapareado mediante sustitucion por otro residuo de aminoacido.
Una glicosiltransferasa también puede truncarse en el extremo C-terminal para eliminar un dominio o dominios no
cataliticos. Por ejemplo, un dominio de lectina C-terminal puede eliminarse de las enzimas GalNAcT sin disminuir la
actividad enzimética. Se describen glicosiltransferasas modificadas, por ejemplo, en el documento USSN
60/542.210, presentado el 4 de febrero de 2004; el documento USSN 60/599.406, presentado el 6 de agosto de
2004; el documento USSN 60/627.406, presentado el 12 de noviembre de 2004; el documento USSN 60/576.433,
presentado el 3 de junio de 2004; el documento USSN 60/650.011, presentado el 4 de febrero de 2005; el
documento PCT/US05/19583, presentado el 3 de junio de 2005; el documento USSN 60/576.530, presentado el 3 de
junio de 2004; el documento USSN 60/598.584, presentado el 3 de agosto de 2004; el documento PCT/US05/19442,
presentado el 3 de junio de 2005; el documento PCT/US05/03856, presentado el 4 de febrero de 2005; y el
documento WO 2004/063344;

Las realizaciones preferidas de la invenciéon incluyen métodos de produccion de, por ejemplo, una N-
acetilglucosaminiltransferasa eucariota (GnTl o GNTI, GnTll o GNTII, GnTIl o GNTIII, GnTIV o GNTIV, GnTV o
GNTV, GnTIV o GNTIV); una N-acetilgalactosaminiliransferasa eucariota (GalNAcCT, por ejemplo, GalNAcT1,
GalNAcT2, o GalNAcT3); cualquier galactosiltransferasa, por ejemplo, una B-1,4-galactosiltransferasa (GalT1)
eucariota 0 una core 1 galactosiltransferasa (core 1 GalT1) eucariota (core-1-Gal-T1); cualquier sialiltransferasa
eucariota, por ejemplo, una «(2,3)sialiltransferasa (ST3Ga13) eucariota, o una a-Nacetilgalactosaminida-a-2,6-
sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) eucariota, o una galp1,3GalNAc-a2,3-sialiltransferasa (ST3Gal-1) eucariota; y
cualquier fucosiltransferasa eucariota. Se conocen muchos ejemplos de proteinas que tienen las actividades
enumeradas anteriormente, véase, por ejemplo, afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/, en particular las familias de
glicosiltransferasa 2, 4, 6, 7, 10, 1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 34, 37, 38, 41, 42,
49, 52, 54, 65 6 68. Otras glicosiltransferasas que pueden producirse usando los métodos descritos se encuentran
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en la lista de secuencias informal adjunta.

Tal como se indica anteriormente, las glicosiltransferasas pueden modificarse antes de la producciéon usando los
métodos descritos. Las modificaciones incluyen, por ejemplo, el truncamiento de la glicosiltransferasa para eliminar
todo o una parte de un dominio no catalitico, tal como un dominio citoplasmatico, un dominio de sefal-anclaje, una
region de tallo y o un dominio de lectina. Las glicosiltransferasas truncadas a modo de ejemplo que pueden
producirse en la presente invencién incluyen, por ejemplo, ST3Ga1 Ill (A27, A28, A73, A85, A86), GnTl humana
(A103), GalT1 bovina (A40, A129, A70), GalNAcT2 humana (A51, A40, A73, A94, A51A445, A53, A53A445),
ST3Ga11 (A45), Core-1-Gal- T1 de Drosophila (A31, A50) y mutantes de ST6GalNAc1 humana mostrados en la
tabla 1.

Tabla 1: mutantes de ST6GalNAcl

Sitio de truncamiento Mutacion (primer
aminoacido)
A35 K36
o A124 K125
z A257 S258
% A35 K36
T AT2 T73
5 A109 E110
n A133 M134
A170 T171
A232 A233
A272 G273
A48 Q49
o A152 V153
- A225 L226
8 A226 R227
A232 T233
A231 K232
A30 K31
> A31 D32
9 A51 E52
é A126 S127
A185 S186
A200 S201

lll. ENTORNOS OXIDANTES, INTRACELULARES

En realizaciones preferidas, las glicosiltransferasas eucariotas activas, solubles se expresan en organismos
procariotas que tienen entornos citoplasmaticos oxidantes.

A. Identificacién de entornos oxidantes, intracelulares

El replegamiento de proteinas y la actividad de proteinas dependen frecuentemente de la correcta formacion de
enlaces disulfuro. Los enlaces disulfuro son reacciones de intercambio tiol-disulfuro (SH-SS) reversibles que se ven
influidas en gran medida por el estado redox del entorno que rodea a la proteina. En muchas células, incluyendo E.
coli y otros organismos procariotas, el glutation, un tripéptido que contiene cisteina, es un importante tampén redox
de tiol-disulfuro. El estado redox de microorganismos procariotas también se ve afectado por otras proteinas, tales
como tiorredoxinas. Las proteinas reductasas, a su vez, regulan el estado redox del glutation, las glutarredoxinas y
tiorredoxinas. En E. coli los glutationes, codificados por gshA y gshB, regulan el estado redox de las glutarredoxinas.
Las proteinas reductasas incluyen, por ejemplo, tiorredoxina reductasa y glutatién oxidorreductasa. E. coli tiene
tiorredoxinas codificadas por los genes trxA y trxC, glutarredoxina 1, glutarredoxina 2 y glutarredoxina 3, codificadas
por los genes grxA, grxB y grxC. Muchas de las proteinas que regulan el estado de oxidacion de una célula, por
ejemplo, tiorredoxina, glutation, tiorredoxina reductasa y glutation oxidorreductasa, comprende un motivo CX;X2C de
sitio activo. Las proteinas también comprenden un motivo estructural de proteina conocido como pliegue de
tiorredoxina.

Un método para identificar organismos procariotas que tienen un entorno intracelular oxidante es medir la razén de
glutatién reducido (GSH) con respecto a glutation oxidado (GSSG). Se han determinado las razones o6ptimas de
GSH/GSSG para el plegamiento de proteinas. In vitro, se producen rendimientos méximos de proteina plegada
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apropiadamente a razones de GSH/GSSG de menos de 50, preferiblemente menos de 40, mas preferiblemente
menos de 30, aun mas preferiblemente menos de 20 y lo mas preferiblemente menos de 10. En células de
mamifero, las razones de GSH/GSSG citoplasmaticas oscilaban entre 30/1 y 100/1, mientras las razones de
GSH/GSSG de la ruta secretora (en la que se produce la mayor parte del replegamiento de proteinas) oscilaban
entre 1/1 y 3/1. Hwang et al., Science 257:1496-1502 (1992). E. coli expresa muy pocas proteinas intracelulares con
enlaces disulfuro. Las proteinas de E. coli que tienen enlaces disulfuro se secretan en el espacio periplasmatico, que
tiene un entorno oxidante. Las razones de GSH/GSSG de E. coli intracelulares de tipo natural oscilaban entre 50/1 y
200/1. Hwang et al. citado anteriormente.

Los métodos de la invencidon pueden usarse para producir glicosiltransferasas eucariotas solubles en organismos
procariotas que tienen un entorno intracelular oxidante. Los microorganismos con un entorno intracelular oxidante
tienen normalmente razones de GSH/GSSG de menos de 50, preferiblemente menos de 40, mas preferiblemente
menos de 30, aun mas preferiblemente menos de 20 y lo mas preferiblemente menos de 10. Por tanto, en algunas
realizaciones, los microorganismos de la invencién tendran razones de GSH/GSSG que oscilan, por ejemplo, entre 0
y 50, o entre 0,1y 25, o entre 0,5 y 10.

Pueden identificarse organismos procariotas con entornos intracelulares, por ejemplo, determinando la razén de
GSH/GSSG intracelular de los organismos procariotas. Estan disponibles comercialmente ensayos para la
concentracion de glutation total de, por ejemplo, Sigma. Se describen ensayos para la determinacion de una razén
de GSH/GSSG, por ejemplo, en Hwang et al,, Science 257: 1496-1502 (1992). Se describen métodos para
cuantificar el contenido intracelular de GSH y GSSG mediante derivatizacion con N-(1-pirenil)maleimida (NPM)
seguida por cuantificaciéon usando HPLC en Ostergaard, et al., J. Cell Biol. 166:337-345 (2004).

Estan disponibles varios ensayos adicionales para los expertos para determinar si un organismo procariota tiene un
entorno oxidante, intracelular. Esos ensayos incluyen la medicion de la actividad glutation reductasa y el estado
redox del conjunto de glutation (Tuggle y Fuchs, J. Bacter. 162:448-450 (1985)), la sensibilidad a oxidantes
especificos de tiol en el medio de cultivo (Prinz et al, J. Biol Chem. 272:15661-15667 (1997)), la activacion
transcripcional del gen OxyR en E. coli tras la exposicion a peroxido de hidrogeno o diamida (Bessette et al., PNAS
96:13703-13708 (1999), la medicion del estado redox de un gen indicador, tal como una proteina fluorescente verde
sensible a redox, (rxYFP) (Ostergaard et al., J. Cell Biol. 166:337-345 (2004)), la deteccién de glutation usando
colorantes sensibles a glutation tales como monoclorobimano, CellTracker Green CMFDA, o-ftaldialdehido y
naftaleno-2,3-dicarboxaldehido de por ejemplo, Molecular Probes, y la oxidacion del residuo de cisteina en proteinas
tras la exposicion de las células a un reactivo alquilante de sulfhidrilo, tal como acido 4-acetamido-4'-
maleimidistibeno-2,2-disulfonico (Jurado et al., J. Mol. BioL 320:1-10 (2002)).

B. Microorganismos procariotas que tienen entornos intracelulares oxidantes.

Los métodos de la invencion se llevan a cabo usando microorganismos procariotas que tienen entornos
intracelulares oxidantes. Tales microorganismos incluyen microorganismos procariotas que tienen entornos
oxidantes intracelulares, enddgenos y microorganismos procariotas que se manipulan genéticamente para que
tengan un entorno oxidante intracelular.

Algunos organismos procariotas tienen entornos oxidantes intracelulares, endégenos y, por tanto, promueven la
formacién de enlaces disulfuros de proteina dentro de la célula. Compartimientos intracelulares oxidantes en
organismos procariotas excluyen especificamente un espacio periplasmatico bacteriano. Pueden usarse organismos
procariotas que tienen entornos oxidantes intracelulares, endégenos para producir glicosiltransferasas eucariotas
activas, solubles en un compartimiento intracelular. Los organismos procariotas con entornos oxidantes
intracelulares, endégenos incluyen miembros de, por ejemplo, especies de Pseudomonas, incluyendo testosteroni,
putida, aeruginosa, syringae y fluorescens; algunas bacterias gram positivas; y algunas bacterias gram negativas. Se
describen cepas y especies de Pseudomonas en, por ejemplo, la publicaciéon de solicitud de patente estadounidense
n.° US 2005/0186666, publicada el 25 de agosto de 2005, que se incorpora en el presente documento como
referencia para todos los fines. Las bacterias gram positivas incluyen, por ejemplo, especies de Bacillus, Listeria,
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus 'y Clostridium.

También pueden usarse organismos procariotas con modificacion de una ruta redox en los métodos de la invencion
para producir glicosiltransferasas eucariotas activas, solubles o proteinas terapéuticas activas, solubles. Las
modificaciones pueden realizarse en organismos procariotas que tienen un entorno reductor, por ejemplo, E. coli u
otras bacterias gram negativas o algunas bacterias gram positivas. Los microorganismos procariotas se modifican
para promover un entorno intracelular oxidante, mejorando de ese modo el replegamiento de proteinas y la
formacion de enlaces disulfuro intracelulares de por ejemplo, las glicosiltransferasas eucariotas.

Muchos organismos procariotas usan dos rutas para reducir los enlaces disulfuro que se forman en algunas
proteinas citoplasmaticas, incluyendo proteinas expresadas de manera recombinante. Los componentes de estas
rutas pueden manipularse para promover la formaciéon de un entorno oxidante intracelular. La primera ruta es el
sistema de tiorredoxina, que generalmente incluye una tiorredoxina reductasa y tiorredoxina. La tiorredoxina
reductasa mantiene a la tiorredoxina en un estado reducido. La segunda ruta es el sistema de glutarredoxina, que
generalmente incluye una glutation oxidorreductasa, glutation y glutarredoxinas. Las mutaciones inactivantes de

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2374935713

algunos componentes de estas rutas redox pueden aumentar en ultima instancia la formacion de enlaces disulfuro
en proteinas expresadas, y en el caso de proteinas heterdlogas expresadas en el organismo procariota, pueden
aumentar la solubilidad y actividad de las proteinas heterélogas expresadas. Por ejemplo, la eliminacion en E. coli de
la actividad tiorredoxina reductasa da como resultado una acumulacién de tiorredoxina oxidada que actua como
oxidasa en el compartimiento intracelular.

Algunos ejemplos preferidos son microorganismos procariotas que tienen actividad reductasa ausente o reducida.
Por ejemplo, la actividad de una tiorredoxina reductasa y/o una glutation oxidorreductasa puede reducirse o
eliminarse para modificar el entorno intracelular, produciendo de ese modo un entorno intracelular oxidante que
favorece la formacion de enlaces disulfuro.

Por ejemplo, cepas de E. coli que tienen mutaciones tanto en el gen de tiorredoxina reductasa (trxB) como el gen de
glutation oxidorreductasa (gor) pueden expresar proteinas con niveles superiores de formacién de enlaces disulfuro.
Véase, por ejemplo, Prinz et al., J. Biol Chem. 272:15661-15667 (1997). Estos mutantes dobles trxB gor crecen muy
lentamente en la mayoria de medios de cultivo, aunque el crecimiento puede potenciarse mediante la adiciéon de un
agente reductor, tal como DTT. Sin embargo, las cepas mutantes dobles frecuentemente dan lugar a cepas
mutantes supresoras que conservan las mutaciones trxB gor y que crecen mas rapido en medio que carece de DTT.
Un ejemplo de una mutacién supresora trxB gor en E. coli es una mutacion del gen ahpC, que codifica para una
subunidad catalitica de la alquilo hidroperoxidasa, AhpCF. Esta mutaciéon supresora afiade un triplete al ADN que
codifica para el sitio catalitico de la enzima AhpCF. Se dan a conocer cepas de E. coli mutantes dobles de
crecimiento rapido, por ejemplo, las cepas trxB, gor, supp y trxB, gshA, supp en, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 6.872.563, que se incorpora en el presente documento como referencia para todos los fines.
Estan disponibles comercialmente cepas de E. coli asi manipuladas, por ejemplo, las cepas trxB, gor, supp, por
ejemplo, con los nombres comerciales ORIGAMI TM, ORIGAMI 2 TM y ROSETTA-GAMI TM, de por ejemplo, EMD
Biosciences, Inc. Otras mutaciones de E. coli pueden dar como resultado un entorno intracelular oxidante, por
ejemplo, las cepas trxB, gshA y trxB, gshA supp.

Pueden usarse otras manipulaciones de componentes de una ruta redox en un microorganismo para potenciar la
formacion de enlaces disulfuro en una proteina, por ejemplo, una glicosiltransferasa eucariota. Por ejemplo, pueden
sobreexpresarse proteinas con actividad oxidante, por ejemplo, proteinas tiorredoxinas de E. coli en cepas mutantes
trxB, gor, en el microorganismo procariota. Otro ejemplo es la expresidon o sobreexpresion de mutantes de
tiorredoxina que tienen actividad oxidante potenciada. Ejemplos de tales mutantes se describen en, por ejemplo,
Bessette, ef al. PNAS 96:13703-13708 (1999). La expresion citoplasmatica dirigida de ciertas enzimas oxidantes
también puede usarse para potenciar la formacion de enlaces disulfuro intracelulares. Por ejemplo, proteinas
oxidantes que se expresan normalmente en el espacio periplasmatico, por ejemplo, DsbC, pueden expresarse en un
citoplasma bacteriano, por ejemplo, delecionando una secuencia de direccionamiento periplasmatico o incluyendo
una secuencia de retencion citoplasmatica. Otras proteinas periplasmaticas oxidantes pueden expresarse en el
citoplasma bacteriano para potenciar la oxidacion de proteinas citoplasmaticas, por ejemplo, delecionando una
secuencia de direccionamiento periplasmatico o incluyendo una secuencia de retencion citoplasmatica.

Pueden identificarse acidos nucleicos de tiorredoxina reductasa, acidos nucleicos de glutation oxidorreductasa,
acidos nucleicos de tiorredoxina, acidos nucleicos de glutation y acidos nucleicos que codifican para otras proteinas
implicadas en el mantenimiento de un entorno redox intracelular en otras bacterias, por ejemplo, Azotobacter sp.
(por ejemplo, A. vinelandii), Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Erwinia sp., Escherichia sp. (por ejemplo, E. coli),
Bacillus, Pseudomonas, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, Paracoccus y Klebsiella sp.,
entre muchas otras. Tales genes pueden identificarse mediante analisis y comparaciéon de secuencias con genes de
tiorredoxina reductasa, genes de glutation oxidorreductasa y genes conocidos que codifican para otras proteinas
implicadas en el mantenimiento de un entorno redox intracelular o con la secuencia de aminoacidos de los productos
codificados. Las proteinas codificadas pueden identificarse ademas funcionalmente mediante ensayos enzimaticos o
mediante ensayos de complementacion genética de mutantes de E. coli de una funcién génica apropiada. Los genes
de tiorredoxina reductasa y glutation oxidorreductasa enddgenos pueden mutarse, por ejemplo, para inactivar el
producto génico usando técnicas de biologia molecular convencionales y esas cepas mutadas también pueden
usarse para expresar proteinas con niveles aumentados de formacion de enlaces disulfuro, en comparacién con
cepas no mutadas.

IV. EXPRESION DE GLICOSILTRANSFERASAS EUCARIOTAS ACTIVAS, SOLUBLES EN MICROORGANISMOS
PROCARIOTAS QUE TIENEN ENTORNOS OXIDANTES

Los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble de la invencién pueden expresarse en una variedad
de microorganismos procariotas con entornos intracelulares oxidantes, incluyendo E. coli y otros huéspedes
bacterianos, tal como se describié anteriormente.

Una vez expresados en un organismo procariota que tiene un entorno intracelular oxidante, los polipéptidos de
glicosiltransferasa eucariota activa, soluble pueden usarse para producir productos glicosilados. Por ejemplo, los
polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble pueden aislarse usando técnicas de purificacion de
proteinas convencionales y usarse en reacciones in vitro descritas en el presente documento para preparar
productos glicosilados. También pueden usarse polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble
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parcialmente purificados en reacciones in vitro para preparar productos glicosilados, tal como pueden los
organismos procariotas permeabilizados que expresan los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa,
soluble.

Normalmente, el polinucleétido que codifica para el polipéptido de glicosiltransferasa eucariota se coloca bajo el
control de un promotor que es funcional en los organismos procariotas deseados que tienen un entorno oxidante. Se
conoce una variedad extremadamente amplia de promotores, y pueden usarse en los vectores de expresion de la
invencién, dependiendo de la aplicacion particular. Habitualmente, el promotor seleccionado depende de la célula en
la que el promotor va a ser activo. Otras secuencias de control de la expresion tales como sitios de union a
ribosomas, sitios de terminacion de la transcripcion y similares también se incluyen opcionalmente. Los constructos
que incluyen uno o mas de estas secuencias de control se denominan “casetes de expresion”. Por consiguiente, la
invencién proporciona casetes de expresion dentro de los que se incorporan los acidos nucleicos que codifican para
las proteinas de fusién para la expresion a alto nivel en un microorganismo deseado que tiene un entorno oxidante.

Las secuencias de control de la expresién que son adecuadas para su uso en una célula huésped particular se
obtienen a menudo clonando un gen que se expresa en esa célula. Las secuencias de control procariotas
comunmente usadas, que se define en el presente documento que incluyen promotores para la iniciacion de la
transcripcion, opcionalmente con un operador, junto con secuencias de sitio de uniéon a ribosomas, incluyen
promotores comunmente usados tales como los sistemas promotor de lactosa (/ac) y beta-lactamasa (penicilinasa)
(Change et al., Nature (1977) 198: 1056), el sistema promotor de triptéfano (trp) (Goeddel et al., Nucleic Acids Res.
(1980) 8: 4057), el promotor fac (DeBoer, et al., Proc Natl. Acad Sci. U.S.A. (1983) 80:21-25); y el promotor P
derivado de lambda y sitio de unién a ribosoma del gen N (Shimatake et al., Nature (1981) 292: 128). El sistema
promotor particular no es critico para la invencién, puede usarse cualquier promotor disponible que funcione en
organismos procariotas.

Para la expresién de polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble en células procariotas distintas de
E. coli, se requiere un promotor que funcione en la especie procariota particular. Tales promotores pueden obtenerse
de genes que se han clonado de la especie, o pueden usarse promotores heterélogos. Por ejemplo, el promotor trp-
lac hibrido funciona en Bacillus ademas de E. coli. Se conocen promotores para otras especies bacterianas, por
ejemplo Pseudomonas. Véase, por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.° US
2005/0186666, publicada el 25 de agosto de 2005.

Se incluye convenientemente un sitio de union a ribosomas (RBS) en los casetes de expresion de la invencion. Un
RBS en E. coli, por ejemplo, consiste en una secuencia de nucledtidos de 3-9 nucledtidos de longitud ubicada 3-11
nucledtidos hacia el sentido de 5 del coddon de iniciacion (Shine y Dalgarno, Nature (1975) 254: 34; Steitz, en
Biological regulation and development: Gene Expression (ed. R.F. Goldberger), vol. 1, p. 349, 1979, Plenum
Publishing, NY).

Pueden usarse promotores o bien constitutivos o bien regulados en la presente invencién. Los promotores regulados
pueden ser ventajosos debido a que las células huésped pueden hacerse crecer en altas densidades antes de
inducir la expresiéon de las proteinas de fusidon. La expresion de alto nivel de proteinas heterdlogas ralentiza el
crecimiento celular en algunas situaciones y puede no desearse en todas las situaciones, véase a continuacién. Un
promotor inducible es un promotor que dirige la expresiéon de un gen cuando el nivel de expresion puede alterarse
mediante factores del desarrollo o medioambientales tales como, por ejemplo, temperatura, pH, condiciones
aerobias o anaerobias, luz, factores de transcripcién y quimicos. Tales promotores se denominan en el presente
documento promotores “inducibles”, que permiten controlar el momento de expresion de la glicosiltransferasa o
enzima implicada en la sintesis del azdcar de nucleétido. Los expertos en la técnica conocen promotores inducibles
para E. coli y otras células huésped bacterianas. Estas incluyen, por ejemplo, el promotor /ac, el promotor P_ del
bacteriéfago lambda, el promotor trp-lac hibrido (Amann et al. (1983) Gene 25: 167; de Boer et al. (1983) Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA 80: 21) y el promotor del bacteridgafo T7 (Studier et al. (1986) J. Mol. Biol.; Tabor et al. (1985) Proc.
Nat'l. Acad. Sci. USA 82: 1074-8). Estos promotores y su uso se discuten en Sambrook et al., citado anteriormente.
Un promotor inducible particularmente preferido para la expresion en organismos procariotas es un promotor doble
que incluye un componente de promotor tac ligado a un componente de promotor obtenido de un gen o genes que
codifican para enzimas implicadas en el metabolismo de la galactosa (por ejemplo, un promotor de un gen de
UDPgalactosa-4-epimerasa (galE)). ElI promotor doble tac-gal, que se describe en la publicaciéon de solicitud de
patente PCT n.° W0O98/20111.

Otro promotor inducible es el promotor cspUn, que se induce altamente a bajas temperaturas en E. coli. Véase, por
ejemplo, Sorensen y Mortensen, BioMed Central, www.microbialcellfactories.com/content/4/1/1 y Mujacic et al. Gene
238:325-3332 (1999).

Un constructo que incluye un polinucledtido de interés operativamente unido a sefiales de control de la expresion
génica que, cuando se coloca en una célula huésped apropiada, dirige la expresion del polinucleétido se denomina
“casete de expresion”. Se colocan a menudo casetes de expresion que codifican para las proteinas de fusién de la
invencion en vectores de expresion para su introduccién en la célula huésped. Los vectores normalmente incluyen,
ademas de un casete de expresidon, una secuencia de acido nucleico que permite al vector replicarse
independientemente en una o mas células huésped seleccionadas. Generalmente, esta secuencia es una que
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permite al vector replicarse independientemente del ADN cromosomico del huésped, e incluye origenes de
replicacién o secuencias de replicacion auténoma. Tales secuencias se conocen bien para una variedad de
bacterias. Por ejemplo, el origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de las bacterias
Gram-negativas. Alternativamente, el vector puede replicarse integrandose en el complemento genémico de la célula
huésped y replicandose a medida que la célula experimenta replicacién del ADN. Un vector de expresion preferido
para la expresion de las enzimas en células bacterianas es pTGK, que incluye un promotor tac-gal doble y se
describe en la publicacion de solicitud de patente PCT n.° WO98/20111. Otro vector clonacion util es pCWin2-MBP o
una version de pCWin2 con una UTR en 5 modificada. Véase, por ejemplo, el documento PCT/USOS/00302,
presentado el 6 de enero de 2005.

La construccién de constructos de polinucleétidos requiere generalmente el uso de vectores que pueden replicarse
en bacterias. Esta disponibles comercialmente una plétora de kits para la purificacion de plasmidos a partir de
bacterias (véanse, por ejemplo, EasyPrepJ, FlexiPrepJ, ambos de Pharmacia Biotech; StrataCleand, de Stratagene;
y QlAexpress Expression System, Qiagen). Los plasmidos aislados y purificados pueden manipularse entonces
adicionalmente para producir otros plasmidos, y usarse para transfectar células. Es posible la clonacion en, por
ejemplo, E. coli, Streptomyces o Bacillus.

A menudo se incorporan marcadores seleccionables en los vectores de expresion usados para expresar los
polinucledtidos de la invencion. Estos genes pueden codificar para un producto génico, tal como una proteina,
necesaria para la supervivencia o el crecimiento de las células huésped transformadas hechas crecer en un medio
de cultivo selectivo. Las células huésped no transformadas con el vector que contiene el gen de seleccién no
sobreviviran en el medio de cultivo. Los genes de seleccion tipicos codifican para proteinas que confieren resistencia
a antibidticos u otras toxinas, tales como ampicilina, neomicina, kanamicina, cloramfenicol o tetraciclina.
Alternativamente, los marcadores seleccionables pueden codificar para proteinas que complementen deficiencias
auxotréfas o suministren nutrientes criticos no disponibles de medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica
para D-alanina racemasa para bacilos. A menudo, el vector tendrd un marcador seleccionable que es funcional en,
por ejemplo, E. coli, u otras células en las que el vector se replica antes de introducirse en la célula huésped. Los
expertos en la técnica conocen varios marcadores seleccionables y se describen por ejemplo en Sambrook et al.,
citado anteriormente. Se conoce un sistema de expresion auxotréfo para especies de Pseudomonas. Véase, por
ejemplo, la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° US 2005/0186666, publicada el 25 de agosto de
2005.

La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes enumerados anteriormente
emplea técnicas de ligamiento convencionales tal como se describen en las referencias citadas anteriormente. Los
fragmentos de ADN o plasmidos aislados se escinden, adaptan y vuelven a ligarse en la forma deseada para
generar los plasmidos requeridos. Para confirmar las secuencias correctas en plasmidos construidos, los plasmidos
pueden analizarse mediante técnicas convencionales tal como mediante digestion con endonucleasas de restriccion,
y/o analisis de secuencia segun métodos conocidos. Las técnicas de clonaciéon molecular para lograr estos fines se
conocen en la técnica. Los expertos conocen bien una amplia variedad de métodos de amplificacion in vitro y
clonacion adecuados para la construccion de acidos nucleicos recombinantes. Se encuentran ejemplos de estas
técnicas e instrucciones suficientes para dirigir a los expertos a través de muchos ejercicios de clonacién en Berger y
Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, volumen 152, Academic Press, Inc., San
Diego, CA (Berger); y Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, una
empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley and Sons, Inc., (suplemento de 1998)
(Ausubel).

Se conoce bien en la técnica una variedad de vectores comunes adecuados para su uso como materiales de partida
para construir vectores de expresion de la invencién. Para la clonacion en bacterias, los vectores comunes incluyen
vectores derivados de pBR322 tales como pBLLTESCRIPT™, y vectores derivados de fago A.

Los métodos para introducir los vectores de expresidn en un microorganismo procariota elegido no son
particularmente criticos, y los expertos en la técnica conocen tales métodos. Por ejemplo, los vectores de expresion
pueden introducirse en células procariotas, incluyendo E. coli, mediante transformacién con cloruro de calcio, y en
células eucariotas mediante tratamiento con fosfato de calcio o electroporacion. Otros métodos de transformacion
también son adecuados.

Puede usarse acoplamiento de la traduccion para potenciar la expresion. La estrategia usa un marco de lectura
abierto en el sentido de 5’ corto derivado de un gen nativo altamente expresado para el sistema de traduccién, que
se coloca en el sentido 3’ del promotor, y un sitio de unién a ribosomas seguido tras algunos codones de
aminoacidos por un codoén de terminacién. Justo antes del codén de terminacion esta un segundo sitio de unién a
ribosomas, y tras el codén de terminacion esta un codon de iniciacién para la iniciacion de la traduccion. El sistema
disuelve la estructura secundaria del ARN, permitiendo la iniciacion eficaz de la traduccién. Véase Squires, et al.
(1988), J. Biol. Chem. 263: 16297-16302.

Los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble se expresan preferiblemente de manera intracelular.
La expresion intracelular a menudo da como resultado rendimientos sorprendentemente altos. Si es necesario, la
cantidad de proteina activa, soluble puede aumentarse realizando procedimientos de replegamiento (véase, por
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ejemplo, Sambrook et al., citado anteriormente.; Marston et al., Bio/Technology (1984) 2: 800; Schoner et al.,
Bio/Technology (1985) 3: 151). En otra realizacion, las proteinas de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble se
fusionan con una subsecuencia de proteina A, una proteina de unién a maltosa, una proteina de unién a almidén o
albumina sérica bovina (BSA), por ejemplo, para facilitar la purificacion, la secrecién o la estabilidad.

Los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble de la invenciéon también pueden unirse ademas a
otras proteinas bacterianas. Este enfoque a menudo da como resultado altos rendimientos, debido a que secuencias
de control procariotas normales dirigen la trascripcion y traduccion. En E. coli, se usan a menudo fusiones de lacZ
para expresar proteinas heterélogas. Otros ejemplos se discuten a continuacion. Estan disponibles faciimente
vectores adecuados, tales como las series pUR, pEX y pMR100 (véase, por ejemplo, Sambrook et al., citado
anteriormente). Para ciertas aplicaciones, puede ser deseable escindir los aminoacidos distintos de
glicosiltransferasa de la proteina de fusion tras la purificacion. Esto puede lograrse mediante cualquiera de varios
métodos conocidos en la técnica, incluyendo escision mediante bromuro de ciandgeno, una proteasa o mediante el
factor X, (véanse, por ejemplo, Sambrook et al., citado anteriormente.; Itakura et al., Science (1977) 198: 1056;
Goeddel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1979) 76: 106; Nagai et al., Nature (1984) 309: 810; Sung et al., Proc.
Natl. Acad: Sci. USA (1986) 83: 561). Pueden disefiarse por ingenieria genética sitios de escision en el gen para la
proteina de fusion en el punto de escision deseado.

Puede expresarse mas de una proteina recombinante en una Unica célula huésped colocando multiples casetes
transcripcionales en un Unico vector de expresion, o utilizando diferentes marcadores seleccionables para cada uno
de los vectores de expresidon que se emplean en la estrategia de clonaciéon. Por ejemplo, pueden expresarse
multiples glicosiltransferasas en una Unica célula, por ejemplo, glicosiltransferasas que dirigen la glicosilacion N-
unida o glicosiltransferasas que dirigen la glicosilaciéon O-unida.

Se ha descrito un sistema adecuado para obtener proteinas recombinantes a partir de E. coli que mantiene la
integridad de sus extremos N-terminales por Miller et al. Biotechnology 7:698-704 (1989). En este sistema, el gen de
interés se produce como una fusidon C-terminal con los primeros 76 residuos del gen de ubiquitina de levaduras que
contiene un sitio de escision de peptidasa. La escision en la unién de los dos restos da como resultado la produccion
de una proteina que tiene un residuo N-terminal auténtico intacto.

V. PURIFICACION DE GLICOSILTRANSFERASAS EUCARIOTAS ACTIVAS, SOLUBLES

Los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble de la presente invencién se expresan
preferiblemente como proteinas intracelulares y pueden usarse en esta forma, en los métodos de la presente
invencién. Por ejemplo, pueden usarse células permeabilizables o un extracto celular bruto que contiene el
polipéptido de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble intracelular expresado en los métodos de la presente
invencion.

Alternativamente, el polipéptido de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble puede purificarse segun
procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad,
cromatografia en columna, electroforesis en gel y similares (véase, generalmente, R. Scopes, Protein Purification,
Springer-Verlag, N.Y. (1982), Deutscher, Methods in Enzymology vol. 182: Guide to Protein Purification., Academic
Press, Inc. N.Y. (1990)). Se prefieren composiciones sustancialmente puras de al menos aproximadamente el 70, el
75, el 80, el 85, el 90% de homogeneidad, y lo mas preferido es el 92, el 95, el 98 hasta el 99% o mas de
homogeneidad. Las proteinas purificadas también pueden usarse, por ejemplo, como inmundgenos parala
produccién de anticuerpos.

Para facilitar la purificacion y la expresion de los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble de la
invencion, los acidos nucleicos que codifican para las proteinas también pueden incluir una secuencia codificante
para un epitopo o “etiqueta” para la que esta disponible un reactivo de union por afinidad, es decir, una etiqueta de
purificacion. Los ejemplos de epitopos adecuados incluyen los genes indicadores V-5 y myc; estan disponibles
comercialmente vectores de expresion Utiles para la produccion recombinante de proteinas de fusiéon que tienen
estos epitopos (por ejemplo, los vectores de Invitrogen (Carlsbad CA) pcDNA3.1/Myc-I-His y pcDNA3.1/V5-His son
adecuados para la expresion en células de mamifero). Los expertos en la técnica conocen vectores de expresion
adicionales adecuados para unir una etiqueta a las glicosiltransferasas de la invencion, y los correspondientes
sistemas de deteccidn, y varios estan disponibles comercialmente (por ejemplo, FLAG” (Kodak, Rochester NY). Otro
ejemplo de una etiqueta adecuada es una secuencia de polihistidina, que puede unirse a ligandos de afinidad de
quelatos metalicos. Normalmente, se usan seis histidinas adyacentes (SEQ ID NO:204), aunque pueden usarse mas
o0 menos de seis. Los ligandos de afinidad de quelatos metalicos adecuados que pueden servir como resto de unién
para una etiqueta de polihistidina incluyen acido nitrilo-tri-acético (NTA) (Hochuli, E. (1990) “Purification of
recombinant proteins with metal chelating adsorbents” en Genetic Engineering: Principles and Methods, J.K. Setlow,
Ed., Plenum Press, NY; disponible comercialmente de Qiagen (Santa Clarita, CA)). Otras etiquetas de purificacion o
de epitopo incluyen, por ejemplo, AU1, AU5, DDDDK (SEQ ID NO:202) (EC5), etiqueta E, etiqueta E2, Glu-Glu, un
péptido de 6 residuos, EYMPME (SEQ ID NO:203), derivado de la proteina media T de Polioma, HA, HSV, IRS, KT3,
etiqueta S, etiqueta S1, etiqueta T7, etiqueta V5, VSV-G, B-galactosidasa, Gal4, proteina fluorescente verde (GFP),
luciferasa, proteina C, proteina A, proteina de union a celulosa, GST (glutation S-transferasa), una etiqueta step,
Nus-S, PPl-asas, Pfg 27, proteina de union a calmodulina, dsb A y fragmentos de los mismos, y granzima B. Estan
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disponibles comercialmente anticuerpos y péptidos de epitopo que se unen especificamente a secuencias de
epitopo de, por ejemplo, Covance Research Products, Inc.; Bethyl Laboratories, Inc.; Abcam Ltd.; y Novus
Biologicals, Inc.

Las etiquetas de purificacion también incluyen dominios de unién a maltosa y dominios de unién a almiddn. Las
proteinas que comprenden etiquetas de purificacion pueden purificarse usando una pareja de unién que se une a la
etiqueta de purificacion, por ejemplo, anticuerpos frente a la etiqueta de purificacion, iones niquel o cobalto o
resinas, y amilosa, maltosa o una ciclodextrina. Las etiquetas de purificacion también incluyen dominios de unién a
almidén, dominios de tiorredoxina de E. coli (vectores y anticuerpos disponibles comercialmente de por ejemplo,
Santa Cruz Biotechnology, Inc. y Alpha Diagnostic International, Inc.), y la mitad carboxilo terminal de la proteina
SUMO (vectores y anticuerpos disponibles comercialmente de por ejemplo, Life Sensors Inc.). Los dominios de
union a almidén, tales como un dominio de unién a maltosa de E. coli y SBD (dominio de unién a almidén) de una
amilasa de A. niger, se describen en el documento WO 99/15636, incorporado en el presente documento como
referencia. La purificacion por afinidad de una proteina de fusién que comprende un dominio de unién a almidon
usando una resina derivatizada con betaciclodextrina se describe en el documento WO 2005/014779, publicado el
17 de febrero de 2005, incorporado en el presente documento como referencia en su totalidad. En algunas
realizaciones, un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota activa, soluble comprende méas de una etiqueta de
purificacion o de epitopo.

Los expertos en la técnica conocen otros haptenos que son adecuados para su uso como etiquetas y se describen,
por ejemplo, en el Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (62 Ed., Molecular Probes, Inc.,
Eugene OR). Por ejemplo, dinitrofenol (DNP), digoxigenina, barbituratos (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 5.414.085), y varios tipos de fluoré6foros son utiles como haptenos, puesto que son derivados de
estos compuestos. Estan disponibles comercialmente kits para unir haptenos y otros restos a proteinas y otras
moléculas. Por ejemplo, cuando el hapteno incluye un tiol, puede usarse un ligador heterobifuncional tal como
SMCC para unir la etiqueta a los residuos de lisina presentes en el reactivo de captura.

Un experto reconoceria que pueden realizarse modificaciones a los dominios funcional o catalitico del polipéptido de
glicosiltransferasa eucariota activa, soluble sin disminuir su funcion bioldgica. Algunas modificaciones pueden
hacerse para facilitar la clonacion, la expresion o la incorporaciéon del dominio catalitico en una proteina de fusion.
Los expertos en la técnica conocen bien tales modificaciones e incluyen, por ejemplo, la adicién de codones en
cualquier extremo terminal del polinucleétido que codifica para el dominio catalitico para proporcionar, por ejemplo,
una metionina afiadida en el extremo amino terminal para proporcionar un sitio de iniciacion, o aminoacidos
adicionales (por ejemplo, poli His) colocados en cualquier extremo terminal para crear secuencias de purificacion o
de codones de terminacion o sitios de enzimas de restriccion ubicados convenientemente ubicados.

En realizaciones preferidas, la purificacion de las glicosiltransferasas eucariotas se simplifica mediante la expresion
de las proteinas en microorganismos que tienen entornos oxidantes. Debido a que la solubilidad de las proteinas
expresadas esta potenciada, pueden omitirse etapas de purificacién que requieren mucho tiempo, tales como
solubilizacién, desnaturalizacion y replegamiento, de un protocolo de purificacion.

Las glicosiltransferasas eucariotas producidas mediante los métodos de la invencion pueden usarse para producir
productos peptidicos glicosilados y proteina glicosilada. Los productos peptidicos glicosilados y la proteina
glicosilada también pueden purificarse, si lo desea el usuario, con cualquiera de los métodos de purificacion de
proteinas descritos en el presente documento.

VI. POTENCIACION Y CARACTERIZACION DE LA SOLUBILIZACION DE PROTEINAS

La reduccion de los enlaces disulfuros en proteinas expresadas de manera heterdloga, tales como los polipéptidos
de glicosiltransferasa eucariota usados en los métodos de la invencién, frecuentemente da como resultado un mal
plegamiento de la proteina y precipitacion de la solucion. En células bacterianas tales como por ejemplo, E. coli, las
proteinas mal plegadas se expresan como cuerpos de inclusion insolubles. La solubilizacién de una proteina esta
generalmente indicada por la presencia de la proteina en una fraccion acuosa tras la centrifugacién a una velocidad
apropiada durante un periodo apropiado. Ademas, la expresion de las proteinas plegadas apropiadamente da como
resultado niveles aumentados de actividad de la proteina. Por tanto, también pueden usarse ensayos de actividad
enzimatica para determinar si se ha producido un plegamiento apropiado de la proteina.

La solubilizacion de un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota expresado en un microorganismo con un entorno
oxidante puede compararse con la solubilizaciéon de un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota expresado en un
microorganismo con un entorno reductor, por ejemplo, una cepa de E. coli con un entorno reductor. En algunas
realizaciones, un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota expresado en un microorganismo con un entorno
oxidante se expresa en una fraccion soluble a niveles que son hasta 1,1, 1,2, 1,5, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 50, 100, 500,
1000 o hasta 10.000 veces superiores a los niveles solubles del mismo polipéptido de glicosiltransferasa eucariota
expresado en un microorganismo con un entorno reductor. En otras realizaciones, un polipéptido de
glicosiltransferasa eucariota expresado en un microorganismo con un entorno oxidante tiene niveles de actividad,
por ejemplo, U/célula o U/mg de proteina, hasta 1,1, 1,2, 1,5, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 50, 100, 500, 1000 o hasta 10.000
veces superiores a los niveles de actividad del mismo polipéptido de glicosiltransferasa eucariota expresado en un
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microorganismo con un entorno reductor.
A. Caracterizacion de la solubilidad de la proteina

En realizaciones preferidas, las glicosiltransferasas eucariotas se expresan como proteinas solubles
intracelularmente dentro de un microorganismo procariota. La solubilidad de los polipéptidos de glicosiltransferasa
eucariota puede determinarse tal como se dio a conocer anteriormente, determinando los niveles de proteina en una
fraccién acuosa tras la centrifugacion a una velocidad apropiada durante un periodo apropiado. Los niveles de
proteina pueden determinarse usando métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo,
inmunoensayos o comparacion directa de proteinas separadas mediante, por ejemplo, SDS-PAGE. Pueden
realizarse inmunoensayos usando anticuerpos especificos para el polipéptido de glicosiltransferasa eucariota de
interés o usando anticuerpos especificos para una etiqueta de purificaciéon o de epitopo que esta covalentemente
unida al polipéptido de glicosiltransferasa eucariota.

La solubilidad también puede determinarse sometiendo a ensayo la actividad enzimatica de los polipéptidos de
glicosiltransferasa eucariota en una fraccion soluble a partir de un microorganismo procariota. En una realizacion
preferida, la actividad glicosiltransferasa puede medirse en una fracciéon intracelular soluble a partir de un
microorganismo procariota.

Los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota pueden usarse para preparar productos glicosilados en mezclas de
reaccion in vitro, incluyendo, por ejemplo, oligosacaridos, glicolipidos, glicoproteinas y glicopéptidos. Las mezclas de
reaccion in vitro pueden incluir microorganismos permeabilizados que comprenden los polipéptidos de
glicosiltransferasa eucariota, polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota parcialmente purificados o polipéptidos de
glicosiltransferasa eucariota purificados; asi como sustratos donadores, sustratos aceptores y tampones de reaccién
apropiados. Para reacciones in vitro, los polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota, sustratos aceptores, sustratos
donadores y otros componentes de la mezcla de reaccién se combinan mediante mezcla en un medio de reaccién
acuoso. El medio tiene generalmente un valor de pH de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 9,0. La seleccién
de un medio esta basada en la capacidad del medio para mantener el valor de pH al nivel deseado. Por tanto, en
algunas realizaciones, el medio se tampona a un valor de pH de aproximadamente 7,5. Si no se usa tampoén, el pH
del medio debe mantenerse a de aproximadamente 5 a 8,5, dependiendo de la glicosiltransferasa particular usada.
Para sialiltransferasas, por ejemplo, el intervalo es preferiblemente de desde aproximadamente 5,5 hasta
aproximadamente 8,0.

Las concentraciones o cantidades de enzima se expresan en unidades de actividad, que es una medida de la
velocidad inicial de catalisis. Una unidad de actividad cataliza la formacién de 1 umol de producto por minuto a una
temperatura (normalmente 37°C) y valor de pH (normalmente 7,5) dados. Por tanto, 10 unidades de una enzima es
una cantidad catalitica de aquella enzima en la que 10 umol de sustrato se convierten en 10 umol de producto en un
minuto a una temperatura de 37°C y un valor de pH de 7,5.

La mezcla de reaccién puede incluir cationes metalicos divalentes (Mg2+, Mn2+). El medio de reaccion también puede
comprender detergentes solubilizantes (por ejemplo, Triton o SDS) y disolventes orgénicos tales como metanol o
etanol, si es necesario. Las enzimas pueden utilizarse libre en disoluciéon o pueden estar unidas a un soporte tal
como un polimero. La mezcla de reaccidén es por tanto sustancialmente homogénea al inicio, aunque puede
formarse algo de precipitado durante la reaccion.

La temperatura a la que se lleva a cabo el proceso anterior puede oscilar entre justo por encima de la temperatura
de congelacién hasta la temperatura en la que la enzima mas sensible se desnaturaliza. Ese intervalo de
temperatura es preferiblemente de aproximadamente 0°C a aproximadamente 45°C, y mas preferiblemente a de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 37°C.

La mezcla de reacciéon asi formada se mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para obtener el alto
rendimiento deseado de determinantes de oligosacaridos deseados presentes en los grupos de oligosacarido unidos
a la glicoproteina que va a glicosilarse. Para preparaciones a escala comercial, se dejara que la reaccion se
produzca a menudo durante entre aproximadamente 0,5-240 horas, y mas normalmente entre aproximadamente 1-
36 horas.

B. Potenciacion de la solubilidad de la proteina

La potenciacion adicional de la solubilidad de polipéptidos de glicosiltransferasa eucariota puede producirse, por
ejemplo, reduciendo la tasa de expresion de proteinas o expresando la proteina en combinacién con, por ejemplo
una proteina chaperona.

La potenciacion de la tasa de formaciéon de enlaces disulfuro apropiados puede conducir a expresion superior de
glicosiltransferasas solubles activas. Otro método para potenciar la expresion de glicosiltransferasas solubles activas
es para reducir la tasa de expresion permitiendo de ese modo al polipéptido naciente mas tiempo para lograr una
conformacion soluble, estable. La combinacion de los dos métodos, tal como se describe en el presente documento,
es una realizacion preferida de la invencidén. La expresidon maxima de una proteina heteréloga se produce
generalmente en condicién de crecimiento éptimo para las células huésped. Un método para ralentizar la expresion
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de proteinas es ralentizar la tasa de crecimiento de las células. En una realizacion preferida, se hacen crecer células
huésped a una temperatura inferior a su temperatura de crecimiento 6ptima. Por ejemplo, la temperatura de
crecimiento optima de E. coli es de 37°C. Por tanto, una temperatura inferior a la temperatura de crecimiento éptima
para E. coli es inferior a 37°C, por ejemplo, entre 4°C y 36°C, entre 8°C y 33°C, entre 12°C y 30°C, o entre 18°C y
26°C, o a aproximadamente 20°C, o a aproximadamente 24°C.

La temperatura usada para ralentizar la produccién de proteina dependera de la temperatura de crecimiento 6ptima
de las células huésped. Como un ejemplo, E. coli y muchas otras bacterias tienen una temperatura de crecimiento
optima de 37°C. Por tanto, una temperatura inferior a una temperatura de crecimiento 6ptima para E. coli o para
otras bacterias que crecen de manera 6ptima a 37°C podria ser de entre 4-35°C, entre 12-30°C, o entre 15-20°C. En
una realizacion preferida la temperatura inferior a una temperatura de crecimiento éptima para E. coli o para otras
bacterias que crecen de manera 6ptima a 37°C es de entre18 y 23°C. Para células que crecen de manera 6ptima a
30°C, como lo hacen muchas levaduras, una temperatura inferior a una temperatura de crecimiento éptima podria
ser de entre 10 y 25°C, entre 12 'y 21°C, o entre 15y 20°C.

Otro método para reducir la tasa de expresién de una proteina heteréloga es variar la concentracion de una
molécula que regula la expresion de un promotor inducible. Por ejemplo, algunas mutaciones /acY permiten controlar
la expresion de la proteina variando la cantidad de IPTG, la molécula inductora, en el medio. En realizaciones
preferidas la concentracion de IPTG en el medio es inferior a la 6ptima para, por ejemplo, la expresion de una
proteina que no forma cuerpos de inclusién cuando se sobreexpresa en un microorganismo procariota.

En algunas realizaciones, un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota se expresa en un microorganismo que tiene
un entorno oxidante y que comprende ademas una proteina chaperona heterdloga. Las proteinas chaperonas
incluyen, por ejemplo, factor desencadenante; miembros de la familia de chaperona Hsp70, por ejemplo DnaK;
miembros de la familia de chaperona Hsp100, por ejemplo ClpB, y miembros de la familia de chaperona Hsp60, por
ejemplo GroEL. Véase, por ejemplo, Sorensen y Mortensen, BioMed Central,
www.microbialcellfactories.com/content/4/1/1. También se conocen chaperonas que permiten el plegamiento de la
proteina a 4°C, por ejemplo, Cpn60 y Cpn10 de Oleispira antartica RB8'. Véase, por ejemplo, Id. y Ferrer et al., Nat.
Biotechnol. 21:1266-1267 (2003). Las proteinas chaperonas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a,
aquellas indicadas en la lista de secuencias adjunta.

En otras realizaciones, un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota se expresa en un microorganismo que tiene un
entorno oxidante que comprende ademas una proteina disulfuro isomerasa (PDI) heteréloga. Las proteinas de PDI
pueden hacer o reorganizar enlaces disulfuro. Las proteinas de PDI se describen por ejemplo, en Georgiou et al.
patente estadounidense n.° 6.027.888, que se incorpora en el presente documento como referencia para todos los
fines. Las proteinas de PDI incluyen por ejemplo, PDI de higado de rata, proteinas Ero1p y Pdi1p de Sacchromyces.
Las proteinas procariotas incluyen por ejemplo, DsbC de E. coli. Véase, por ejemplo, Frand et al., Trends in Cell Biol.
10: 203-210 (2000). En algunas realizaciones, se expresan DsbC en un citoplasma bacteriano por ejemplo,
delecionando una secuencia de direccionamiento periplasmatico o incluyendo una secuencia de retencion
citoplasmatica.

Otras proteinas procariotas que actdan para mantener el estado redox de enlaces disulfuro de proteinas incluyen,
por ejemplo, DsbB, DsbA, DsbC, DsbD y DsbG de E. coli. Estas proteinas se conocen bien en la técnica y se
describen en, por ejemplo, Beckwithet al. patente estadounidense n.° 6.872.563, que se incorpora en el presente
documento como referencia para todos los fines. En algunas realizaciones, DsbB, DsbA, DsbC, DsbD y DsbG se
expresan en el citoplasma bacteriano para potenciar la oxidacion de proteinas citoplasmaticas, por ejemplo,
delecionando una secuencia de direccionamiento periplasmatico o incluyendo una secuencia de retencion
citoplasmatica.

En una realizacién adicional, un polipéptido de glicosiltransferasa eucariota se expresa en un microorganismo
procariota que tiene un entorno oxidante y que también comprende una proteina chaperona heterdloga y/o una
proteina de PDI heteréloga y/o una proteina tal como DsbB, DsbA, DsbC, DsbD y DsbG de E. coli.

C. Expresion de glicosiltransferasas eucariotas truncadas activas en microorganismos procariotas que tienen
entornos reductores

Inesperadamente, algunas de las glicosiltransferasas eucariotas truncadas tenian actividad en organismos
procariotas con entornos intracelulares reductores. La actividad en un entorno intracelular reductor era normalmente
mucho menor que la actividad de la misma proteina en un organismo procariota que tiene un entorno intracelular
oxidante. En algunas realizaciones las glicosiltransferasas eucariotas truncadas estan fusionadas a, por ejemplo, un
dominio de unién a maltosa o un dominio de unién a almidén, o combinaciones de los mismos.

Por ejemplo, la tabla 4 muestra que una proteina de GnT1 truncada del tipo natural fusionada a MBP tenia 1,7 Ullitro
de actividad. Por el contrario, la misma proteina tenia 45 U/litro de actividad cuando se expresaba en un mutante
trxB, gor, supp de E. coli. Otras glicosiltransferasas sometidas a prueba parecian no tener actividad en el entorno
reductor de las células JM109. Por tanto, en una realizacién, la invencion incluye métodos para la produccion de una
glicosiltransferasa activa, soluble truncada en un microorganismo que tiene un entorno reductor, por ejemplo, E. coli.
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En realizaciones preferidas, la glicosiltransferasa es GnT1.

VII. USOS DE GLICOSILTRANSFERASAS EUCARIOTAS SOLUBLES PRODUCIDAS POR MICROORGANISMOS
PROCARIOTAS CON ENTORNOS OXIDANTES

La invencion proporciona métodos para la produccion de glicosiltransferasas eucariotas solubles en
microorganismos procariotas, preferiblemente en una escala comercial. Las glicosiltransferasas eucariotas solubles
se usan entonces para sintetizar enzimaticamente restos de oligosacarido, glicolipidos y glicoproteinas, y para
glicoPEGilar glicoproteinas o glicopéptidos, incluyendo proteinas terapéuticas, también preferiblemente en una
escala comercial. Las reacciones enzimaticas de la invencion tienen lugar en un medio de reaccién que comprende
al menos una glicosiltransferasa eucariota, soluble, sustrato aceptor y sustrato donador, y normalmente un catién
metalico divalente soluble. En algunas realizaciones, las enzimas auxiliares y sustratos para el resto catalitico de la
enzima auxiliar también estan presentes, de modo que las enzimas auxiliares pueden sintetizar el sustrato donador
para la glicosiltransferasa. Las proteinas de glicosiltransferasa eucariota soluble catalizan la adicién de un sacarido a
un sustrato aceptor, por ejemplo, una proteina terapéutica activa soluble.

Se conocen varios métodos para usar glicosiltransferasas para sintetizar glicoproteinas y glicolipidos que tienen
restos del oligosacéarido deseado. Se describen métodos a modo de ejemplo, por ejemplo, en el documento WO
96/32491, lto et al. (1993) Pure Appl. Chem. 65: 753, y las patentes estadounidenses 5.352.670, 5.374.541 y
5.545.553.

Las proteinas de glicosiltransferasa eucariota soluble preparadas tal como se describen en el presente documento
pueden usarse en combinacion con glicosiltransferasas adicionales. Por ejemplo, puede usarse una combinacion de
proteina de glicosiltransferasa eucariota soluble y una glicosiltransferasa bacteriana. De manera similar, las
proteinas de glicosiltransferasa eucariota soluble pueden usarse con enzimas auxiliares recombinantes, que pueden
o no fusionarse a proteinas de glicosiltransferasa eucariota soluble.

Los productos producidos mediante los procesos anteriores pueden usarse con o sin purificacién adicional. En
algunas realizaciones, se producen oligosacaridos. Pueden usarse técnicas bien conocidas, convencionales, por
ejemplo, cromatografia en capa fina o gruesa, cromatografia de intercambio i6nico o filtracion a través de
membrana, para la recuperacion de sacaridos glicosilados. También puede usarse, por ejemplo, la filtraciéon a través
de membrana, utilizando una membrana osmética inversa o de nanofiltracién tal como se describe en la patente
australiana de titularidad compartida n.° 735695. Como un ejemplo adicional, puede usarse la filtraciéon a través de
membrana en la que las membranas tienen un punto de corte de peso molecular de aproximadamente 1000 a
aproximadamente 10.000 para retirar proteinas. Como otro ejemplo, puede usarse entonces nanofiltracion u 6smosis
inversa para retirar sales. Las membranas de nanofiltro son una clase de membranas de ésmosis inversa que pasan
sales monovalentes pero retienen sales polivalentes y solutos sin carga de mas de aproximadamente 200 a
aproximadamente 1000 Daltons, dependiendo de la membrana usada. Por tanto, por ejemplo, los oligosacaridos
producidos mediante las composiciones y métodos de la presente invencion pueden retenerse en la membrana y las
sales contaminantes pasaran a través de ella.

Los productos que son por ejemplo, proteinas glicosiladas o péptidos glicosilados también pueden usarse sin
purificacion adicional. O si lo desea el usuario, pueden aislarse o purificarse proteinas glicosiladas o péptidos
glicosilados usando métodos de purificacion de proteinas convencionales.

VIII. SUSTRATO DONADOR/SUSTRATOS ACEPTORES

Sustratos donadores adecuados usados por las glicosiltransferasas eucariotas activas, solubles y métodos de la
invencion incluyen, pero no se limitan a, UDP-Glc, UDP-GIcNAc, UDP-Gal, UDP-GalNAc, GDP-Man, GDP-Fuc,
UDPGIcUA, UDP-GIcNH,, UDP-GalNH; y CMP-acido sialico. Guo et al., Applied Biochem. and Biotech. 68: 1-20
(1997).

Los sustratos aceptores adecuados usados por las proteinas de glicosiltransferasa eucariota, soluble y métodos de
la invencién incluyen, pero no se limitan a, polisacaridos, oligosacaridos, proteinas, lipidos, gangliésidos y otras
estructuras bioldgicas (por ejemplo, células completas) que pueden modificarse mediante los métodos de la
invencion. Las estructuras a modo de ejemplo, que pueden modificarse mediante los métodos de la invencion
incluyen cualquiera de varias estructuras de hidratos de carbono, glicoproteinas y glicolipidos conocidas por los
expertos en la técnica.

Ejemplos de sustratos aceptores adecuados usados en reacciones catalizadas por proteina de glicosiltransferasa
eucariota, soluble se describen en Guo et al., Applied Biochem. and Biotech. 68: 1-20 (1997), pero no se limitan a
ello.

En realizaciones preferidas, el sustrato aceptor es una proteina terapéutica. Proteinas terapéuticas preferidas para
su modificacién mediante la glicosiltransferasa producida usando microorganismos que tienen un entorno intracelular
oxidativo se encuentran en la tabla 2.
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Tabla 2. Proteinas terapéuticas preferidas

Hormonas y factores de crecimiento
Factor estimulante de

colonia de granulocitos (G-CSF)

Factor estimulante de colonia

de macroéfagos-granulocitos (GM-CSF)
TPO

Eritropoietina (EPO)

Variantes EPO

Hormona estimulante del foliculo (FSH)
Hormona del crecimiento humana (HGH)
Insulina

alfa-TNF

Leptina

Gonadotropina coridnica humana
Factor-20 de crecimiento de fibroblastos (FGF-20)
Factor-20 de crecimiento de fibroblastos (FGF-21)
Enzimas e inhibidores

Activador de plasmindgeno de tipo tisular
(TPA)

Variantes de TPA

Urocinasa

Factor VII factor de coagulacion

Factor VIl

Factor IX de coagulacion

Factor X

Factor XIlI

hrADNasa

Glucocerebrosidasa (Cerezyme™)
Hirudin

o1 antitripsina (inhibidor de proteasa a1)
Antitrombina IlI

o-Glucosidasa acida (maltasa acida)
a-galactosidasa A

a-L-iduronidasa

Receptores y receptores quiméricos

CD4

Receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-R)
Fusion de TNF-R:1gG Fc

Alfa-CD20

PSGL-1

Complemento

GlyCAM o su quimera

N-CAM o su quimera

Anticuerpos monoclonales (inmunoglobulinas)
AcM anti-RSV

Receptor de AcM anti-IL-2

AcM anti-CEA

AcM glicoproteina lIb/llla (Reopro™)

AcM anti-EGF

AcM Her-2 (Herceptin™)

AcM CD20 (Rituxan™)

AcM alfa-CD3

Fusion receptor de TNF -IgG Fc (Enbrel™)
AcM TNFa (Remicade™)

AcM CD4

AcM PSGL-1

Proteina AcM anti F del virus

sincitial respiratorio

Anti-trombina-ll|

Células

Glébulos rojos

Glébulos blancos (por ejemplo, células T, células B,
células dendriticas, macréfagos, células NK,
neutréfilos, monocitos y similares)

Células madre

Plaquetas

Otros

Antigeno de superficie de hepatitis B (HbsAg)

Urocinasa

Citocinas y citocinas quiméricas
Interleucina-1 (IL-1), 1B, 2, 3, 4
Interferén-alfa (IFN-alfa)
Interferén-alfa-2b
Interferén-beta
Interferébn-gamma
Interferon-omega

Toxina de difteria quimérica-IL-2

Otras proteinas terapéuticas preferidas que pueden producirse en organismos procariotas que tienen entornos
intracelulares oxidantes se dan a conocer en la solicitud n.° PCT/US02/32263, presentada el 9 de octubre de 2002;
solicitud de patente provisional n.° 60/448.381, presentada el 19 de febrero de 2003, solicitud de patente provisional
n.° 60/438.582, presentada el 6 de enero de 2003; solicitud de patente provisional n.° 60/407.527, presentada el 28
de agosto de 2002; solicitud de patente provisional n.° 60/404.249, presentada el 16 de agosto de 2002; solicitud de
patente provisional n.° 60/396.594, presentada el 17 de julio de 2002; solicitud de patente provisional n.° 60/391.777,
presentada el 25 de junio de 2002; solicitud de patente provisional n.° 60/387.292, presentada el 7 de junio de 2002;
solicitud de patente provisional n.° 60/334.301, presentada el 28 de noviembre de 2001; solicitud de patente
provisional n.° 60/334.233, presentada el 28 de noviembre de 2001; solicitud de patente provisional n.° 60/344.692,
presentada el 19 de octubre de 2001; y solicitud de patente provisional n.° 60/328.523, presentada el 10 de octubre
de 2001; y en las siguientes publicaciones de solicitud de patente estadounidense 20040142856, 20040137557,
20040132640, 20040126838, 20040115168, 20040082026, 20040077836, 20040063911, 20040043446. Las
proteinas terapéuticas preferidas en las referencias anteriores también se denominan péptidos preferidos para
remodelamiento.

En algunas realizaciones las proteinas terapéuticas incluyen un sitio de glicosilacién O-unido. El sitio de glicosilacion
O-unido puede producirse de manera natural en una proteina o péptido del tipo natural, o puede estar en una
proteina o péptido mutante, por ejemplo, una proteina o péptido mutante en la que se introduce un sitio de
glicosilacion O-unido que no se produce de manera natural, o una proteina o péptido mutante que comprende sitios
de glicosilacién O-unidos tanto que se producen de manera natural como que no se producen de manera natural.
Proteinas a modo de ejemplo con sitios de glicosilaciéon O-unidos incluyen, por ejemplo, factor estimulante de colonia
de granulocitos (G-CSF), por ejemplo, tipos naturales de 175 y 178 aminoacidos (con o sin residuos de metionina N-
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terminales), interferon (por ejemplo, interferén alfa, por ejemplo, interferén alfa 2b, o interferén alfa 2a), factor
estimulante de colonia de macroéfagos y granulocitos (GM-CSF), hormona de crecimiento humano, interleucina (por
ejemplo, interleucina 2), y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Ejemplos de proteinas y péptidos de tipo
natural y mutantes se encuentran en, por ejemplo, el documento PCT/US2004/014254, presentado el 7 de mayo de
2004; solicitud de patente provisional estadounidense n.° 60/469.114, presentada el 9 de mayo de 2003; solicitud de
patente provisional estadounidense n.° 60/494.751, presentada el 13 de agosto de 2003; solicitud de patente
provisional estadounidense n.° 60/495.076, presentada el 14 de agosto de 2003; solicitud de patente provisional
estadounidense n.° 60/535.290, presentada el 8 de enero de 2003; el documento PCT/US05/000799, presentado el
10 de enero de 2005; el documento USSN 11/033365 presentado el 10 de enero de 2005; solicitud de patente
provisional estadounidense n.° 60/535284, presentada el 8 de enero de 2004; solicitud de patente provisional
estadounidense n.° 601544411, presentada el 12 de febrero de 2004; solicitud de patente provisional
estadounidense n.° 60/546631, presentada el 20 de febrero de 2004; solicitud de patente provisional estadounidense
n.° 60/555813, presentada el 23 de marzo de 2004; solicitud de patente provisional estadounidense n.° 60/570891,
presentada el 12 de mayo de 2004; el documento PCT/US05/39226, presentado el 31 de octubre de 2005; y
solicitud de patente provisional estadounidense n.° 60/623342, presentada el 29 de octubre de 2004.

La invencién también abarca proteinas terapéuticas que se han modificado para aumentar su resistencia a
proteasas. En una realizacién, la proteina terapéutica resistente a proteasa es una proteina de hormona de
crecimiento humana. Proteinas terapéuticas resistentes a proteasa a modo de ejemplo se encuentran en por
ejemplo, la solicitud de patente provisional estadounidense n.° 60/669736, presentada el 8 de abril de 2005; solicitud
de patente provisional estadounidense n.° 60/710401, presentada el 22 de agosto de 2005; y solicitud de patente
provisional estadounidense n.° 60/720030, presentada el 23 de septiembre de 2005.

VIIl. Conjugacion de azucares modificados a péptidos

Los azucares modificados se conjugan a un péptido o proteina glicosilada o no glicosilada usando una enzima
apropiada para mediar la conjugacion. Preferiblemente, las concentraciones del/de los azicar(es) donador(es)
modificado(s), enzima(s) y péptido(s) o proteina(s) aceptora(s) se seleccionan de tal manera que la glicosilacion
procede hasta que se consume el aceptor. Las consideraciones tratadas a continuacién, aunque se exponen en el
contexto de una sialiltransferasa, pueden aplicarse generalmente a otras reacciones de glicosiltransferasa.

La presente invencién también proporciona la produccion a escala industrial de péptidos modificados. Tal como se
usa en el presente documento, una escala industrial generalmente produce por ejemplo, al menos un microgramo,
un miligramo o un gramo de conjugado purificado, terminado.

En la siguiente explicacion, la invencion se muestra a modo de ejemplo mediante la conjugacion de restos de &cido
sidlico modificados a un péptido glicosilado. El acido sidlico modificado a modo de ejemplo se marca con PEG. La
atencion de la siguiente explicacion en el uso de péptidos glicosilados y acido sialico modificado con PEG es por
claridad de la ilustracion y no pretende implicar que la invencién se limita a la conjugacién de estas dos parejas. Un
experto entiende que la explicacion puede aplicarse generalmente a las adiciones de restos de glicosilo modificado
distintos del acido sialico. Ademas, la explicacion puede aplicarse de igual manera a la modificaciéon de una unidad
de glicosilo con agentes distintos de PEG incluyendo otros polimeros solubles en agua, restos terapéuticos y
biomoléculas.

Puede usarse un enfoque enzimatico para la introduccion selectiva de hidratos de carbono PEGilados o PPGilados
en un péptido o glicopéptido. El método utiliza aziicares modificados que contienen PEG, PPG o un grupo funcional
reactivo enmascarado, y se combina con la glicosiltransferasa apropiada. Seleccionando la glicosiltransferasa que
preparara el enlace de hidrato de carbono deseado y utilizando el aziicar modificado como el sustrato donador, el
PEG o PPG puede introducirse directamente sobre la estructura principal del péptido, sobre residuos existentes de
azucar de un glicopéptido o sobre los residuos de azucar que se han afiadido a un péptido.

Un aceptor para la sialiltransferasa esta presente en el péptido que va a modificarse mediante los métodos de la
presente invencion o bien como una estructura que se produce de manera natural o bien se coloca de manera
recombinante, enzimatica o quimica. Aceptores adecuados, incluyen, por ejemplo, aceptores de galactosilo tales
como Galp1,4G1cNAc, Galp1,4GalNAc, Galp1,3GalNAc, lacto-N-tetraosa, Galp1,3GIcNAc, Galp1,3Ara,
Galp1,6GIcNAc, Galp1,4Glc (lactosa), GalNAc y acido sidlico que contienen estructuras y otros aceptores conocidos
por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Paulson ef al., J. Biol. Chem. 253: 5617-5624 (1978)).

En una realizacién, un aceptor para la sialiltransferasa esta presente en el glicopéptido que va a modificarse tras la
sintesis in vivo del glicopéptido. Tales glicopéptidos pueden sialilarse usando los métodos reivindicados sin previa
modificacion del patréon de glicosilacion del glicopéptido. Alternativamente, los métodos de la invencion pueden
usarse para sialilar un péptido que no incluye un aceptor adecuado; en primer lugar se modifica el péptido para
incluir un aceptor mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. En una realizacion a modo de
ejemplo, se afiade un residuo GalNAc mediante la accion de una GalNAc transferasa.

En una realizaciéon a modo de ejemplo, el aceptor de galactosilo se ensambla uniendo un residuo de galactosa a un
aceptor apropiado unido al péptido, por ejemplo, una GIlcNAc. El método incluye incubar el péptido que va a
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modificarse con una mezcla de reaccion que contiene una cantidad adecuada de una galactosiltransferasa (por
ejemplo, galp1,3 o galp1,4), y un donador de galactosilo adecuado (por ejemplo, UDP-galactosa). A la reaccion se le
permite proceder sustancialmente hasta completarse o, alternativamente, se termina la reaccion cuando se afiade
una cantidad preseleccionada del residuo de galactosa. Otros métodos de ensamblaje de un aceptor de sacarido
seleccionado resultaran evidentes para los expertos en la técnica.

En aun otra realizacién, en primer lugar se “recortan” los oligosacaridos unidos a glicopéptidos, o bien
completamente o bien en partes, para exponer o bien a un aceptor para la sialiltransferasa o bien un resto al que
pueden afiadirse uno o mas residuos apropiados para obtener un aceptor adecuado. Enzimas tales como
glicosiltransferasas y endoglicosidasas (véase, por ejemplo la patente estadounidense n.° 5.716.812) son utiles para
las reacciones de union y recorte.

Métodos para la conjugacion de azucares modificados a péptidos o proteinas se encuentran por ejemplo, en el
documento USSN 60/328,523 presentado el 10 de octubre de 2001; el documento USSN 60/387.292, presentado el
7 de junio de 2002; el documento USSN 60/391.777 presentado el 25 de junio de 2002; el documento USSN
60/404.249 presentado el 16 de agosto de 2002; y el documento PCT/US02/32263.

Debe observarse que tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares de “un”, “y”, y “el” incluyen referentes plurales a menos que el contexto claramente lo dicte de otra
manera. Por tanto, por ejemplo, la referencia para “una célula” incluye una pluralidad de tales células y equivalentes

de la misma conocidos por los expertos en la técnica, etc.

Las publicaciones comentadas en el presente documento se proporcionan solamente por su divulgacion antes de la
fecha de presentacion de la presente solicitud. No debe interpretarse nada en el presente documento como una
admisién de que la presente invencién no tiene derecho a anteceder tal publicaciéon por virtud de una invencion
previa. Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion reales
qgue puede ser necesario confirmarlas independientemente.

Ejemplos

Ejemplo 1: Expresién de glicosiltransferasas de la ruta de oligosacaridos O-unidos.

Procedimientos generales

Se disefiaron constructos para expresar fusiones de proteina de unidon a maltosa (MBP) a truncamientos
aminoterminales de las glicosiltransferasas. Se disefian constructos con un A (niUmero) que se refiere a la posicion
del ultimo aminoacido retirado (para truncamientos aminoterminales) o el primer aminoacido retirado (para
truncamientos carboxiloterminales) de la proteina de longitud completa correspondiente. Se usaron los siguientes
constructos: MBP-GalNAc-T2 humana (A51), GalNAcT2 humana (A51, A445), MBP-Core-1-Gal-T1 de Drosophila
(A50), MBP-ST3Gal-1 porcina (A45), y MBP-SBD-ST3Gal-1 porcina (A45; SBD es la etiqueta de dominio de unién a
almidoén, insertada entre la MBP y los dominios cataliticos), y MBP-ST6GalNAc-1 humana (A35). Se clonaron
normalmente los acidos nucleicos que codificaban para las enzimas en los sitios BamHI-Xhol o BamHI-EcoRI de
pCWin2-MBP o una version de pCWin2 con un 5 UTR modificado. Véase, por ejemplo, el documento
PCT/US05/00302, presentado el 6 de enero de 2005, que se incorpora en el presente documento como referencia
para todos los fines. Se realizé la clonacion usando técnicas convencionales (por ejemplo Current Protocols in
Molecular Biology, Ausubel, FM, et al, eds. John Wiley and Sons, Inc. 1998).

Para la expresion de la proteina, se usé el contenido de un asa de células de una placa reciente para inocular un
cultivo de 100 ml de martone LB que contenia kanamicina 50 pg/ml. Se incubaron los cultivos a 37°C con agitacion a
180-200 rpm, y se monitorizaron para determinar la DOg2. Cuando la DOey alcanzé 0,4-0,6, se transfirieron los
cultivos a un incubador con agitaciéon a 20°C (180-200 rpm) durante 15-20 minutos. Entonces se afiadié IPTG hasta
una concentracion final de 0,1 mM, y se continud la incubacion con agitacion durante la noche a 20°C. Se recogieron
las células mediante centrifugacion a 4°C, 7000 x g durante 15 min.

Para el analisis de la solubilidad de proteina y la purificacion parcial de proteinas de fusion, se resuspendieron
sedimentos de células bacterianas de cultivos inducidos en 30 ml de TE (tris 20 mM pH 7,4, EDTA 1 mM), y se
sometieron a lisis mediante ruptura mecanica con dos pases a través de un microfluidizador a 15.000 psi. Se
sedimentd el material insoluble mediante centrifugacion durante 10 minutos a 3000-5000 x g a 4°C. Se separaron los
sobrenadantes de los sedimentos, y se tomd una muestra de cada sobrenadante para el analisis de ensayo de
actividad. Se ajustaron los sobrenadantes restantes hasta una concentracion final de NaCl 200 mM, y se incubaron
mezclados a temperatura ambiente con resina de amilosa lavada. Tras 1-2 horas, se recogieron las perlas mediante
centrifugacién breve, se lavaron con 10 volumenes de lecho de perlas de tampoén de columna (tris 20 mM pH 7,4,
NaCl 200 mM, EDTA 1 mM), y se recogieron en una columna desechable. Se eluyeron las proteinas de fusion
purificadas con un volumen de lecho de perlas de tampdn de columna que contenia maltosa 10 mM. Se analizaron
las muestras de sedimento insoluble, sobrenadante, y elucién de resina de amilosa mediante SDS-PAGE.

Para el ensayo de la actividad GalNAc-T2, se llevaron a cabo reacciones en una mezcla de muestra de enzima con
Tris 20 mM pH 7, MnCl; 10 mM, UDP-GalNAc 1,5 mM, aceptor de péptidos sintéticos 1 mM. Tras una incubacion de
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30 minutos a 37°C, se extinguio la reaccion con HCI 0,01 N, y se separd el aceptor de péptidos de la mezcla de
reaccion mediante centrifugacion a través de un concentrador 10.000 MWCO. Se detectaron péptido y GalNAc-
péptido y se cuantificaron mediante RP-HPLC.

Para el ensayo de la actividad Core-1-Gal-T1, se llevaron a cabo reacciones de galactosiltransferasa en una mezcla
de muestra de enzima con mucina submaxilar asialo-bovina (asialo-BSM) 3,5 mg/ml, MES 50 mM pH 6,5, MnCl, 20
mM, y UDP-galactosa marcada radioactivamente. Tras una incubaciéon de una hora a 37°C, se detuvo la reaccion y
se separaron los productos de reaccion de proteina de la UDP-Gal mediante precipitacion acida. Se detectd
posteriormente la galactosa radioactiva transferida a asialo-BSM y se cuantificé usando un contador de centelleo.

Para el ensayo de ST6GalNAc-1 y ST3Gal-1, se llevaron a cabo ensayos de sialiltransferasa en formato en fase
sélida usando asialo-BSM como aceptor y formas biotiniladas del donador CMP-NAN. Brevemente, se incubd una
placa de 96 pocillos recubierta con asialo-BSM a 37°C con muestras de MBP-ST6GalNAc-1 y CMP-NAN biotinilado
en BisTris 20 mM pH 6,7, MgCl, 2,5 mM, MnCl; 2,5 mM, NaCl 50 mM, Tween-80 al 0,05% durante 2-4 horas.
Entonces se lavo la microplaca, y se marco el acido sidlico biotinilado transferido a la asialo-BSM unida a la placa
con europio-estreptavidina, y se detecté mediante fluorescencia de resolucion temporal.

ST3Gal-1

Se indujeron células JM109 y mutantes trxB gor supp que portaban el constructo MBP-ST3Gal-1 para la expresion
durante la noche a 20°C. Tal como se muestra en la figura 1, se observé la expresién de MBP-ST3Gal-1 como
proteina soluble en ambas cepas, con niveles de expresion mas altos observados en la cepa mutante trxB gor supp.
Se purifico la proteina de fusién soluble de ambos lisados sobre resina de amilosa (figura 1), y los ensayos de la
actividad tanto en lisados como en muestras de proteina parcialmente purificada indicaron que la proteina de fusion
soluble era enzimaticamente activa (tabla 3), con niveles de actividad significativamente mas altos recuperados de
las células mutantes trxB gor supp.

GalNAc-T2

Cuando se expresan en células JM109, el MBP-GalNAcT2 es predominantemente insoluble, con sélo niveles traza
de actividad detectados en la fraccion soluble (tabla 3). Se introdujo el constructo GalNAc-T2 humano truncado
marcado con MBP en una cepa mutante trxB gor supp, y se indujo para la expresiéon durante la noche a 20°C. Tal
como se muestra en la figura 2, la MBP-GalNAc-T2 se expresé de manera soluble y se purificé rapidamente sobre
resina de amilosa. Ensayos de la actividad tanto en lisados como en muestras parcialmente purificadas indicaron
que la proteina de fusion soluble era una enzima activa expresada en niveles mucho mas altos que los observados
en lisados de células JM109 (tabla 3). Las GalNAcT2 truncadas que carecen tanto de secuencias aminoterminales
como de su dominio lectina carboxiloterminal también eran solubles y activas cuando se expresan en células
mutantes trxB gor supp (figura 2b y tabla 3).

Core-1-Ga/-T1

Trabajos previos con el constructo Core-1-Gal-T1 de Drosophila truncado marcado con MBP se expresé de manera
insoluble en células JM109 con ninguna actividad evidente en la fraccidn soluble (tabla 3). Se introdujo el constructo
Core-1-Gal-T1 de Drosophila truncado marcado con MBP en una cepa mutante trxB gor supp, y se indujo para la
expresion durante la noche a 20°C. Tal como se muestra en la figura 3, la MBP-GalNAc-T2 se expreso
preferiblemente como una proteina soluble en la cepa mutante trxB gor supp, y se purificé parcialmente sobre resina
de amilosa. Los ensayos de actividad en muestras de lisados indicaron que la proteina soluble era una enzima
activa cuando se expresa o bien marcado con MBP o bien no marcado en el mutante trxB gor supp (tabla 3).

ST6GalNAc-1

Trabajos previos con constructos ST6GalNAc-1 marcados con MBP encontraron que la proteina de fusion se
expresé como cuerpos de inclusidn insolubles en células JM109. Se expreso el constructo ST6GalNAc-1 humano
truncado marcado con MBP en una cepa mutante trxB gor supp como una proteina soluble, y se purificd
parcialmente sobre resina de amilosa (figura 4). Los ensayos de actividad en la muestra de lisado detectaron
actividad sialiltransferasa (tabla 3).

Tabla 3: Rendimientos basados en la actividad enzimatica observada de las glicosiltransferasas de glicanos
O-unidos

Un resumen de las actividades en muestras de lisados para las proteinas de fusién indicadas expresadas o bien en
JM109 o bien en E. coli mutante trxB gor supp. nt, no sometido a prueba.
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Glicosiltransferasa . Expresada en E)fpresadas en
expresada celula:s !nutante§ tr'x_B gor supp _ _celulas _JM'1(_)9
Actividad enzimatica (U/L) Actividad enzimatica (U/L)

MBP-GalNAc-T2 6 nt
GalNAc-T2 A445 5 nt
MBP-core1-Gal-T1 4,2 0
Core1-Gal-T1 2,5 nt
MBP-ST3Gal-1 100 1,1
MBP-SBD-ST3Gal-1 1,75 nt
MBP-ST6GalNAc-1 ~0,03 0

Fermentaciéon de 10 L de glicosiltransferasas expresadas en células mutantes trxB gor supp

Se sembraron en recipientes de fermentacion de diez litros, cepas mutantes trxB gor supps de E. coli que
expresaban una de las siguientes proteinas: MBP-ST3Ga1-1, MBP- GalNAc-T2, y MBP-Core-1-Gal-T1. Tras el
crecimiento a 37°C hasta una DOeyo de aproximadamente 0,5 se desplazé la temperatura a 20°C. Después de que la
temperatura de cultivo alcanzara 20°C, se afiadié IPTG 0,1 mM para inducir la expresiéon de la proteina. Se
extrajeron alicuotas de células en los puntos de tiempo indicados (figura 5), se procesaron para dar lisados
clarificados, y se sometieron a ensayo para determinar la actividad enzimatica. Tal como se muestra en la figura 5,
se mantuvieron los niveles de enzima expresados o se aumentaron tras un periodo de induccion de 48 horas para
cada proteina de fusion.

O-glicosilacion y glicoPEGilacién del interferén-alfa-2b

Se glicosilé interferon-alfa-2b usando glicosiltransferasas eucariotas que se habian producido en E. coli mutante trxB
gor supp (figura 6). Primero se afiadié GalNAc al interferén a través de la actividad de la enzima MBP-GalNAc-T2.
Entonces se afiadié galactosa a través de la actividad de la enzima MBP-Core1-Gal-T1. Se analizaron los productos
de reaccién mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. La figura 6A es interferon-alfa-2b solo. La primera
reaccion (figura 6B) incluy6é 40 ug de interferén-alfa-2b, UDP-GalNAc 0,4 mM, y MBP-GalNAc-T2 20 mU/mg. La
segunda reaccion (figura 6C) incluyé interferén-alfa-2b (40 pg), UDP-GalNAc 0,4 mM, MBP-GalNAc-T2 20 mU/mg,
UDP-Gal 0,4 mM, y MBP-Corel-Gal-T1 20 mU/mg. Ambas reacciones se llevaron a cabo a 32°C durante seis horas
en BisTris 20 mM pH 6,7, NaCl 50 mM, MnClz 10 mM, y NaN3; al 0,02%. Tal como se muestra en la figura 6A y 6B,
se aumento el pico de masa para el interferén en la primera reaccién, lo que concuerda con la adicion de GalNAc.
De manera similar, en la figura 6C, la masa del interferén se aumenta adicionalmente en la segunda reaccioén lo que
concuerda con la adicién de GalNAc-Gal.

Tal como se muestra en la figura 7, también se usaron las glicosiltransferasas eucariotas producidas en E. coli
mutante trxB gor supp para glicoPEGilar interferén-alfa-2b. Primero se llevo a cabo una reaccion de glicosilacion de
interferén-alfa-2b usando MBP-GalNAcT2 y MBP-Core-1-Gal-T1 producidos a partir de lisados de mutante txrB gor
supp. La primera reaccion contenia 40 ug de interferén-alfa-2b, UDP-Gal 0,4 mM, MBP-GaINAc-T2 20 mU/mg, UDP-
Gal 0,4 mM, MBP-Corel-Gal-T1 20 mU/mg, BisTris 20 mM pH 6,7, NaCl 50 mM, MnCl; 10 mM, y NaNs3 al 0,02%.
Tras una incubacion de seis horas a 32°C, se afiadieron CMP-NAN-40kDaPEG 0,08 mM, y MBP-ST3Gal-1
50 mU/mg, y la reaccion continué durante la noche a 32°C. Se monitoriz6 el progreso de la reaccion mediante SDS-
PAGE de alicuotas tomadas antes de la adicion de MBP-GalNAc-T2 y MBP-core-1-Gal-T1, inmediatamente antes y
después de la adiciéon de MBP-ST3Gal-1, y en la finalizacion de la reaccién. Tal como se muestra en la figura 7,
carril 3, la adicion de GalNAc-Gal provoca una reduccion apreciable en la movilidad electroforética del interferén. La
sialilPEGilacion adicional del interferon mediante la MBP-ST3Gal-1 da como resultado una reduccién drastica en la
movilidad, lo que concuerda con la adicién de acido PEG-sialico 40 kDa (figura 7, carril 5)

Ejemplo 2: Expresion de glicosiltransferasas eucariotas a partir de la ruta de oligosacarido N-unido

Procedimientos generales

Se disefiaron constructos para expresar fusiones de proteina de unidon a maltosa (MBP) a truncamientos
aminoterminales de la glicosiltransferasas. Se designan los constructos con un A (niUmero) que se refiere al numero
de aminoacidos retirados del extremo aminoterminal de la proteina nativa correspondiente. Se usaron los siguientes
constructos: MBP-GnT1 humana (A103), MBP-GalT1 bovina (A129), y MBP-ST3Gal3 de rata (A72) y MBP-SBD-
ST3Gal3 (A72; SBD es la etiqueta de dominio de unién a almidén, insertada entre la MBP y el dominio catalitico), y
MBP-ST6GalNAc-1 humana (A35). Para los GnT1 y GalT1, también se sometié a prueba una version alternativa de
cada enzima que portaba una simple mutacién de cambio de sentido. Se clonaron normalmente los acidos nucleicos
que codificaban para las enzimas en los sitios BamHI-Xhol o BamHI-EcoRI de pCWin2-MBP. Véase, por ejemplo, el
documento PGT/US05/00302, presentado el 6 de enero de 2005. Se realizé la clonacion usando técnicas
convencionales (por ejemplo Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, FM, et al, eds. John Wiley and Sons,
Inc. 1998).

Se realizaron la expresion de la proteina, y los analisis de solubilidad y purificacién tal como se describe en el
ejemplo 1.
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Para el ensayo de la actividad GnT1, se llevaron a cabo reacciones usando métodos desarrollados a partir de
métodos comunes de la bibliografia (por ejemplo Schachter, Reck, y Paulson (2003) Methods Enzymol 363,459-
475). Brevemente, se monitorizé la actividad n-acetilglucosaminiltransferasa como la transferencia de UDP-GIcNAc
marcada radioactivamente a Man1,6(Man1,3)Man-O-octilo (OM3). Se purificaron el sustrato y el producto mediante
fase inversa, y se detectaron y cuantificaron usando un contador de centelleo.

Para el ensayo de la actividad GalT1, se llevaron a cabo reacciones de galactosiltransferasa en una mezcla de
muestra de enzima en HEPES 50 mM pH 7,5, lacto-n-triosa Il 4,5 mM, UDP-Gal 6 mM, y MnSO4 5 mM. Tras una
incubacién de una hora a 37°C, se detuvo la reaccion y se separaron productos de reacciéon de hidratos de carbono
mediante centrifugacién a través de un concentrador 10.000 MWCO. Se detectaron y cuantificaron el sustrato y el
producto mediante HPLC.

Para el ensayo de ST3Gal3, se llevaron a cabo ensayos de sialiltransferasa en una mezcla de muestra de enzima en
MOPS 20 mM pH 6,5, BSA 0,1 mg/ml, MnCl> 10 mM, CMP-NAN 2 mM, y lacto-n-neotetraosa 30 mM. Tras una
incubacién de dos horas a 30°C, se detuvo la reaccion mediante inactivacion térmica, y se detectaron y cuantificaron
el sustrato de la reaccién y el producto mediante HPLC.

GnT1

Se analizaron cultivos de JM109 y E. coli mutante trxB gor supp inducidos para la expresion de MBP-GnT1 y MBP-
GnT1 C121S a 20°C para determinar la solubilidad y la actividad de las proteinas de fusién. Tal como se muestra en
la figura 8, se observaron niveles mas altos de expresion soluble de ambas proteinas de fusién MBP-GnT1 en la
cepa mutante trxB gor supp, y se recuperaron todas de las proteinas de fusién solubles con resina de amilosa. Los
ensayos de actividad en las muestras de MBP-GnT1 indicaron que se expreso la enzima a niveles de actividad mas
de 25 veces mas altos en células mutantes trxB gor supp que en células JM109 (tabla 4). También se expreso la
MBP-GnT1 C121S como una enzima activa soluble, aunque a niveles aproximadamente diez veces mas bajos que
en el constructo MBP-GnT1 en la cepa de E. coli equivalente (tabla 4).

GalT1

Se analizaron cultivos de JM109 y E. coli mutante trxB gor supp inducidos para la expresion de MBP-GalT1 y MBP-
GalT1 C342T a 20°C para determinar la solubilidad y la actividad de las proteinas de fusion. Tal como se muestra en
la figura 9, se observaron niveles mas altos de la expresion soluble de ambas proteinas de fusién MBP-GalT1 en la
cepa mutante trxB gor supp, y se recuperaron todas de las proteinas de fusion solubles usando resina de amilosa.
Los ensayos de actividad en MBP-GalT1 expresada en JM109 fueron incapaces de detectar la actividad enzimatica,
mientras que se recuperd enzima MBP-GalT1 activa de la muestra de expresion del mutante trxB gor supp (tabla 4).
Se recupero el constructo MBP-GalT1 C342T como una enzima activa de ambas cepas de E. coli, observandose
niveles de actividad mas de 5 veces mas altos en las muestras del mutante trxB gor supp.

ST3Gal3

Se analizaron cultivos de E. coli mutante trxB gor supp inducida para la expresion de MBP-ST3Gal3 y MBP-SBD-
ST3Gal3 a 20°C para determinar la solubilidad y la actividad de las proteinas de fusién. Tal como se muestra en la
figura 10, se expresaron de manera soluble ambas versiones de la proteina de fusién ST3Gal3 en las células
mutantes trxBgor supp, y se recuperaron ambas sobre resina de amilosa. Ambas proteinas de fusiéon ST3Gal3
expresadas de manera soluble en células mutantes trxB gor supp eran enzimaticamente activas, con el constructo
marcado con MBP mas de cinco veces mas activo que el constructo marcado con MBP-SBD (tabla 4). La MBP-SBD-
ST3Gal3 expresada en células JM109 no tenia actividad enziméatica detectable (tabla 4).

Tabla 4: Rendimientos basados en la actividad enzimatica observada de las glicosiltransferasas glicanos N-
unidos

Un resumen de las actividades en muestras de lisados para las proteinas de fusién indicadas expresadas o bien en
JM109 o bien en E. coli mutante trxB gor supp. nt, no sometido a prueba

Glicosiltransferasa ) Expresada en Expresada en
expresada células mutantes trxB gor supp ~ Células JM109
Actividad enzimatica (U/L) Actividad enzimatica (U/L)

MBP-GnT 1 45 17
MBP-GnT1 C121S 4,3 04
MBP-GalT1 175 0
MBP-GalT1 C342T 193 37
MBP-ST3Gal3 4.6 nt
MBP-SBD-ST3Gal3 0,9 0
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Ejemplo 3: Expresién de glicosiltransferasas eucariotas en Pseudomonas.

Procedimientos generales

Se sometieron a prueba las actividades de las siguientes glicosiltransferasas eucariotas en un sistema de expresion
en Pseudomonas: dos truncamientos N-terminales de ST3Gal-1 porcina, y ST6GalNAc-1 de pollo. Los constructos,
refiriéndose (A niumero) al numero de aminoacidos retirados del extremo aminoterminal de la proteina nativa
correspondiente, fueron: ST3Gal-1 porcina (A45), ST3Gal-1 porcina (A56), y ST6GalNAc-1 de pollo (A231). Se
fusionaron las glicosiltransferasas a una secuencia de secrecion en Pseudomonas en la que la expresion se dirige al
periplasma, y/o se expresaron como proteinas no fusionadas dirigidas al citoplasma. Se dirigi6é la expresion por el
promotor Ptac inducible por IPTG. Se realizd la clonacién usando técnicas convencionales (por ejemplo Current
Protocols in Molecular Biology, Ausubel, FM, et al, eds. John Wiley and Sons, Inc.1998).

Se transformaron plasmidos que comprendian acidos nucleicos que expresaban las glicosiltransferasas en la cepa
P. fluorescens DC206 (ApyrF, /aclm). Véase, por ejemplo, el documento US 2005/0186666, publicado el 25 de
agosto de 2005. Se hicieron crecer las células transformadas a escala de un litro en un medio minimo (M9)
complementado con glucosa al 1% y oligoelementos. Tras una fase de crecimiento inicial, se indujo la expresién de
glicosiltransferasa mediante la adicion de IPTG al medio. Se hicieron crecer las células en medio de induccion
durante entre 24 y 120 horas. Se recogieron las células mediante centrifugacion, se desecharon los sobrenadantes y
se congelaron los sedimentos celulares y se almacenaron a -20°C.

Para la preparacion de lisado celular, se descongeld la pasta celular congelada (8-14 gramos de peso en himedo) y
se resuspendié en tampon de lisis MES (MES 50 mM, pH 6,5) que contenia NaCl 100 mM a una razén de
aproximadamente 1 gramo de pasta celular en humedo por 2 ml de tampdn de lisis. Se perturbaron las
suspensiones mediante dos pases a través de una celda de presién francesa a 10.000 y 20.000 psi,
respectivamente. Se elimind el material insoluble mediante centrifugaciéon, y se clarificaron adicionalmente los
sobrenadantes mediante el paso a través de filtros de jeringa de 0,45 um y 0,2 um. Se analizaron las muestras de
las fracciones insoluble y soluble mediante SDS-PAGE.

Para el ensayo de actividad sialiltransferasa, se llevaron a cabo reacciones en una mezcla de muestra de enzima
con asialo-fetuina 0,5-2 mg/ml (para ST3Gal-1) o asialo-BSM (para ST6GalNAc-1), MES o BisTris 50 mM pH 6,5,
NaCl 100 mM, y CMP-NAN marcado radioactivamente. Tras una incubacién de 30-60 minutos a 37°C, se detuvo la
reaccion y se separaron los productos de reaccion de la proteina de CMP-NAN mediante precipitacion acida. Se
detectd posteriormente el acido sialico radioactivo transferido a asialo-fetuina o asialo-BSM y se cuantificd usando
un contador de centelleo.

ST3Gal-1

Se sometieron a ensayo lisados celulares de cultivos de Pseudomonas que expresaban los constructos ST3Gal-1
periplasmicos o citoplasmicos para determinar la actividad sialiltransferasa. Tal como se resume en la tabla 5, se
observo actividad sialiltransferasa en muestras de constructos A45 y A56 de ST3Gal-1 dirigidos tanto al periplasma
como al citoplasma, con niveles mas altos de actividad de las muestras A56 de ST3Gal-1.

ST6GalNAc-1

Se sometieron a ensayo lisados celulares de cultivos de Pseudomonas que expresaban ST6GalNAc-1 de pollo
citoplasmico para determinar la actividad sialiltransferasa. Tal como se resume en la tabla 5, se observé actividad
sialiltransferasa en muestras de ST6GalNAc-1 de pollo dirigida al citoplasma.

Tabla 5: Rendimientos basados en la actividad enzimatica observada de las glicosiltransferasas glicanos O-
unidos expresadas en Pseudomonas

Un resumen de las pruebas de actividad y expresion de constructos ST6GalNAc-1 y ST3Gal-1 usando
Pseudomonas

- Actividad enzimatica (U/L)
Sialiltransferasa expresada - 0 - =
Citoplasmatica Periplasmatica
A45 de ST3Gal-1 porcina 0,6 0,5
A56 de ST3Gal-1 porcina 11 1,7
ST6GalNAc-1 de pollo 0,1

Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en el presente documento son sélo para fines ilustrativos y
que a la luz de los mismos se sugeriran diversas modificaciones o cambios a los expertos en la técnica y deben
incluirse dentro del alcance y las reivindicaciones adjuntas.
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Lista de secuencias
SEQ ID NO: 1.

beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnTI, GnT1) humana

MLKKQSAGLVLWGAILFVAWNALLLLFFWTRPAPGRPPSVSALDGDPASLTREVIRLAQDAEVELERQRGLLQQI
GDALSSQRGRVPTAAPPAQPRVPVTPAPAVIPILVIACDRSTVRRCLDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQ
AIASYGSAVTHIRQPDLSSIAVPPDHRKFQGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRAT
YPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDASRPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQG
RACIRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDOHLKFIKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVYGAPQLQVEKVRT
NDRKELGEVRVQYTGRDSFKAFAKALGVMDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFRGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

SEQ ID NO: 2.

beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT1, GnT1) de conejo

MtKKQSAGLVLWGAILFVAWNALLLLFFWTRPVPSRLPSDNALDDDPASLTREVIRLAQDAEVELERQRGLLQQI
REHHALWSQRWKVPTAAPPAQPHVPVTPPPAVIPILVIACDRSTVRRCLDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEET
AQVIASYGSAVTHIRQPDLSNIAVQPDHRKFQGYYKIARHYRWALGQIFHNFNYPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFQ
ATYPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDSSKPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQR
KGRACVRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDQHLKF IKLNQQFVPFTQLDLSYLQQEAYDRDFLARVYGAPQLQVEKV
RTNDRKELGEVRVQYTGRDSFKAFAKALGVMDDLKSGVPRAGYRGIVTFLFRGRRVHLAPPQTWDGYDPSWT

SEQID NO: 3.

beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnTIl, GnT1) de raton

MLKKQTAGLVLWGAIIFVGWNALLLLFFWIRPAPGRLPSDSALGDDPASLTREVIHLAEDAEAELERQRGLLQQT
KEHYALWRQRWRVPTVAPPAWPRVPVTPSPVQIPILVIACDRSTVRRCLDKLLHYRPSAERFPIIVSQDCGHEET
AQVIASYGTAVTHIRQPDLSNIAVQPDHRKFQGYYKIARHYRWALGQIFNKFKFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFQ
ATYPLLRTDPSLWCVSAWNDNGKEQMVDSSKPELLYRTDFFPGLGWLLLADLWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQR
KGRACIRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDQHLKF IKLNQQFVPFTQLDLSYLQQEAYDRDFLAQVYGAPQLQVEKV
RTNDQKELGEVRVQYTSRDSFKAFAKALGVMDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFRGRRVHLAPPQTWTGYDPSWN

SEQ ID NO: 4.

beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnTl, GnT1) de rata

MLKKQSAGLVLWGAIIFVGWNALLLLFFWTRPAPGRLPSDSALGDDPASLTREVIHLAEDAEAELERQRGLLQQOI
KEHYSLWRQRWRVPTVAPPAWPRVPGTPSPAVIPILVIACDRSTVRRCLDKLLHYRPSAEHFPIIVSQDCGHEET
AQVIASYGTAVTHIRQPDLSNIAVQPDHRKFQGYYKIARHYRWALGQIFNKFKFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFQ
ATYPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDSSKPELLYRTDFFPGLGWLLLADLWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQR
KGRACIRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDQHLKFIKLNQQFVPFTQLDLSYLQREAYDRDFLAQVYGAPQLQVEKV
RINDRKELGEVRVQYTSRDSFKAFAKALGVMDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFRGRRVHLAPPETWNGYDPSWN

SEQ ID NO: 5.

Mutante C121S de beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT1 A103) humana truncada
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AVIPILVIACDRSTVRRSLDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQAIASYGSAVTHIRQPDLSSIAVPPDHRK
FQGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDAS
RPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDQH
LKPIKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVYGAPQLQVEKVRTNDRKELGEVRVQYTGRDSFKAFAKALGV
MDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFPGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

SEQ ID NO: 6.

Mutante C121D de beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT1 A103) humana truncada

AVIPILVIACDRSTVRRDLDKLLﬁYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQAIASYGSAVTHIRQPDLSSIAVPPDHRK
FQGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDAS
RPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDQH
LKFIKLNQQFVHFTQLDLSYLOREAYDRDFLARVYGAPQLQVEKVRTNDRKELGEVRVQYTGRDSFKAFAKALGV
MDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFPGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

5 SEQ ID NO: 7.

Mutante C121T de beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT1 A103) humana truncada

AVIPILVIACDRSTVRRTLDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQAIASYGSAVTHIRQPDLSSIAVPPDHRK
FQGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDAS
RPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEI SRTMTFGRKGVSHGQFFDQH
LKFIKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVYGAPQLQVEKVRTNDRKELGEVRVQYTGRDSFKAFAKALGV
MDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFPGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

SEQ ID NO: 8.

Mutante C121A de beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT1 A103) humana truncada

AVIPILVIACDRSTVRRALDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQAIASYGSAVTHIRQPDLSSIAVPPDHRK

FQGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDAS

RPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDQH

LKFIKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVYGAPQLOVEKVRTNDRKELGEVRVQYTGRDSFKAFAKALGV

MDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFPGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

10 ‘
SEQ ID NO: 9.

Mutante doble R120A C121H de beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT1 A103) humana truncada

AVIPILVIACDRSTVRAHLDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQAIASYGSAVTHIRQPDLSSIAVPPDHRK
FQGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYPLLKADPSLWCVSAWNDNGKEQMVDAS
RPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEISRTMTFGRKGVSHGQFFDQH
LKFIKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVYGAPQLQVEKVRTNDRKELGEVRVQYTGRDSFKAFAKALGV
MDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFPGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

SEQ ID NO: 10.

15 beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (MBP-GnT1 A103) humana truncada marcada con proteina de unién a
maltosa
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MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQUVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLOEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSS SNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSAVIPILVIACDRSTVRRCLDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQAIASYGSAVT
HIROPDLSSIAVPPDHRKFQGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYPLLKADPSL
WCVSAWNDNGKEQMVDASRPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEISR
TMTFGRKGVSHGQFFDOHLKF IKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVYGAPQLQVEKVRTNDRKELGEVR
VQYTGRDSFKAFAKALGVMDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFRGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

SEQ ID NO: 11.

Mutante C121S de beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa | (MBP-GnT1 A103) humana truncada marcada
proteina de unién a maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVR?NGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPY?TWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEBELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSAVIPILVIACDRSTVRRSLDKLLHYRPSAELFPIIVSQDCGHEETAQATIASYGSAVT
HIRQPDLSSIAVPPDHRKFOGYYKIARHYRWALGQVFRQFRFPAAVVVEDDLEVAPDFFEYFRATYPLLKADPSL
WCVSAWNDNGKEQMVDASRPELLYRTDFFPGLGWLLLAELWAELEPKWPKAFWDDWMRRPEQRQGRACIRPEISR
TMTFGRKGVSHGQFFDQHLKF IKLNQQFVHFTQLDLSYLQREAYDRDFLARVYGAPQLQVEKVRTNDRKELGEVR
VQYTGRDSFKAFAKALGVMDDLKSGVPRAGYRGIVTFQFPGRRVHLAPPPTWEGYDPSWN

SEQ ID NO: 12.

beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT1) humana

MRLREPLLSGAAMPGASLQRACRLLVAVCALHLGVTLVYYLAGRDLSRLPQLVGVSTPLQGGSNSAAAIGQSSGE
LRTGGARPPPPLGASSQPRPGGDSSPVVDSGPGPASNLTSVPVPHTTALSLPACPEESPLLVGPML IEFNMPVDL
ELVAKQNPNVKMGGRYAPRDCVSPHKVAT I I PFRNRQEHLKYWLYYLHPVLQROQLDYGIYVINQAGDTIFNRAK
LLNVGFQEALKDYDYTCFVFSDVDLI PMNDHNAYRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQYFGGVSALSKQQFLTIN
GFPNNYWGWGGEDDDIFNRLVFRGMS I SRPNAVVGRCRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSDGLNSLTY
QVLDVQRYPLYTQITVDIGTPS

SEQ ID NO: 13.

beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT1) de raton
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MRFREQFLGGSAAMPGATLORACRLLVAVCALHLGVTLVYYLSGRDLSRLPQLVGVSSTLQGGTNGAAASKQPPG
EQRPRGARPPPPLGVSPKPRPGLDSS PGAASGPGLKSNLSSLPVPTTTGLLSLPACPEESPLLVGPMLIDFNIAV
DLELLAKKNPEIKTGGRYSPKDCVSPHKVAIIIPFRNRQEHLKYWLYYLHPILQRQQLDYGIYVINQAGDTMFNR
AKLLNIGFQEALKDYDYNCFVFSDVDLIPMDDRNAYRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQYFGGVSALSKQQFLA
INGFPNNYWGWGGEDDDIFNRLVHKGMS ISRPNAVVGRCRMIRHSRDKKNEPNPOQRFDRIAHTKETMRFDGLNSL
TYKVLDVQRYPLYTQITVDIGTPR

SEQ ID NO: 14.

beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT1) bovina

MKFREPLLGGSAAMPGASLQRACRLLVAVCALHLGVTLVYYLAGRDLRRLPQLVGVHPPLQGSSHGARAIGQPSG
ELRLRGVAPPPPLONSSKPRSRAPSNLDAYSHPGPGPGPGSNLTSAPVPSTTTRSLTACPEESPLLVGPMLIEFN
IPVDLKLIEQONPKVKLGGRYTPMDCISPHKVAIIILFRNRQEHLKYWLYYLHPMVORQQLDYGIYVINQAGESM
FNRAKLLNVGFKEALKDYDYNCFVFSDVDLIPMNDHNTYRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQYFGGVSALSKQQ
FLSINGFPNNYWGWGGEDDDIYNRLAFRGMSVSRPNAVIGKCRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSDGL
NSLTYMVLEVQRYPLYTKITVDIGTPS

SEQ ID NO: 15.

beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT1) bovina
MKFREPLLGGSAAMPGASLQRACRLLVAVCALHLGVTLVYYLAGRDLRRLPQLVGVHPPLQGSSHGAAAIGQPSG
ELRLRGVAPPPPLONSSKPRSRAPSNLDAYSHPGPGPGPGSNLTSAPVPSTTTRSLTACPEESPLLVGPMLIEFN
IPVDLKLIEQQONPKVKLGGRYTPMDCISPHKVAIIILFRNRQEHLKYWLYYLHPMVQRQQLDYGIYVINQAGESM
FNRAKLLNVGFKEALKDYDYNCFVFSDVDLIPMNDHNTYRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQYFGGVSALSKQQ

PLSINGFPNNYWGWGGEDDDIYNRLAFRGMSVSRPNAVIGKCRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSDGL
NSLTYMVLEVQRYPLYTKITVDIGTPS

SEQ ID NO: 16.
beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT1, CKIl) de pollo

MKEPALPGTSLQRACRLLVAFCALHLSATLLYYLAGSSLTPPRSPEPPPRRPPPANLSLP?SRPPPPPAARPRPG
PVSAQPRNLPDSAPSGLCPDPSPLLVGPLRVEFSQPVNLEEVASTNPEVREGGRFAPKDCKALQKVAIIIPFRNR
EEHLKYWLYYMHPILQRQQLDYGVYVINQDGDEEFNRAKLLNVGFTEALKEYDYDCFVFSDVDLIPMDDRNTYKC
YSQPRHLSVSMDKFGFRLPYNQYFGGVSALSKEQFTKINGFPNNYWGWGGEDDDIYNRLVFKGMGISRPDAVIGK
CRMIRHSRDRKNEPNPERFDRIAHTRETMSSDGLNSLSYEVLRTDRFPLYTRITVDIGAPGS

SEQ ID NO: 17.

beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT1 A129) bovina truncada

SLTACPEESPLLVGPMLIEFNIPVDLKLIEQQONPKVKLGGRYTPMDCISPHKVAIIILFRNRQEHLKYWLYYLHP
MVQORQQOLDYGIYVINQAGESMFNRAKLLNVGFKEALKDYDYNCFVFSDVDLIPMNDHNTYRCFSQPRHISVAMDK
FGFSLPYVQYPGGVSALSKQQFLS INGFPNNYWGWGGEDDDIYNRLAFRGMSVSRPNAVIGKCRMIRHSRDKKNE
PNPQRFDRIAHTKETMLSDGLNSLTYMVLEVQRYPLYTKITVDIGTPS

SEQ ID NO: 18.

Mutante C342T de beta-1,4-galactosiltransferasa (GalT1 A129) bovina truncada
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SLTACPEESPLLVGPMLIEFNIPVDLKLIEQONPKVKLGGRYTPMDCISPHKVAIIILFRNRQEHLKYWLYYLHP
MVQRQQLDYGIYVINQAGESMFNRAKLLNVGFKEALKDYDYNCFVFSDVDLIPMNDHNTYRCFSQPRHISVAMDK
FGFSLPYVQYFGGVSALSKQQFLSINGFPNNYWGWGGEDDDIYNRLAFRGMSVSRPNAVIGKTRMIRHSRDKKNE
PNPORFDRYIAHTKETMLSDGLNSLTYMVLEVQRYPLYTKITVDIGTPS

SEQ ID NO: 19.

beta-1,4-galactosiltransferasa (MBP-GalT1 A129) bovina truncada marcada con proteina de unién a maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAAEGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMf
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVIVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAAS PNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGROTVDEALKDAQTNSS SNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFSLTACPEESPLLVGPMLIEFNIPVDLKLIEQQNPKVKLGGRYTPMDCISPHKVAIIILF
RNRQEHLKYWLYYLHPMVORQQLDYGIYVINQAGESMFNRAKLLNVGFKEALKDYDYNCFVFSDVDLIPMNDHNT
YRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQYFGGVSALSKQQFLSINGFPNNYWGWGGEDDDIYNRLAFRGMSVSRPNAV
IGKCRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSDGLNSLTYMVLEVORYPLYTKITVDIGTPS

5 SEQ ID NO: 20.

Mutante C342T de beta-1,4-galactosiltransferasa (MBP-GalT1 A129) bovina truncada marcada con proteina de

union a maltosa
MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQOMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFSLTACPEESPLLVGPMLIEFNIPVDLKLIEQQONPKVKLGGRYTPMDCISPHKVAIIILF
RNRQEHLKYWLYYLHPMVQRQQLDYGIYVINQAGESMFNRAKLLNVGFKEALKDYDYNCFVFSDVDLIPMNDHNT
YRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQYFGGVSALSKQQFLSINGFPNNYWGWGGEDDDIYNRLAFRGMSVSRPNAV
IGKTRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSDGLNSLTYMVLEVQRYPLYTKITVDIGTPS

SEQ ID NO: 21.

10  beta-1,4-galactosiltransferasa 2 (CKIl) de pollo
MTﬁLLLGVTLERICKAVLLLCLLHFVIIMILYFDVYAQHLDFFSRFNARNTSRVHPFSNSSRPNSTAPSYGPRGA
EPPSPSAKPNTNRSVTEKPLQPCQEMPSGLVGRLLIEFSSPMSMERVQRENPDVSLGGKYTPPDCLPRQKVAILI
PFRHREHHLKYWLHYLHPILRRQKVAYGIYIINQYGEDTFNRAKLLNVGFLEALKDDEEYDCFIFSDVDLIPMDD

RNLYRCYEQPRHFAVGMDKFGFRLPYAGYFGGVSGLSKSQFLKINGFPNEYWGWGGEDDDIFNRISLNGMKVSkP
DIRMGRYRMIKHERDKHNEPNPQRFTKIQNTKMTMKRDGISSLQYRLVEVSRQPMYTNITVEIGRPPPRLARG

SEQ ID NO: 22.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa Ill (ST3Gal3) humana
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MGLLVFVRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLQWEEDSNSVVLSFDSAGQTLGSEYDRLGFLLNLDSKLPAELA
TKYANFSEGACKPGYASALMTALFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIKGQODNLIKAILSVITKEYRLTP
ALDSLRCRRCIIVGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVVRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQYERDSL
FVLAGFKWODFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGNIP
TLGSVAVTMALHGCDEVAVAGFGYDMSTPNAPLHYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLSSGI

SEQ ID NO: 23.
beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa Il (ST3Gal3) de cerdo

MGLLVFVRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLQWEDSNSVVLSFDSAGQTLGSEYDRLGFLLKLDSKLPAELAT
KYANFSEGACKPGYASAVMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIKGODNLIKAILSVTKEYRLTPA
LDSLSCRRCIIVGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVVRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQYERDSLF
VLAGFKWQDFKWLKY IVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGNIPT
LGSVAVIMALHGCDEVAVAGFGYDMSTPNAPLHYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLQKLVKARVITDLTSGI

SEQ ID NO: 24.

beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa Il (ST3Gal3) de vaca
MGPLIFVRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLQWEDSNSVVLSFDSAGQTLGSEYDRLGFLLKLDSKLPAELAT
KYENFSEGTCKPGYASALMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIKGQODNLIKAILSVTKEYRLTPA
LDSLSCRRCIIVGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVVRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQYERDSLF

VLAGFKWODFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGNIPT
LGSVAVTMALHGCDEVAVAGFGYDMSTPNAPLHYYEAVRMAAIRESWIHNIQREKEFLRKLVKARVITDLTSGI

SEQ ID NO: 25.

beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa Il (ST3Gal3) de pollo
MGLLVFMRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLRWEDSNSVVLSFDSVGHTIGSEYDRLGFLLKLDSKLPAELAT
KYANFSEGACKPGYASAVMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRRWARIRDFVPPFGIKGQODNLIKAILSATKDYRLTPA
LDSLSCRRCIIVGNGGVLANKSLGLKIDDYDVVVRLNSAPVKGFEKDVGGKTTLRITYPEGAIQKMEQYEKDSLF

VLAGFKWQDFKWLKYIVYKEKVSASDGFWKSVATRVPREPHEIRILNPYFIQEAAFSFIGLPFNNGLMGRGNIPT
LGSVAITMALHNCDEVAVAGLGYDMSSPNAPLHYYENIKMSAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLTSGI

SEQ ID NO: 26.

Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa lll (ST3Gal3) de rata

MGLLVFVRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLQWEDSNSLILSLDSAGOTLGTEYDRLGFLLKLDSKLPAELAT
KYANFSEGACKPGYASAMMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIKGQDNLIKAILSVTKEYRLTPA
LDSLHCRRCIIVGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVIRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQYERDSLF
‘VLAGFKWODFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGNIPT
LGSVAVTMALDGCDEVAVAGFGYDMNTPNAPLEYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLSSGI

SEQ ID NO: 27.

ST3Gal lll, SIAT3/SIAT6, EC 2.4.99.6
Mutante D311H de Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa Il (ST3Gal3) de rata
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MGLLVFVRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLQWEDSNSLILSLDSAGQTLGTEYDRLGFLLKLDSKLPAELAT
KYANFSEGACKPGYASAMMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIKGQODNLIKATLSVTKEYRLTPA
LDS LHCRRCIIVGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVIRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQY'ERD SLF
VLAGFKWQDFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGNIPT
LGSVAVTMALHGCDEVAVAGFGYDMNTPNAPLEYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLSSGI

SEQ ID NO: 28.
ST3Gal lll, SIAT3/SIAT6, EC 2.4.99.6
Mutante V162l de Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa Ill (ST3Gal3) de rata

MGLLVFVRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLQWEDSNSLILSLDSAGQTLGTEYDRLGFLLKLDSKLPAELAT
KYANFSEGACKPGYASAMMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIKGQDNLIKAILSVTKEYRLTPA
LDSLHCRRCIIIGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVIRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQYERDSLF
VLAGFKWQDFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGNIPT
LGSVAV'I'MALDGCDEVAVAGFGYDMNTPNAPLHYYBTVRMAAI KESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLSSGI

SEQ ID NO: 29.
Mutante V1621 D311H de Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa Il (ST3Gal3) de rata

MGLLVFVRNLLLALCLFLVLGFLYYSAWKLHLLQWEDSNSLILSLDSAGQTLGTEYDRLGFLLKLDSKLPAELAT
KYANFSEGACKPGYASAMMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIKGODNLIKATLSVTKEYRLTPA
LDSLHCRRCIIIGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVIRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQYERDSLF
VLAGFKWQDFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGNIPT
LGSVAVTMALHGCDEVAVAGFGYDMNTPNAPLHYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLSSGI

SEQ ID NO: 30.

Mutante V1621 D311H de Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 11l (ST3Gal3 A72) de rata truncada

LATKYANFSEGACKPGYASAMMTAIFPRFSKPAPMFLDDS FRKWARIREFVPPFGIKGODNLIKAILSVTKEYRL
TPALDSLHCRRCIIIGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVIRLNSAPVKGFEKDVGSKTTLRITYPEGAMQRPEQYERD
SLFVLAGFKWODFKWLKY IVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEAAFTLIGLPFNNGLMGRGN
IPTLGSVAVIMALHGCDEVAVAGFGYDMNTPNAPLHYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLSS
GI

SEQ ID NO: 31.

Mutante V162l D311H de Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1l (MBP-ST3Gal3 A72) de rata truncada
marcada con proteina de unidon a maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDI I FWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEE I PALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYS IAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGOPSKPFVGVLSAGINAAS PNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSLATKYANFSEGACKPGYASAMMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARTREFVPPFGIK
GODNLIKATLSVTKEYRLTPALDSLHCRRCI I IGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVIRLNSAPVKGFEKDVGSKTTL
RITYPEGAMQRPEQYERDSLFVLAGFKWODFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPETRILNPYFIQEA
AFTLIGLPFNNGLMGRGNIPTLGSVAVTMALHGCDEVAVAGFGYDMNTPNAPLEYYETVRMAATKESWTHNIQRE
KEFLRKLVKARVITDLSSGI ’
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SEQ ID NO: 32.

Mutante V1621 D311H de Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1l (MBP-SBD-ST3Gal3 A72) de rata
truncada marcada con dominio de unién a almidén-proteina de unién a maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVIVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIVYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVIVLPTFKGOPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSIVATGGTTTTATPTGSGSVISTSKTTATASKTSTSTSSTSCTTPTAVAVIFDLTATT
TYGENIYLVGSISQLGDWETSDGIALSADKYTSSDPLWYVIVTLPAGESFEYKFIRIESDDSVEWESDPNREYTV
PQACGTSTATVIDTWRGSLATKYANFSEGACKPGYASAMMTAIFPRFSKPAPMFLDDSFRKWARIREFVPPFGIK
GODNLIKAILSVTKEYRLTPALDSLHCRRCIIIGNGGVLANKSLGSRIDDYDIVIRLNSAPVKGFEKDVGSKTTL
RITYPEGAMQRPEQYERDSLFVLAGFKWQDFKWLKYIVYKERVSASDGFWKSVATRVPKEPPEIRILNPYFIQEA
AFTLIGLPFNNGLMGRGNIPTLGSVAVTMALHGCDEVAVAGFGYDMNTPNAPLHYYEfVRMAAIKESWTHNIQRE
KEFLRKLVKARVITDLSSGI

5 SEQ ID NO: 33.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2) humana

_MRRRSRMLLCFAFLWVLGIAXYMYSGGGSALAGGAGGGAGRKEDWNEIbPIKKKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGK
VRWPDFNQEAYVGGTMVRSGODPYARNKFNQVESDKLRMDRAIPDTRHDQCQRKQWRVDLPATSVVITFENEARS
ALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDS
HCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAP
IKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLEIIPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGT
VFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCKPFKWYLENVYPELRVPDHQDIAFGAL
QQGTNCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEWALTKEKS VKHMDLCLTVVDRAPGSLIKLOGCRENDSRQKWEQT
EGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGPALSQQWKFTLNLQQ

SEQ ID NO: 34.
UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2) de Drosophila

MRRNIKLIVFVSIIWMFVMVYYFQSSTEKVENRALRLREVATAMQQYQDDSSSAARAASTARQWAPAGGGAGPGAA
AGAAGSGADDPGGNVILIGSVKDFERNAVHGLKLNGIVALEETSQGLSGGTGGPGGRLPVAPSGRGTEVEYFNEA
GYIRAGALRNGEDPYIRNRFNQEASDALPSNRDIPDTRNPMCRTKKYREDLPETSVIITFHNEARSTLLRTIVSV
LNRSPEHLIREIVLVDDYSDHPEDGLELAKIDKVRVIRNDKREGLVRSRVKGADAAVSSVLTFLDSHVECNEMWL
EPLLERVREDPTRVVCPVIDVISMDNFQYIGASADLRGGFDWNLIFKWEYLSPSERAMRHNDPTTAIRTPMIAGG
LFVIDKAYFNKLGKYDMKMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLEI IPCSRVGHVFRKRHPYTFPGGSGNVFARNTRRA
AEVWMDDYKQHYYNAVPLAKNIPFGNIDDRLALKEKLHCKPFKWYLENVYPDLOAPDPQEVGQFRQDSTECLDTM
GHLIDGTVGIFPCHNTGGNQEWAFTKRGEIKHDDLCLTLVTFARGSQVVLKACDDSENQRWIMREGGLVRHYKIN

10 VCLDSRDQSQQGVSAQHCNSALGTQRWSFGKYA

SEQ ID NO: 35.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2) de raton
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MRRRSRMLLCFALLWVLGIAYYMYSGGGSALAAGGGGAGRKGDWNDIDS IKKKDLHHSRGDEKAQGVETLPPGKV
RWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVESDKLHMDRGIPDTRHDQCORKQWRVDLPATSVVITFHNEARSA
" LLRTVVSVLKRSPPHLIKEIILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSH

CECNERWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPI

KTPMIAGGLFVMDKLYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLEI IPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTV

FARNTRRAAEVWMDEYKHFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLGCKPFKWYLDNVYPELRVPDHQODIAFGALQ

QGTNCLDTLGHFADGVVGIYECHNAGGNQEWALTKEKSVKHMDLCLTVVDRSPGSLIRLQGCRENDSROKWEQIE
. GNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGPALSQQWKFSLNLQQ

SEQ ID NO: 36.
UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A51) humana truncada

KKKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVESDKLRMDRAIPDTRHDQC
QRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRR
EGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDW
NLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEI SFRVWQCGGSLEI
IPCSRVGHVFRKOHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCKPF
KWYLENVYPELRVPDHQDIAFGALQQGTINCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEWALTKEKSVKHMDLCLTVVD
RAPGSLIKLQGCRENDSRQKWEQIEGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGPALSQOWKFTLNLQQ

5 SEQ ID NO: 37.
UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A1-51 A445-571) humana truncada

KKKDLHHSNGEEKAQSMETL PPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGODPYARNKFNQVESDKLRMDRAIPDTRHDQC
QRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRR
EGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDW
NLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLET

IPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCKPF
KWYLENVYPELRVPDHQD

SEQ ID NO: 38.

10 Forma alterna de UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A51) humana truncada

MSKKKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVESDKLRMDRAIPDTRHD
QCQRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEI ILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRND
RREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGF
DWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSL
EIIPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCK
PFKWYLENVYPELRVPDHQDIAFGALQQOGTNCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEWALTKEKSVKHMDLCLTV
VDRAPGSLIKLQGCRENDSRQKWEQIEGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGPALSQQWKFTLNLQQ

SEQ ID NO: 39.

Forma alterna de UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A1-51 A445-571) humana truncada
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MSKKKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQRDPYARNKFNQVESDKLRMDRAIPDTRHD
QCQRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHELIKEIILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRND
RREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGF
DWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSL
EITIPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCK
PFKWYLENVYPELRVPDHQD

SEQ ID NO: 40.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (MBP-GalNAc-T2 A51) humana truncada marcada con proteina de unién a
maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLABEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYS IAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVIVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPOMSAFWYAVRTAVINAASGROTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSKKKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVE
SDKLRMDRAIPDTRHDQCQRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPED
GALLGKIEKVRVLRNDRREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINM
DNFQYVGASADLKGGFDWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGG
ENLEISFRVWQCGGSLEIIPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPY
GNIQSRLELRKKLSCKPFKWYLENVYPELRVPDHQDIAFGALQQGTNCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEWA
LTKEKSVKHMDLCLTVVDRAPGSLIKLQGCRENDSRQKWEQIEGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGPA
LSQQWKFTLNLQQ

SEQ ID NO: 41.

UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal-T1) humana

MASKSWLNFLTFLCGSAIGFLLCSQLFSILLGEKVDTQPNVLHNDPHARHSDDNGQNHLEGQMNFNAﬁSSQHKDE
NTDIAENLYQKVRILCWVMTGPQNLEKKAKHVKATWAQRCNKVLFMSSEENKDFPAVGLKTKEGRDQLYWKTIKA-
FQYVHEHYLEDADWFLKADDDTYVILDNLRWLLSKYDPEEPIYFGRRFKPYVKQGYMSGGAGYVLSKEALKRFVD
AFKTDKCTHSSSIEDLALGRCME IMNVEAGDSRDTIGKETFHPFVPEHHLIKGYLPRTFWYWNYNYYPPVEGPGC
CSDLAVSFHYVDSTTMYEﬁEYLVYHLRPYGYLYRYQPTLPERILKBISQANKNEDTKVKLGNP

SEQ ID NO: 42.
10 UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal-T1) de Drosophila

MTANSLLGRSILNEGRSNKRSFVSLIVGLIVGFCLAELFVYSTPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGP
EQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHOKKARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGE
GRNNLWGKTKEAYKYIYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGY
VLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDVEIGKCLONVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFW
YWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTS
DGVSKkSAETKTQ

SEQ ID NO: 43.

UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal-T1) de ratén
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MASKSWLNFLVFLCGSAIGFFLCSQLLSILLREEAAIQPNMLHNDPHARHSDDNGHSﬁLKGQMNFNADSSQHKDE
NIDVAENLYQKVKILCWVMTSPQNLEKKAKHVKATWAQRCNKVLFMSSEENQDFPTVGLKTKEGREQLYWKTIKA
FQYVHDHYLEDADWFMKADDDTYVIVDNLRWLLSKYDPEQPIYFGRRFKPYVKQGYMSGGAGYVLSKEALRRFVN
AFKTEKCTHSSSIEDLALGRCMEIINVEAGDSRDTIGKETFHPFVPEHHLIKGYLPKTFWYWNYNYYPPIEGPGC
CSDIAVSFHYVDGTTMYELEYLVYRLRPYGCLYRYQPALPENILKEINQVNRKEDTKIKLGNP

SEQ ID NO: 44.
UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal-T1) de rata

MASKSWLNFLTFLCGSAIGFFLCSQLLNILLQEQADVQPNMLHNDPHARHSDDSGHNHLKGOMDFNADSSQHKDE
NTDVAENLYQKVKVLCWVMTS PONLEKKAKHVKATWAQRCNKVLFMSSEENKDFPTVGLETKEGREQLYWKTIKA
FQYVHDHYLEDADWFMKADDDTYVILDNLRWLLSKYNPEQPIYFGRRFKPYVKQGYMSGGAGYVLSKEALRRFVD
AFKTEKCTHSSSIEDLALGRCMEIIKVEAGDSRDPTGKETFHPFVPEHHLIKGYLPKTFWYWNYNYYPPVEGPGC
CSDIAVSFHYVDSTTMYELEYLVYHLRPYGYLYRYQPALPENILKEINQVNKKEDTKIKLGNP

5 SEQ ID NO: 45.

Mutante A383T de UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal-T1) de
Drosophila

MTANSLLGRSILNEGRSNKRSFVSLIVGLIVGFCLAELFVYSTPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGP
EQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQOKKARHVKRTWGKR CNKL, IFMS SAKDDELDAVALPVGE
GRNNLWGKTKEAYKYIYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGY
VLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDVE IGKCLONVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFW
YWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTS
DGVSKRSTETKTQ

SEQ ID NO: 46.

10 Mutante A383T de UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal- T1 A31)
de Drosophila truncada

GFCLAELFVYSTPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMS GPEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIM
TNPSNHQKKARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKY IYEHHINDADWFLKAD
DDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDV
EIGKCLONVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQM
YVLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSTETKTQ

SEQ ID NO: 47.

Forma alterna de mutante A383T de UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa
15 (Core-1-Gal- T1 A31) de Drosophila truncada
MGFCLAELFVYSTPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWI
MTNPSNHOKKARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIYEHHINDADWFLKA
DDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAED
VEIGKCLONVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQ
MYVLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSTETKTQ

SEQ ID NO: 48.

UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal- T1 A50) de Drosophila
truncada
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PYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK
RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKY IYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSP
ETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEAL PNPKLCKSDNSGAEDVEIGKCLONVNVLAGDSRDS
NGRGRFF PFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIYHLRPYGIINTP
DALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSAETKTQ

SEQ ID NO: 49.

Mutante A383T de UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal-T1 A50)
de Drosophila truncada

PYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGK
RCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKYIYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSP
ETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDVE IGKCLONVNVLAGDSRDS

NGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNOMYVLDYLIYHLRPYGIINTP
DALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSTETKTQ

SEQ ID NO: 50.

Forma alterna de mutante A383T de UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa
(Core-1-Gal-T1 A50) de Drosophila truncada

MS PYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVHENS TIAERLYSEVRVLCWIMTNP SNHQKKARHVKRTW
GKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKY IYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPY
SPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAG?VLSREA\TRRFWEALPNP?G;CKSDNSGAED\IEIGKCLQN'VN'V'LAGDSR
DSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNOMYVLDYL IMRPYGI IN
TPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSTETKTQ
10
SEQ ID NO: 51.

Mutante A383T de UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (MBP-Core-1-Gal-T1
A50) de Drosophila truncada marcada con proteina de unién a maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSTAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSS SNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMT
NPSNHQKKARHVKRTWGKRCNKL I FMS SAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKY IYEHHINDADWFLKADD
. DTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDVE
IGKCLONVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVS PNQMY
VLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSTETKTQ

15 SEQIDNO: 52.
Core-1-Gal-T1 chaperona 1/COSMC humana
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MLSESSSFLKGVMLGSIFCALITMLGHIRIGHGNRMHHHEHHHLQAPNKEDILKISEDERMELSKSFRVYCIILV
KPKDVSLWAAVKETWTKHCDKAEFFSSENVKVFES INMDTNDMWLMMRKAYKYAFDKYRDQYNWFFLARPTTFAL
IENLKYFLLKKDPSQPFYLGHTIKSGDLEYVGMEGGIVLSVESMKRLNSLLNI PEKCPEQGGMIWKISEDKQLAV
CLKYAGVFAENAEDADGKDVFNTKSVGLSIKEAMTYHPNQVVEGCCSDMAVTFNGLTPNQMHVMMYGVYRLRAFG
HIFNDALVFLPPNGSDND

SEQ ID NO: 53.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3Gal-1) humana

MVTLRKRTLKVLTFLVLFIFLTSFFLNYSHTMVATTWFPKQOMVLELSENLKRLIKHRPCTCTHCIGQRKLSAWFD
ERFNOTMQPLLTAQNALLEDDTYRWWLRLOREKKPNNLNDTIKELFRVVPGNVDPMLEKRSVGCRRCAVVGNSGN
LRESSYGPEIDSHDFVLRMNKAPTAGFEADVGTKITHHLVYPESFRELGDNVSMILVPFKTIDLEWVVSAITTGT

.

ISHTYIPVPAKIRVKQDKILIYHPAFIKYVFDNWLQGHGRYPSTGILSVIFSMHVCDEVDLYGFGADSKGNWHHY
WENNPSAGAFRKTGVHDADFBSNVTATLASINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 54.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3Gal1) porcina

MAPMRKKSTLKLLTLLVLFIFLTSFFLNYSHTVVTTAWFPKQMVIELSENFKKLMKYPYRPCTCTRCIEEQRVSA
WFDERFNRSMQPLLTAKNAHLEEDTYKWWLRLQREKQPNNLNDTIRELFQVVPGNVDPLLEKRLVSCRRCAVVGN
SGNLKESYYGPQIDSHDFVLRMNKAPTEGFEADVGSKTTHHFVYPESFRELAQEVSMILVPFKITDLEWVISATT
TGTISHTYVPVPAKIKVKKEKILIYHPAFIKYVFDRWLQGHGRYPSTGILSVIFSLHICDEVDLYGFGADSKGNW
HHYWENNPSAGAFRKTGVHDGDFESNVTTILASINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 55.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3Ga1-1) de ratén

MRRKTLKYLTFFLLFIFLTSFVLNYSNTGVPSAWFPKQMLLELSENFRRFiKSQPCTCRHCISQDKVSYWFDQRF
NKTMQPLLTVHNALMEEDTYRWWLRLQRERkPNNLSDTVKELFRLVPGNVDPMLNKRLVGCRRCAVVGNSGNLKD
SSYGPEIDSHDFVLRMNKAPTVGFEADVGSRTTHHLVYPESFRELGENVNMVLVPFKTTDLOQWVISATTTGTITH
TYVPVPPKIKVKQEKILIYHPAFIKYVFDNWLQGHGRYPSTGILSIIFSIHICDEVDLYGFGADSKGNWHHYWEN
NPSAGAFRKTGVHDGDFEYNITTTLAAINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 56.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiliransferasa 1 (ST3Gal-1) de rata

MVNMRKRTLKYLTFFLLFIFLTSFVLNYSNSGVPSAWFPKQOMVLEFSENFRKFIKSQPCTCRHCISQGKVSYWFD
QRFNKTMQPLLTVHNALMEEDTYRWWLRLQRERKPNNLSDTVKELFRLVPGNVDPMLNKRLVGCRRCAVVGNSGN
LKDSSYGPEIDSHDFVLRMNRAPTVGFEADVGSRTTHHLVYPESFRELGENVNMVLVPFKITDLQWVISATTTGT
ITHTYVPVPPKIKVKQEKILIYHPAFIKYVFDNWLQGHGRYPSTGILSVIFSIHICDEVDLYGFGADSKGNWHHY
WENNPSAGAFRKTGVHDGDFEYNVTTTLAAINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 57.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3Gal-1) de chimpancé
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MVTLRKRTLKVLTFLVLFIFLTSFFLNYSHTMVATTWFPKQMVLELSENLKRLIKHRPCTCTHCIGQRKLSAWFD
ERFNQTVQPLLTAQNALLEDDTYRWWLRLQREKKPNNLNDTIKELFRVVPGNVDPMLEKRSVGCRRCAVVGNSGN
LRESSYGPEIDSHDFVLRMNKAPTAGFEADVGTKITHHLVYPESFRELGDNVSMILVPFKTIDLEWVVSAITTGT
I SHTYTPVLVKIRVKQDKILIYHPAFIKYVFDNWLQGHGRYPSTGILSVIFSMHVCDEVDLYGFGADSKGNWHHY
WENNPSAGAFRKTGVHDADFESNVTATLAAINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 58.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3Gal-1 A45) de cerdo truncada

ELSENFKKLMKYPYRPCTCTRCIEEQRVSAWFDERFNRSMQPLLTAKNAHLEEDTYKWWLRLQREKQPNNLNDTI
RELFQVVPGNVDPLLEKRLVSCRRCAVVGNSGNLKESYYGPQIDSHDFVLRMNKAPTEGFEADVGSKTTHHFVYP

ESFRELAQEVSMILVPFKTTDLEWVISATTTGTISHTYVPVPAKIKVKKEKILIYHPAFIKYVFDRWLOGHGRYP
STGILSVIFSLHICDEVDLYGFGADSKGNWHHYWENNPSAGAFRKTGVHDGDFESNVTTILASINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 59.
Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3Gal-1 A56) de cerdo truncada

YPYRPCTCTRCIEEQRVSAWFDERFNRSMQOPLLTAKNAHLEEDTYKWWLRLQREKQPNNLNDTIRELFQVVPGNV
DPLLEKRLVSCRRCAVVGNSGNLKESYYGPQIDSHDFVLRMNKAPTEGFEADVGSKTTHHFVYPESFRELAQEVS
MILVPFKTTDLEWVISATTTGTISHTYVPVPAKIKVKKEKILIYHPAFIKYVFDRWLQGHGRYPSTGILSVIFSL
HICDEVDLYGFGADSKGNWHHYWENNPSAGAFRKTGVHDGDFESNVTTILASINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 60.

10 Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (MBP-ST3Gal-1 A45) de cerdo truncada marcada con proteina de
unién a maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVITVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSS SNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSELSENFKKLMKYPYRPCTCTRCIEEQRVSAWFDERFNRSMOPLLTAKNAHLEEDTYK
WWLRLOREKQPNNLNDTIRELFQVVPGNVDPLLEKRLVSCRRCAVVGNSGNLKESYYGPQIDSHDFVLRMNKAPT
EGFEADVGSKTTHHFVYPESFRELAQEVSMILVPFKTTDLEWVISATTTGRISHTYVPVPAKIKVKKEKILIYHP
AFIKYVFDRWLQGHGRYPSTGILSVI FSLHICDEVDLYGFGADS KGNWHHYWENNPSAGAFRKTGVHDGDFESNV
TTILASINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 61.

Gal beta-1,3-GalNAc alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (MBP-SBD-ST3Gal-1 A45) de cerdo truncada marcada con dominio
15  de unién a almidén-proteina de unién a maltosa
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MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQOMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSIVATGGTTTTATPTGSGEVTSTSKTTATASKTSTSTSSTSCTTPTAVAVTFDLTATT
TYGENIYLVGSISQLGDWETSDGIALSADKYTSSDPLWYVTVILPAGESFEYKFIRIESDDSVEWESDPNREYTV
POACGTSTATVIDTWRGSELSENFKKLMKYPYRPCTCTRCIEEQRVSAWFDERFNRSMQPLLTAKNAHLEEDTYK
WWLRLOREKQPNNLNDTIRELFQVVPGNVDPLLEKRLVSCRRCAVVGNSGNLKESYYGPQIDSHDFVLRMNKAPT
EGFEADVGSKTTHHFVYPESFRELAQEVSMILVPFKTTDLEWVISATTTGRISHTYVPVPAKIKVKKEKILIVHP
AFIKYVFDRWLQGHGRYPSTGILSVIFSLEICDEVDLYGFGADSKGNWHHYWENNPSAGAFRKTGVHDGDFESNV
TTILASINKIRIFKGR

SEQ ID NO: 62.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) humana

MRSCLWRCRHLSQGVQWSLLLAVLVFFLFALPSFIKEPQTKPSRHQRTENIKERSLQSLAKPKSQAPTRARRTTI
YAEPVPENNALNTQTQPKAHTTGDRGKEANQAPPEEQDKVPHTAQRAAWKS PEKEKTMVNTLS PRGODAGMASGR
TERQSWKSQDTKTTQGNGGQTRKLTASRTVSEKHQGKAATTAKTLI PKSQHRMLAPTGAVSTRTRQKGVTTAVIP
PKEKKPQATPPPAPFQSPTTORNQRLKAANFKSEPRWDFEEKYSFEIGGLQTTCPDSVKIKASKSLWLQKLFLPN
LTLFLDSRHFNQSEWDRLEHFAPPFGFMELNYSLVQKVVTRFPPVPQOQLLLASLPAGSLRCITCAVVGNGGILN
NSHMGQEIDSHDYVFRLSGALIKGYEQDVGTRTSFYGFTAFSLTQSLLILGNRGFKNVPLGKDVRYLHFLEGTRD
YEWLEALLMNQTVMSKNLFWFRHRPQEAFREALHMDRYLLLHPDFLRYMKNRFLRSKTLDGAHWRIYRPTTGALL
LLTALQLCDQVSAYGF ITEGHERFSDHYYDTSWKRLIFYINHDFKLEREVWKRLHDEGI IRLYQRPGPGTAKAKN

5  SEQID NO: 63.
N-acetilgalactosamina-alfa2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAcl) humana, de pcDNA3.1(+)ST6GalNAcI-N1C1#1

MRSCLWRCRHLSQGVQWSLLLAVLVFFLFALPSFiKEPQTKPSRHQRTENIKERSLQSLAKPKSQAPTRARRTTI
YAEPVPENNALNTQTQPKAHTTGDRGKEANQAPPEEQDKVPHTAQRAAWKS PEKEKTMVNTLSPRGQDAGMASGR
TEAQSWKSQDTKTTKGNGGQTRKLTASRTVSEKHQGKAATTAKTLIPKSQHRMLAPTGAVSTRTRQKGVTTAVIP
PKEKKPQATPPPAPFQSPTTORNQRLKAANFKSEPRWDFEEKYSFEIGGLQTTCPDSVKIKASKSLWLQKLFLPN
LTLFLDSRHFNQSEWDRLEHFAPPFGFMELNYSLVQKVVTRFPPVPOQQLLLASLPAGSLRCITCAVVGNGGILN
NSHIGQEIDSHDYVFRLSGALIKGYEQDVGTRTSFYGFTAFSLTQSLLILGNRGFKNVPLGKDVRYLHFLEGTRD
YEWLEALLMNQTVMSKNLFWFRHRPQEAFREALHMDRYLLLHPDFLRYMKNRFLRSKTLDGAHWRIYRPTTGALL
LLTALOLéDQVSAXGFITBGHERPSDHYYDTSWKRLIFYINHDFKLEREVWKRLHDEGIIRLYQRPGPGTAKAKN

SEQ ID NO: 64.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de ratén
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MTRYCRGLSQRQAFLLLTVLALLFILLFVVKDPRAKDSRRQFILNNDSSAQEILQKAEPQGPIMTLSPRVHNKEA
TSVSSKDLKKQEREAVQGEQAEGKEKRKLETIRPAPENPQSKAEPAAKTPVSEHLDKVPRTPGALSTRKTPMATG
AVPAKKKVVOATKSPASSPHPTTRRRQRLKASEFKSEPRWDFEEEYSLDMSSLQTNCSASVKIKASKSPWLONIF
LPNITLFLDSGRFTQSEWNRLEHFAPPFGFMELNQSLVQKVVTRFPPVRQQQLLLASLPTGYSKCITCAVVGNGG
ILNDSRVGREIDSHDYVFRLSGAVIKGYEQDVGTRTSFYGFTAFSLTQS ILILGRRGFQHVPLGKDVRYLHFLEG
TRNYEWLEAMFLNQTLAKTHLSWFRHRPQEAFRNALDLDRYLLLHPDFLRYMKNRFLRSKTLDTAXWRIYRPTTG
ALLLLTALHLCDKVSAYGFITEGHERFSDHYYDTSWKRLIFYINHDFRLERMVWKRLHEDEGIIWLYQRPQSDKAK
N

SEQ ID NO: 65.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de pollo

MGFLIRRLPKDSRIFRWLLILTVFSFIITSFSALFGMEKSIFRQLKIYQSIAHMLQVDTQDQQGSNYSANGRISK
VGLERDIAWLELNTAVSTPSGEGKEEQKKTVKPVAKVEEAKEKVTVKPFPEVMGI TNTTASTASVVERTKEKTTA

RPVPGVGEADGKRTTIALPSMKEDKEKATVKPSFGMKVAHANSTSKDKPKAEEPPASVKAIRPVTQAATVTEKKK
LRAADFKTEPQWDFDDEYILDSSSPVSTCSESVRAKAAKSDWLRDLFLPNITLFIDKSYFNVSEWDRLEHFAPPY
GFMELNYSLVEEVMSRLPPNPHQQLLLANSSSNVSTCISCAVVGNGGILNNSGMGQEIDSHDYVFRVSGAVIKGY
EKDVGTKTSFYGFTAYSLVSSLONLGHKGFKKIPQGKHIRYIHFLEAVRDYEWLKALLLDKDIRKGFLNYYGRRP
RERFDEDFTMNKYLVAHPDFLRYLKNRFLKSKNLQKPYWRLYRPTTGALLLLTALHLCDRVSAYGY ITEGHQKYS
DHYYDKEWKRLVFYVNHDFNLEKQVWKRLHDENIMKLYQRS

SEQ ID NO: 66.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de rata

MENRCRGLSQGQTFLLLTGLMLLFILPSVVKEPSTRVSRQFIEDNESSLOGVPQKPAPQGPIVTLTPTVHNKKTT
SVRTKWVELQKQDRATARGERGEGVEKKLQAIRLAPENPKGKAEPEVKTPASKHLDKLPRATGALSTRKTQMATG
AAPAKKKVVQPTPTPASFPHLTTQRRORLKASDFKSEPRWDFEEEYSLDGGSLQTLPWFLKITVSHSPWVQONIFL
PNITLFLDSGRFNQSEWYRLEHFTPPFGFMELNQSLVQKVVSRFPPVPQOOLLLASLPTRNLTCITCAVVGNGGI
LNNSRMGQEIDSHDYVFRLSGTVIKGYEQDVGTRTSFYGFTAFSLGQSILNLGSSRFSACAFLGKDVRYLHFLEG
TRDYEWLEAMFLNRTMANTKLYWFRHRPQEAFREALDQDRYFLVHPDFLRYMKNRFLRSKTLDTAHWRLYRPTTG
ALLLLTALHLCDKVSAYGFITQGHERFSDHYYDTSWKRLIFYINHDFALERTVWKRLHDEGIIQLYQRP

SEQ ID NO: 67.
10 alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de chimpancé

MRSCLWRCRHEHLSQGVOWSLLLAVLVFFLFALPSFIKEPQTKPSREPAPENNALNTQTQPKAHTAGDRGKEANQAP
PEEQDKVPHTAQRAAWKSPEKEKTMVNTLSPRGODAGMASGRTQAQSWKSQDTKTTQGNGGQTRKLMASRTVSEK
HQGKAATTAKTLIPKSQHRMLAPTGAVSTRTRQKGVTTAVIPPKEKKPQATPPPAPFQSPTTQRNORLKAANFKS
EPRWDFEEKYSFEIGGLQTTCPDSVKIKASKSLWLQKLFLPNLTLFLDSRHFNQSEWDRLEHFAPPFGFMELNYS
LVQKVVTRFPPVPQQOLLLASLPAGSLRCITCAVVGNGGILNNSHMGQEIDSHDYVFRLSGVLIKGYEQDAVDRT
SFYGFTAFSLTQSLLILGNRGFKNVPLGKDVRYLHFLEGTRDYEWLEALLMNQTVMSKNLFWFRHRPQEAFREAL
HMDRYLLLHPDFLRYMKNRFLRSKTLDGAHWRIYRPTTGALLLLTALQLCDQVSAYGFITEGHKERFSDHYYDTSW
KRLIFYTNHDFKLEREVWKRLHDEGIIRLYQRPGPGTAKAKN

SEQ ID NO: 68.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de vaca
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MATCPACGRLRSLLRPGSRKNEHQQONIKERSPELLONATSQAPTPRRRATTHVESVQGTRTRDTHPKATTLTADQ
RRRVQTSKARAEEPGRVPTPIGKAAPQTQASKDTRADTLPPMAGGGGVASSRTEAPSLNSONPRMTKGSGDRKAR
PTGPRAVPTKLRDSPSPATQRSQKLKATNFKSEPQWDFEEEYSLEVGGLQTGTRTRDTHPKATTLTADQRRRVQT
SKARAEEPGRVPTPIGKAAPQTQASKDTRADTLPPMAGGGGVASSRTEAPSLNSQNPRMTKGSGDRKDRAQPTRS
SAPLQSPATQRSQKLKATNFKSEPQWDFEDEYSLEVGGLQTTCPDSVKIKASKS PWLRTLFLPNLTLFLDSGHFN
QSEWDRLEHFAPPFGFMELNFSLVQKVVARFPPVPQQQLLLASLPAGSSRCISCAVVGNGGILNNSHVGPEIDSH
DYVFRLSGAIIKGYEHDYGTRTSFYGFTAFSLTQSLLILGSRGFPHAPLGQDVRYLHFLEGTRDYEWLEALLLNR

TLTSRNLSWFRRRPQEAFQEALQLDRYLLLHPDLLRYMKNRFLRSKTLNTAHWRIYRPTTGALLLLTALQLCDQV
SAYGFITEGHERFSDHYYDKSWKRTIFYTNHDFKLERALWKRLHDEGIIRLYQRPITSKPTI

SEQ ID NO: 69.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de perro

MKIRLCRLSHLDQTTQWFLLSAVLTFFVFILPSFVKEPNTKPFREQHIRNEERSPESLHEVTGQAPTAGDRTMAP
AVASAQEKSVWAPQALATAYAAQEDTRAEALEATSAQPTSMRGQERKDTMPDTLPPRAQDKGVASDRTGLPSVMS
ODTRTIKGRRDQKEEPTATRKVTPGPQSKARTTRRTPVPESQAKALTTPGAGPMGRTRKGATTAAAPHRDTARAT
PPSTSSQGRTTRRSPSLRAANFKSEPRWDFEEQYSFDTEALQPTCPDSVKVKASKSPWLQNLFLANLTLFLDSSR
FSQREWDRLEHFAPPFGFMELNQSLVQKGVTRFPPVPQQQLLRASLPAGSSQCITCAVVGNGGILNDSRVGQEID
GHDHVFRLSGAVTKGYEQDVGTRTSFYGFTAFSITQSLLALGGRGFPHVPLGKDVRYLHFLEGTRDYEWLEALLL
NQTLVKSSLSWFRRRPQEAFRDTLQLDRYLLLHPDFMRYMKNRFLRSKTLNNIHWRIYRPTTGALLLLTALHLCD
QVSAYGFITEGHERFSDHYYDKSWKRTIFYTNHDFPLERTLWKRLHDEGIIRLYQRPIISKPKMVQTRPQAPPDS
PGDTGTKEENPHCRRPLDLAIQRHPHFRALFDLSTPVLLSGSLFTQELWDSLSQHKAPYGWQGLSHQAINSTLSL
LNGSESSQLFATSRKPLSSCIRCAVVGNGGILNGSRQGLNIDAHDYVFRQTLKTERGGRVPARRGPPGRMSPEVR
RCGDGLDGDSGGRGQHSYPFPDGNVSVQGHPAAKI IKVQPPLTTPALGLPPPSLSCLPDDLRYIFIPSDIRDYVM
LRSAILGVPVPEGPDKGDRSPSHSPATSASYIGPVRGIPSYIAPYVPRFLKEPPFFQPPTVLVGGKPHVVPTVLA
ATFYTPFFRYYAQPWPYRPHRKRPSLSGARSSRGLVWVEPNLIWDNPYKGPGSRLDLELGLYPVSAYGFITSNYW
KFSDHYFERVKKPLIFYVNHDLSLEASLWRDLHkAGILQLYQR

SEQ ID NO: 70.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de pez cebra

MDYFLWPSVLFTLLAGIVAAFVLVKNKPAHHQS SVVVEEEKKADAGVSSQEQHCEHWDESCQLKTVEKRLQTEDK
TLEKAKDLNRDDLEEDALVQPTAREEEPGIRSALREYAFSPDAESKPLKYMAGMLRTCQLEKMMTKEELEEEQSK
TIIISSLILSPLGNTNLFKTQKHLNVERKVNITPIPVLYKKNFTKLPVWDFEDV¥LRDSNARKPTCPKSLHNTED
PEPKESVLPDIQLWLYKGQLNMSEWNRLAHFNNPFGFMEYNYNEIKRAVDLIPKPRSSILLPVPKGSKDGCIRCA
VVGAGGILNNSKMGREIDSHDYVFRVNGAVTKGYEEDVGNRTSVYVHTAFSLYATILTLKKYGFHNIPQDEGIKY
VMIPEGLRDFEWLQGLLQGKAANGSFKGVRPLNFFNGHFNESRFNVLHPDFLRYIRNRFMPSKOMQGNYWAMYRP
TNGAFALFLAIHTCDMVNAYGFITEDHHKYSNYYYEKFKKTSVIFYINHDYGLEIKTWKKLHDSGIIRLFQRH

SEQ ID NO: 71.

2 alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de pez cebra
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MFLLRIFLVTTFIASLPLFIFVTFYNGTSTLQIKWRQYYYWLNQGQVAGSLLTIVEPEPTNSSALTDILANTTTM
RLDPFETLSTPLPIMDKHKFTSLPHWKFDDLYRLDPHFKPSECATSLONSSNPTFKKKFIPNIQLFLOSDHLNMS
EWNRLYHFNNPFGYMGLNYTAIKAAVET IHKPASSQLLQVHPGVKDGCIRCAVVGASGILNGSKLGKEIDSSDYV
FRMNAAIIAGHEEDVGKRTSVYVHTAHSIIQSLMIHKKRGFKQIPTDKDIKYVLIPEGPRDYNFLESLMKNRKIP
SGAYRGRTPRKYYSGHFNESSYYILHPDFLRYVRNRFLRAKQLKTKRWWVVRPTNGAFTLLLAMATCDIVRVYGF
CTADYRKYPSYYYDTKHTKLVFYGNHD YRLEMKTWKKFHDDKLIWMYLGKSN

SEQ ID NO: 72.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de Xenopus

MRPRWLRAVGITIGALTVCSLFYGHYYSSLVSVARSPQGGVGYDLPSKGLEWIPAVPHGRERNRELAETLRVQRP
SKVPGTCPTSLQLRVKNDSYFKTIFNFEVPLLLWNSHLTENNWDTLSKRPVPYGWKDLPREDVASALKLLNDSAN
KAMFERQGPQKCIRCAVVGNGGILNGSKKGKEIDGHDYVFRLNGAVIKGFEKDVGTKTSFYGFTVNTMKNSLISY
QEHGFTETPKGKDLHYIFIPSDLRDYVMLRSGILGVKVPSGYDEGDKPSEYFGPKPSPKKFKMLHPDFLLYTRDR
FLKSDILNTEYASLYMPSTGGLMLLTALHSCDQVSAYGFITPDYNRYSDHYYERQKVPLEVDANHDMLMEMQLWG
RLHDRGIIKLYKR

SEQ ID NO: 73.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de Takifugu

SSGSLESMKLSDQQIKVDSRTTATPAYVKSSGPROQHTEHRAREQEIQNVSRSTPRSRGANQTRIEVPVKKPQQPT
QETRTTDPPFIGDTYMSEEIPPQTTCPDGIRTRRTNTEFSGNFLNNVPVLQWARHATHEEYGRLSQHRGAHGWGG
VDYNTLVDALSVLNS SANWOMLDDWKDRSNNSECIRCAVVGNGGILKDSKRGAEIDSHHYVFRTNGAVIKGFEKD
VGSRTTHYTFSATTLMNS IRAYAGVGFKAPPVSKETRYIFLPENDRDYLLVKAAATHTLVERGPQRNQKPASFFG
KDVSAEKVKMYHPDFVRYLRNRFLRSATLKTKYKDIYRPSTGAVMLLVALHTCDKVSAYGFMTPDYMKYSDHYYD
KKQKSVVFFKNHDLRMEMALWQRLHQAGLIQLYMRQ

SEQ ID NO: 74.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1) de erizo de mar

MRLWRKLTSCKTRSRFVLLAFWYTMIALSVSLLYSLRGTHHSQDDSGTTSRRSRFYNSLFPFSRNDVADYATLTQ
HDVADDIVAPPHVGATGEIGPEKNVAIDDNKQIQHLIRRNSGGIAGQSGNLIGDMLNDEEQRTFEVVEEEVAEQE
EIEVVNEFRDLNGKRPSGDDPRAPVTSTIDVTSIHFVNATVKPTPPPEVQGYYNVQTKDKLRMRCSQCALVSSSG
HLVNTSAGAEIDSYPCVLRMNSAPVRGYEVDVGRRTTIRIMGHVNLKVLNASNELODEILINSTTRAEKIIVEWL
YNVKVNQATDMYYKSARNLSSLYPHVEFYLLTPDKMKIAESLFQTETGLTRQETRTWLS TGWMNMLYAVDVCDKV
DIFGLVPENYCLKNPNSSVLYHYYESDGLKECDYYTISEERLTSGHKFITEKAVFARWATKFNMVIPPTSLEPHG
RCPY

SEQ ID NO: 75.
alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1 A35) humana truncada

KEPQTKPSRHQRTENIKERSLQSLAKPKSQAPTRARRTTIYAEPVPENNALNTQTQPKAHTTGDRGKEANQAPPE
EQDKVPHTAQRAAWKS PEKEKTMVNTLSPRGQDAGMASGRTEAQSWKSQDTKTTQGNGGQTRKLTASRTVSEKHQ
GKAATTAKTLIPKSQHRMLAPTGAVSTRTRQKGVTTAVIPPKEKKPQATPPPAPFQSPTTORNQRLKAANFKSEP
RWDFEEKYSFEIGGLQTTCPDSVKIKASKSLWLQKLFLPNLTLFLDSRHFNQSEWDRLEHFAPPFGFMELNYSLV
QKVVTRFPPVPQQQLLLASLPAGSLRCITCAVVGNGGILNNSHMGQEIDSHDYVFRLSGALIKGYEQDVGTRTSF
YGFTAFSLTQSLLILGNRGFKNVPLGKDVRYLHFLEGTRDYEWLEALLMNQTVMSKNLFWFRHRPQEAFREALHM
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DRYLLLHPDFLRYMKNRFLRSKTLDGAHWR IYRPTTGALLLLTALQLCDQVSAYGFITEGHERFSDHYYDTSWKR
LIFYINHDFKLEREVWKRLHDEGIIRLYQRPGPGTAKAKN

SEQ ID NO: 76.

alfa-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferasa | (MBP-ST6GalNAc-1 A35) humana truncada marcada con
proteina de unién a maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMP
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSKEPQTKPSRHQRTENIKERSLQSLAKPKSQAPTRARRTTIYAEPVPENNALNTQTQP
KAHTTGDRGKEANQAPPEEQDKVPHTAQRAAWKS PEKEKTMVNTLS PRGQDAGMASGRTEAQSWKSQODTKTTQGN
GGQTRKLTASRTVSEKHQGKAATTAKTLIPKSQHRMLAPTGAVSTRTRQKGVTTAVIPPKEKKPQATPPPAPFQS
PTTQRNQRLKAANFKSEPRWDFEEKYSFEIGGLQTTCPDSVKIKASKSLWLOKLFLPNLTLFLDSRHFNQSEWDR
LEHFAPPFGFMELNYSLVQKVVTRFPPVPQQOLLLASLPAGSLRCITCAVVGNGGILNNSHMGQEIDSHDYVFRL
SGALIKGYEQDVGTRTSFYGFTAFSLTQSLLILGNRGFKNVPLGKDVRYLHFLEGTRDYEWLEALLMNQTVMSKN
LFWFRHRPQEAPREALHMDRYﬁLLHPDFLRYMKNRFLRSKTLDGAHWRIYRPTTGALLLLTALQLCDQVSAYGFI
TEGHERFSDHYYDTSWKRLIFYINHDFKLEREVWKRLHDEGIIRLYQRPGPGTAKAKN

SEQ ID NO: 77.
N-acetilgalactosamina-alfa2,6-sialiltransferasa | (ST6GalNAc-1 A231) de pollo truncada

KTEPQWDFDDEYILDSSSPVSTCSESVRAKAAKSDWLRDLFLPNITLFIDKSYFNVSEWDRLEHFAPPYGFMELN
YSLVEEVMSRLPPNPHQOLLLANSSSNVSTCISCAVVGNGGILNNSGMGQEIDSHDYVFRVSGAVIKGYEKDVGT
KTSFYGFTAYSLVSSLONLGHKGFKKIPQGKHIRYIHFLEAVRDYEWLKALLLDKDIRKGFLNYYGRRPRERFDE
DFTMNKYLVAHPDFLRYLKNRFLKSKNLQKPYWRLYRPTTGALLLLTALHLCDRVSAYGYITEGHQKYSDHYYDK
EWKRLVFYVNHDFNLEKQVWKRLHDENIMKLYQRS

SEQ ID NO: 78.

10 beta-galactosida alfa-2,6-sialiltransferasa (ST6Gal I) humana

MIHTNLKKKFSCCVLVFLLFAVICVWKEKKKGSYYDSFKLQTKEFQVLKSLGKLAMGSDSQSVSSSSTQDPHRGR
QTLGSLRGLAKAKPEASFQUWNKDSSSKNLI PRLOKIWKNYLSMNKYKVSYKGPGPGI KFSAEALRCHLRDEVNY
SMVEVTDFPFNTSEWEGYLPKES IRTKAGPWGRCAVVSSAGSLKSSQLGREIDDHDAVLRFNGAPTANFQODVGT
KTTIRLMNSQLVTTEKRFLKDSLYNEGILIVWDPSVYRSDIPKWYQNPDYNFFNNYKTYRKLHPNQPFY ILKPQM
PWELWDILQEISPEEIQPNPPSSGMLGIIIMMTLCDQUDIYEFLPSKRKTDVCYYYQKFFDSACTMGAYHPLLYE
KNLVKHLNQGTDEDIYLLGKATLPGFRTIHC ‘

SEQ ID NO: 79.

beta-galactosida alfa-2,6-sialiltransferasa (ST6Gal 1) de raton

MIHTNLKRKFSCFVLVFLLFAIICVWKKGSDYEALTLQAKVFQMPKSQEKVAVGPAPQAVFSNSKQDPKEGVQIL
SYPRVTAKVKPQPSLQVWDKDSTYSKLNPRLLKIWRNYLNMNKYKVSYKGPGPGVRFSVEGLRCHLRDHVNVSMI
EATDSPFNTTEWEGYLPKETFRTKAGPCTKCAVVSSAGSLKNSQLGREIDNHDAVLRFNGAPTDNFQQODVGTKTT
IRLVNSQLVITEKRFLKDSLYTEGILILWDPSVYHADIPQWYQKPDYNFFETYKSYRRLHPSQPFYILKPOMPWE
LWDIIQEISPDLIQPNPPSSGMLGIIIMMTLCDQVDIYEFLPSKRKTDVCYYHQKFFDSACTMGAYHPLLFEKNM
VKHLNEGTDEDIYLFGKATLSGFRNNRC : !
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SEQ ID NO: 80.
beta-galactosida alfa-2,6-sialiltransferasa (ST6Gal I) de rata

MIHTNLKKKFSLFILVFLLFAVICVWKKGSDYEALTLQAKEFQMPKSQEKVAMGSASQVVFSNSKODPKEDIPIL
SYHRVTAKVKPQPSFQVWDKDSTYSKLNPRLLKIWRNYLNMNKYKVSYKGPGPGVKFSVEALRCHLRDHVNVSMI
EATDFPFNTTEWEGYLPKENFRTKVGPWQRCAVVSSAGSLKNSQLGREIDNHDAVLRFNGAPTDNFQQDVGSKTT
IRLMNSQLVTTEKRFLKDSLYTEGILIVWDPSVYHADIPKWYQKPDYNFFETYKSYRRLNPSQPFYILKPQMEPWE
LWDIIQEISADLIQPNPPSSGMLGIIIMMTLCDQVDIYEFLPSKRKTDVCYYHQKFFDSACTMGAYDPLLFEKNM
VKHLNEGTDEDIYLFGKATLSGFRNIRC

SEQ ID NO: 81.

5 beta-galactosida alfa-2,6-sialiltransferasa (ST6Gal I) de vaca

MTRTSLKKKVFSCCVLIFLLFAIICVWKEKKKGNYYEFLKLONKEYQVLOGLEKLAVSSSSQPVSSSSTHNPQRN
IQALGGPKAKLKATFQVWDKDSS SKNLAPRLQTIRKNYLNMNKYKVTYKGPGPGVKFSAEALLCHLRDHVNISMI
EASDFPFNTSDWEGYLPQEDIRSKAGPWGRCAVVSSAGSLKSSRLGREIDDHDAVLRFNGAPTVKFQQODVGTKTT
IRLVNSQLVITEAGFLKDSLYNEGILIVWDPSVYHSDIPKWYRNPDYSFFNNFKSYRKLHPDQPFYILKPQMPWE
LWDIIQEISSELIQPNPPSSGMLGIAIMMSLCDQVDIYEFLPSKRKTDVCYYYQRYFDSACTMGAYHPLLFEKNM
VKYLNLGTDEDIYLLGKATLPGFRTIRCGA

SEQ ID NO: 82.

beta-galactosida alfa-2,6-sialiltransferasa (ST6Gal |) de pollo

MVHINVLKKFMCVLVVILIALTVCLWKETRGSYYVPLKNDGTQVHRALDKWNLLKSOGLLHEAAGEMGQOMPKALP
NNQNKVKGITSGAVEKSRKAAEHVKVWDKDSSSRNLIPRLOKVRKNYLSMNKYNVTYNGKMNAAKLS PEQLLCRL
RDRVNVTMIRGSDGPFNSSEWQHYLPDKSLNETVGRLGRCAVVSSAGSLKS SHLGPEIDSHDAVLRFNGAPVKGF
QEDVGQKTTIRLVNSQLVIVEEQQFLKDALYNTGILIVWDPAPYHAETHEWYRKPDYKFFEAYKSYRIRHPEQPF
YILNPKMQWOLWDILQENSLEHIQPNPPSSGMLGIVIMMTLCDEVDVYEFLPSKRQTDICHYYQKFHDHACTMGA
YHPLLFEKNLVKHLNQGTDEDIYTHGKVTLPGFRNVHC

10  SEQID NO: 83.
alfa-N-acetilneuraminida alfa-2,8-sialiltransferasa (ST8Sia |) humana

MSPCGRARRQTSRGAMAVLAWKFPRTRLPMGASALCVVVLCWLYIFPVYRLPNEKEIVQGVLQQGTAWRRNQTAA
RAFRKQMEDCCDPAHLFAMTKMNS PMGKSMWYDGEFLYSFTIDNSTYSLFPQATPFQLPLKKCAVVGNGGILKKS
GCGRQIDEANFVMRCNLPPLSSEYTKDVGSKSQLVTANPS I IRORFONLLWSRKTFVDNMKI YNHSYIYMPAFSM

KTGTEPSLRVYYTLSDVGANQTVLFANPNFLRSIGKFWKSRGIHAKRLSTGLFLVSAALGLCEEVAIYGFWPFSV
NMHEQPISHHYYDNVLPFSGFHAMPEEFLQLWYLHKIGALRMQLDPCEDTSLQPTS

SEQ ID NO: 84.
15 alfa-N-acetilneuraminida alfa-2,8-sialiltransferasa (ST8Sia I) de rata

MSPGGGPLHTSRGAMAMLARKFPRTRLPVGASALCVVVLCWLYVFPVYRLPNEKEIVQGVLAQRTAWRRNQTSAR
LFRKQMEDCCNPAHLFAMTKVNS PMGKSLWYDGEFLYSLTIDTSTYSLFPQATPFQLPLKKCAVVGNGGILKMSG
CGRQIDEANFVMRCNLPPLSSEYTRDVGSKTQLVTANPSIIRQRFENLLWSRKKFVDNMKIYNHSYIYMPAFSMK
TGTEPSLRVYYTLKDAGANQTVLFANPNFLRNIGKFWKGRGIHAKRLSTGLFLVSAALGLCEEVSIYGFWPFSVN
MQGEPISHHYYDNVLPFSGFHAMPEEFLQLWYLHKMGALRMQLDPCENPPSPQPTS

SEQ ID NO: 85.
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alfa-N-acetilneuraminida alfa-2,8-sialiltransferasa (ST8Sia ) de vaca

MSPCGRARRHTSRGAMAVLAWKFPRTRLPVGASALCVVVLCWLYVFPVYRLPDEKEIVQGVLQQGTAWRRNRTAA
GIFRKOQMEDCCDPAHLFAMTKMNAPMGKSLWYDGEFLYSFTIDNSTYSLFPQATPFQLPLKKCAVVGNGGILKKS
GCGRQIDEADFVMRCNLPPLSSEYTKDVGSKSHLVTANPSIIRQRFONLLWSRKTFVDHMKVYNHSYIYMPAFSM
KTGTEPSLRVYYTLSDVGANQTVLFANPNFLRS IGKFWKSRGIHAKRLSTGLFLVSAALGLCEEVAIYGFWPFSV
NMHEQPISHHYYDNVLPFSGFHAMPEEFLQLWYLHKIGALRMQLDPCEDNSLQPTS

SEQ ID NO: 86.
ST8Sia Il, PSA-T, SIAT8B, EC 2.4.99.-
5 alfa-2,8-sialiltransferasa 8B (ST8Sia Il) humana

MOQLQFRSWMLAALTLLVVFLIFADISEIEEEIGNSGGRGTIRSAVNSLHSKSNRAEVVINGSSSPAVVDRSNESI
KHNIQPASSKWRHNQTLSLRIRKQILKFLDAEKDISVLKGTLKPGDIIHYIFDRDSTMNVSQONLYELLPRTSPLK
NKHFGTCAIVGNSGVLLNSGCGQEIDAHSFVIRCNLAPVQEYARDVGLKTDLVTMNPSVIQRAFEDLVNATWREK
LLQRLHSLNGSILWIPAFMARGGKERVEWVNELILKHHVNVRTAYPSLRLLHAVRGYWLTNKVHIKRPTTGLLMY
TLATRFCKQIYLYGFWPFPLDQNQNPVKYHYYDSLKYGYTSQASPHTMPLEFKALKSLHEQGALKLTVGQCDGAT

SEQ ID NO: 87.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8B (ST8Sia Il) de Xenopus

MNPDFRSWVLATVTLLVVFLILADISELEEEIGSTGGSGTIRSAAGNVHSKSNRAELILNNSSTSSTAGRSNES I
KYRTKPVPYIWRHNQTLALKIRKQILHFLDAERDISVLKGTLKPGDIIHYVFDRDSTMNISKNLYELLPRTSPLK
NKHFKTCAIVGNSGILLNSGCGKEIDSHDFVIRCNLAPVEEYAKDVGTKTNLVTMNPSVVQRAFEDLVNDTWKDK
FLQRLKSLNESILWIPAFMAKGGEERVEWVNDLIIKHHINVHTAYPSLRLLHAVRGYWLTNKVHIKRPTTGILMY
TLATRFCNRIYLYGFWPFPRDLHQNPVKYHYYDSLKYGYTSQAGPHAMPLEFKALKNLHLQGALKLNVGECEAAT

10 SEQID NO: 88.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8B (ST8Sia Il) de rata

MQLQFRSWMLAALTLLVVFLIFADISEIEEEIGNSGGRGTIRSAVNSLHSKSNRAEVVINGSSLPAVADRSNESL7
KHSIQPASSKWRHNQTLSLRIRKQILKFLDAEKDISVLKGTLKPGDI IHY IFDRDSTMNVSQNLYELLPRTSPLK
NKHFQTCAIVGNSGVLLNSGCGQEIDTHSFVIRCNLAPVOEYARDVGLKTDLVTMNPSVIQRAFEDLVNATWREK

LLORLHGLNGSILWIPAFMARGGKERVEWVNALILKHHVNVRTAYPSLRLLHAVRGYWLTNKVHIKRPTTGLLMY
TLATRFCNQIYLYGFWPFPLDONONPVKYHYYDSLKYGYTSQASPHTMPLEFKALKSLHEQGALKLTVGQCDGAT

SEQ ID NO: 89.
15 alfa-2,8-sialiltransferasa 8B (ST8Sia Il) de pollo

MPLPCRGWTLALLTLLVGFLIFADISEIEGENGSSGGRGTIRSAVNSLHSKSNRAEVVINDSSSPAVVDRSNESI
KHNIKPASSKWRHNQTLSLKIRKQILKFLDAEKDISVLKGTLKPGDVIHYVFDRDSTMNVSQNLYELLPRTSPLK
GKQFPSCAIVGNSGVLLGSGCGPEIDTHSFVIRCNLAPVQEYSQDVGTKTDLVTMNPSVIQRAFEDLMNETWREK
LLORLHSLNGS ILWIPAFMAKGGKERVEWVNEL ILKHRINVRTAYPSLRLLHAVRGYWLTNKVHIKRPTTGLLMY
TLATRFCNRIHLYGFWPFPLDQONQQPVKYHYYDSLKYGYTSQASPHTMPLEFKALKTLHQQGALKLTVGECEGDT

SEQ ID NO: 90.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8C (ST8Sia Ill) humana
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MRNCKMARVASVLGLVMLSVALLILSLISYVSLKKENIFTTPKYASPGAPRMYMFHAGFRSQFALKFLDPSFVPI
TNSLTQELQEKPSKWKFNRTAFLHQRQEILQHVDVIKNFSLTKNSVRIGQLMHYD¥SSHK¥VPSISNNFRSLL?D
VSPIMNKHYNICAVVGNSGILTFIQCGREIDKSDFVFRCNFAPSEAFQRDVGRKTNLTTFNPSILEKYYNNLLTI
QDRNNFFLSLKKLDGAILWIPAFFFHTSATVTRTLVDFFVEHRGOLKVOLAWPGNIMQHVNR YWKNKHLSPKRLS
TGILMYTLASAICEEIHLYGFWPFGFDPNTREDLPYHYYDKxGTKFTTKWQESHQLPAEFQLLYRMHGEGLTKLT
LSHCA

SEQ ID NO: 91.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8C (ST8Sia lll) de rata

MRNCKMARVASILGLVMLSVALLILSLISYVSLKKENIFTTPKYASPGAPRMYMFHAGFRSQFALKFLEPSFVPI
TNFLTHELQEKPSKWTFNRTAFLHQRQEILQHVDVIKNFSLTKNSVRIGOLIHYDYSSHKYVFSISNNFRSLLPD
VSPILNKRYNICAVVGNSGILTGSQCGQEIDKSDFVFRCNFAPTEAFHKDVGKKTNLTTFNPSILEKYYNNLLTI
QDRNNFFLSLKKLDGAILWIPAFFFHTSATVTRTLVDFFVEHRGQLKVQLAWPGNIMQOHVNRYWKNKHLSPKRLS
TGFLMYTLASAICEEIHLYGFWPFGFDPNTREDLPYHYYDKKGTKFTTKWQESHQLPAEFQLLYRMHGEGLTKLT
LSHCA

SEQ ID NO: 92.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8C (ST8Sia Ill) de pollo

MVRVASVLGLVMLSIALLILSLISYVSLKKDNIFGAPRAAGPGGPRMYMFHAGFRSQFALKFLDPSFVPITNSLG
QELQEKPSKWVFNRTAFAQQRQEILQOHVDVIKNFSLTKNSVRIGQLMHYDYSSHKYVFSISNNFRSLLPDVSPIL
NKHYNVCAVVGNSGILTGSQCGQEIDKSDFVFRCNFAPTEAFQKDVGRKINLTTFNPSILEKYYNNLLTIQDRNN
FFLSLKKLDGAILWIPAFFPHTSATVTRTLVDFFVEHRGQLKVQLAW?GNIMQHVNRYWKNKHLSPKRLSTGILM
YTLASAICEEIHLYGFWPFGFDPNTRBDLPYHYYDKKGTKFTTKWQESHQLPAEFQLLYRMHGEGLAKLTLSRCA

SEQ ID NO: 93.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8C (ST8Sia Ill) de raton

MRNCKMARVASVLGLVMLSVALLILSLISYVSLKKENIFTTPKYASPGAPRMYMFHAGFRSQFALKFLDQSFVPI
TNSLTHELQEKPSKWTFNRTAFLHQRQEILQHVDVIKNFSLTKSSVRIGQLMHYDYSSHKYVFSISNNFRSLLPD

VSPIMNKRYNVCAVVGNSGILTGSQCGQEIDKSDFVSRCNFAPTEAFHKDVGRKTNLTTFNPSILEKYYNNLLTI
QDRNNFFLSLKKLDGAILWIPAFFFHTSATVTRTLVDFFVEHRGQLKVQLAWPGN IMOHVNRY WKNKHLSPKRLS
TGILMYTLASAICEEIHLYGFWPFGFDPNTREDLPYHYYDKKGTKFTTKWQESHOLPAEFQLLYRMHGEGLTKLT
LSHCA ’

SEQ ID NO: 94.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8D (ST8Sia IV) humana

MRSIRKRWTICTISLLLIFYKTKEIARTEEHQETQLIGDGELSLSRSLVNSSDKIIRKAGSSIFQHNVEGWKINS
SLVLEIRKNILRFLDAERDVSVVKSSFKPGDVIHYVLDRRRTLNISHDLHSLLPEVSPMKNRRFKTCAVVGNSGI
LLDSECGKEIDSHNFVIRCNLAPVVEFAADVGTKSDFITMNPSVVQRAFGGFRNESDREKFVHRLSMLNDSVLWI
PAFMVKGGEKHVEWVNALILKNKLKVRTAYPSLRLIHAVRGYWLTNKVPIKRPSTGLLMYTLATRFCDEIHLYGF
WPFPKDLNGKAVKYHYYDDLKYRYFSNASPHRMPLEFKTLNVLHNRGALKLTTGKCVKQ

SEQ ID NO: 95.
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alfa-2,8-sialiltransferasa 8D (ST8Sia IV) de rata

MRSIRKRWTICTISLLLIFYKTKEIARTEEHQETQLIGDGELCLSRSLVNNSDKITRKAGSTIFQHSVQGWKINS
SLVLEIRKNILRFLDAERDVSVVKSSFKPGDVIHYVLDRRRTLNISHDLHSLLPEVSPMKNRRFKTCAVVGNSGI
LLDSGCGKEIDSHNFVIRCNLAPVVEFAADVGTKSDFITMNPSVVQRAFGGFRNESDREKFVHRLSMLNDSVLWI
PAFMVKGGEKHVEWVNALILKNKLKVRTAYPSLRLIHAVRGYWLTNKVPIKRPITGLLMYTLATRFCDEIHLYGF
WPFPKDLNGKAVKYHYYDDLKYRYFSNASPHRMPLEFKTLNVLHNRGALKLTT

SEQ ID NO: 96.
alfa-2,8-sialiltransferasa 8D (ST8Sia V) de pollo

MRSVRKRWTVCTISLLLIFYKTKEIARTEERQEAPLAGDGELSLSRSMINSSDKIIRKGGSATFQHSVEGWKINS
TLVLEIRKSILRFLDAERDVSVVKSSFKPGDVIHYVLDRRRTLNISQDLHSLLPEVSPMKNRRFKTCAVVGNSGI
LLDSGCGKEIDTHDFVIRCNLAPVVEFAADVGNKSDFITMNPSVVQRAFGGFRNESDREKFGHRLSMLNDSVLWI
PAFMVKGGEKHLEWVNALILKNKLKVRTAYPSLRLIHAVRGYWLTNKVHIKRPSTGLLMYTLATRFCDEIHLYGF
WPFPKDLHGKPVKYHYYDDLKYRYFSNASPHRMPLEFKTLYVLHNRGALKLTTGKCVKQ

SEQ ID NO: 97.

alfa-2,8-sialiltransferasa 8D (ST8Sia IV) de vaca
MRSIRKRWTICTISLLLIFYKTKEMARTEEHQETQLIGDGELSLSRSLVNSSDKIIRKAGSSIFQHSVEGGKINS
SLVLEIRKNILRFLDAERDVSVVKS SFKPGDVIHYVLDRRRTLNISQDLHSLLPEVSPMKNRRFKTCAVVGNSGI
LLDSECGKEIDSHNFVIRCNLAPVVEFAADVGTKSDF I TMNPSVVQRAFGGFRNESDREKFVHRLSMLNDSVLWI

PAFMVKGGEKHVEWVNALTLKNKLKVRTAYPSLRLIHAVRGYWLTNKVPIKRPSTGLLMYTLATRFCDETHLYGF
WPFPKDLNGKAVKYHYYDDLKYRYFSNASPHRMPLEFKTLNVLHANRGALKLTTGKCIKQ

SEQ ID NO: 98.

10  alfa-1,2-fucosiltransferasa, FUT1, humana

MWLRSHRQLCLAFLLVCVLSVIFFLHIHQDSFPHGLGLSILCPDRRLVTPPVAIFCLPGTAMGPNASSSCPQHPA
SLSGTWTVYPNGRFGNQMGQYATLLALAQLNGRRAFILPAMHAALAPVFRITLPVLAPEVDSRTPWRELQLHDWM

-SEEYADLRDPFLKLSGFPCSWTFFHHLREQIRREFTLHDHLREEAQSVLGQLRLGRTGDRPRTFVGVHVRRGDYL
QVMPQRWKGVVGDSAYLRQAMDWFRARHEAPVFVVTSNGMEWCKENIDTSQGDVTFAGDGQEATPWKDFALLTQC
NHTIMTIGTFGFWAAYLAGGDTVYLANFTLPDSEFLKIFKPEAAFLPEWVGINADLSPLWTLAKP

SEQ ID NO: 99.

alfa-1,2-fucosiltransferasa, FUT2, humana

MLVVQMPFSFPMAHFILFVFTVSTIFHVQQRLAKIQAMWELPVQIPVLASTSKALGPSQLRGMWTINAIGRLGNQ
MGEYATLYALAKMNGRPAFIPAQMHSTLAPIFRITLPVLHSATASRIPWONYHLNDWMEEEYRHIPGEYVRFTGY
PCSWTFYHHLRQEILQEFTLHDHVREEAQKFLRGLQVNGSRPGTFVGVHVRRGDYVHVMPKVWKGVVADRRYLQQ
ALDWFRARYSSLIFVVTSNGMAWCRENIDTSHGDVVFAGDGIEGSPAKDFALLTQCNHTIMTIGTFGIWAAYLTG
GDTIYLANYTLPDSPFLKIFKPEAAFLPEWIGIAADLSPLLKH

15
SEQ ID NO: 100.

alfa-1,2-fucosiltransferasa, FUT1, de cerdo
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MWVPSRRELCLTFLLVCVLAAIFFLNVYQDLFYSGLDLLALCPDHNVVSSPVAIFCLAGTPVHPNASDSCPKHPA
SLSGTWTIYPDGRFGNQMGQYATLLALAQLNGRQAFIQPAMHAVLAPVFRITLPVLAPEVDRHAPWRELELHDWM
SEDYAHLKEPWLKLTGFPCSWTFFHHLREQIRSEFTLHDHLRQEAQGVLSQFRLPRTGDRPSTFVGVHVRRGDYL
RVMPKRWKGVVGDGAYLQOAMDWFRARYEAPVFVVTSNGMEWCRKNIDTSRGDVIFAGDGREAAPARDFALLVQC
NHTIMTIGTFGFWAAYLAGGDTIYLANFTLPTSSFLKIFKPEAAFLPEWVGINADLSPLOMLAGP

SEQ ID NO: 101.

alfa-1,2-fucosiltransferasa, FUT2, de cerdo

MLSMQASFFFPTGPFILFVFTASTIFHLQQRMVKIQPTWELQMVTQVTTESPSSPQLKGMWTINAIGRLGNQMGE
YATLYALARMNGRPAFIPPEMHSTLAPIFRITLPVLHASTARRIPWQNYHLNDWMEERYRHIPGEYVRLTGYPCS
WTFYHHLRTEILREFTLHNHVREEAQDFLRGLRVNGSRPSTYVGVHVRRGDYVHVMPNVWKGVVADRRYLEQALD
WFRARYRSPVFVVSSNGMAWCRENINASRGDVVFAGNGIEGS PAKDFALLTQCNHTVMTIGTFGIWAAYLAGGET
IYLANYTLPDSPFLKLFKPEAAFLPEWIGIEADLSPLLKH

SEQ ID NO: 102.

alfa-1,2-fucosiltransferasa, FUT1, de rata

MWTPSRKQLCLAFLSVCVLSAGSFFFHLNGGNFFQNALTFSVLCPDYHLLKSPVAMVCLPYPSNASSGSPSCPEQ
SLLSGTWTITPGGRFGNQMGQYATLLALAQLNGRRAFIQPEMHTTLAPVFRISLPVLDPEVDSLTPWQHLVLHDW
MSEEYSHLEDPFLKLSGFPCSWTFFHHLREQIRREFTLHDHLREDAQRLLSGLRIGPAGIRPRTYVGVHVRRGDY
LEVMPNRWKGVVGDRAYLQKAMDWFRARﬁKDPIFVVTSNGMRWCLENIDTSHGDVVFAGNGQEGTPGKDFALLTQ
CNHTIMTIGTFGFWAAYLAGGDTVYLANFTLPDSEFLKIFRPKAAFLPEWVGINADLSPLOAQFDPWETDSLFRL
A

SEQ ID NO: 103.

alfa-1,2-fucosiltransferasa, FUT2, de rata

MASAQVPFSFPLAHFLIFVFVTSTIIHLQQRIVKLQPLSEKELPMTTQMSSGNTES PEMRRDSEQHGNGELRGMF
TINSIGRLGNQMGEYATLFALARMNGRLAFIPASMHNALAPIFRISLPVLHSDTAKKIPWONYHLNDWMEERYRH

IPGHFVRFTGYPCSWTFYHHLRPEILKEFTLHDHVREEAQAFLRGLRVNGSQPSTFVGVHVRRGDYVHVMPNVWK
GVVADRGYLEKALDMFRARYSSPVFVVTSNGMAWCRENINASRGDVVFAGNGIEGSPAKDFALLTQCNHTIMTIG
TFGIWAAYLAGGDTIYLANYTLPDSPFLKVFKPEAAFLPEWVGIPADLSPLLKALTPACPRSHFHLKAKGVTCYV
AGRAF

SEQ ID NO: 104.

fucosiltransferasa, FUT3, humana

MDPLGAAKPQWPWRRCLAALLFQLLVAVCFFSYLRVSRDDATGSPRAPSGSSRODTTPTRPTLLILLWTWPFHIP
VALSRCSEMVPGTADCHITADRKVYPQADTVIVHHWDIMSNPKSRLPPSPRPQGQRWIWFNLEPPPNCQHLEALD
RYFNLTMSYRSDSDIFTPYGWLEPWSGQPAHPPLNLSAKTELVAWAVSNWKPDSARVRYYQSLQAHLKVDVYGRS
HKPLPKGTMMETLSRYKFYLAFENSLHPDYITEKLWRNALEAWAVPVVLGPSRSNYERFLPPDAFIHVDDFQSPK
DLARYLQELDKDHARYLSYFRWRETLRPRSFSWALDFCKACWKLQQESRYQTVRSIAAWFT

SEQ ID NO: 105.
fucosiltransferasa, FUT6/FCT3A, humana
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MDPLGPAKPQWSWRCCLTTLLFQLLMAVCFFSYLRVSQDDPTVYPNGSRFPDSTGTPAHSIPLILLWTWPFNKPI
ALPRCSEMVPGTADCNITADRKVYPQADAVIVHHREVMYNPSAQLPRSPRRQGORWIWFSMESPSHCWQLKAMDG
YFNLTMSYRSDSDIFTPYGWLEPWSGQPAHPPLNLSAKTELVAWAVSNWGPNSARVRYYQSLQAHLKVDVYGRSH
KPLPQGTMMETLSRYKFYLAFENSLHPDYITEKLWRNALEAWNAVPVVLGPSRSNYERFLPPDAF IHVDDFQSPKD
LARYLQELDKDHARYLSYFRWRETLRPRSFSWALAFCKACWKLQEESRYQTRGIAAWFT

\

SEQ ID NO: 106.

fucosiltransferasa, FUT5, humana

MDPLGPAKPOQWLWRRCLAGLLFQLLVAVCFFSYLRVSRDDATGSPRPGLMAVEPVTGAPNGSRCQDSMATPAHPT
LLILLWTWPFNTPVALPRCSEMVPGAADCNITAbSSVYPQADAVIVHHWDIMYNPSANLPPPTRPQGQRWIWFSM
ESPSNCRHLEALDGYFNLTMSYRSDSDIFTPYGWLEPWSGQPAHPPLNLSAKTELVAWAVSNWKPDSARVRYYQS
LQAHLKVDVYGRSHKPLPKGTMMETLSRYKFYLAFENSLHPDYITEKLWRNALEAWAVPVVLGPSRSNYERFLPP
DAF IHVDDFQSPKDLARYLOELDKDHARYLSYFRWRETLRPRSFSWALAFCKACWKLOQESRYQTVRSIAAWFT

SEQ ID NO: 107.

fucosiltransferasa, FUT7, humana

MNNAGHGPTRRLRGLGVLAGVALLAALWLLWLLGSAPRGTPAPQPTITILVWHWPFTDQPPELPSDTCTRYGIAR
CHLSAN?SLLASADAVVFHHRELQTRRSHLPLAQRPRGQPWVWASMBSPSHTHGLSHLRGIFNWVLSYRRDSDIF
VPYGRLEPHWGPSPPLPAKSRVAAWVVSNFQERQLRARLYRQOLAPHLRVDVFGRANGRPLCASCLVPTVAQYRFY
LSFENSQHRDYITEKFWRNALVAGTVPVVLGPPRATYEAFVPADAFVHVDDFGSARELAAFLTGMNESRYQRFFA
WRDRLRVRLFTDWRERFCAICDRYPHLPRSQVYEDLEGWFQA

SEQ ID NO: 108.

fucosiltransferasa, FUT9, humana

MTSTSKGILRPFLIVCIILGCFMACLLIYIKPTNSWIFSPMESASSVLKMKNFFSTKTDYFNETTILVWVWPEGQ
TFDLTSCQAMFNIQGCHLTTDRSLYNKSHAVLIHHRDISWDLTNLPQQARPPFQKWIWMNLESPTHTPQKSGIEH

LFNLTLTYRRDSDIQVPYGFLTVSTNPFVFEVPSKEKLVCWVVSNWNPEHARVKYYNELSKS IEIHTYGQAFGEY
VNDKNLIPTISACKFYLSFENSIHKDYITEKLYNAFLAGSVPVVLGPSRENYENYIPADSFIHVEDYNSPSELAK
YLKEVDKNNKLYLSYFNWRKDFTVNLPRFWESHACLACDHVKRHQEYKSVGNLEKWFWN

SEQ ID NO: 109.

fucosiltransferasa, FUT11, humana

MAAGPIRVVLVLLGVLSVCAASGHGSVAEREAGGEAEWAEPWDGAVFRPPAALGAVGVTRSSGTPRPGREEAGDL
PVLLWWS PGLFPHFPGDSERIECARGACVASRNRRALRDSRTRALLFYGTDFRASAAPLPRLAHQSWALLHEESP
LNNFLLSHGPGIRLFNLTSTFSRHESDYPLSLOWLPGTAYLRRPVPPPMERAEWRRRGYAPLLYLQSHCDVPADRD
RYVRELMRHIPVDSYGKCLQNRELPTARLQDTATATTED PELLAFLSRYKFHLALENAICNDYMTEKLWRPMHLG
AVPVYRGSPSVRDWMPNNHSVILIDDFESPQKLAEFIDFLDKNDEEYMKYLAYKQPGGITNQFLLDSLKHREWGV
NDPLLPNYLNGFECFVCDYELARLDAEKAHAASPGDSPVFEPHIAQPSHMDCPVPTPGFGNVEEIPENDSWKEMW
LODYWQGLDQGEALTAMIHNNETEQTKFWDYLHEIFMKRQHL

SEQ ID NO: 110.

fucosiltransferasa, FUT3, de chimpancé

58



5

10

15

ES 2374935713

MDPLGAAKPQWPWRRCLAALLFQLLVAVCFFSYLRVSRDDATGS PRPGLMAVEPVTGAPSGSSRQDTTPTRPTLL
ILLWTWPFHIPVALSRCSEMVPGAADCHITADRKVYPQADAVIVHHWDIMYNPKSRLPPSPRPQGQRWIWFNLEP
. PPNCQHLEALDRYFNLTMSYRSDSDIFTPYGWLEPWSGQPAHPPLNLSAKTELVAWAVSNWKLDSARVRYYQSLQ
AHLKVDVYGRSHKPLPKGTMMETLSRYKFYLAFENSLHPDYITEKLWRNALEAWAVPVVLGPSRSNYERFLPPDA
FIHVDDFQSPKDLARYLQELDKDHARYLSYFRWRETLRPRSFSWALDFCKACWKLQQESRYQTMRSIAAWFT

SEQ ID NO: 111.

fucosiltransferasa, FUT4, de chimpancé

MGAPWGSPTAAAGGRRRWRRGRGLPWTVCVLAAAGLTCTALITYACWGQLPPLPWASPTPSRPVGVLLWWEPFAG
RHSAPRPPPDCRLRFNISGCRLLTDRASYGEAQAVLFHHRDLVKGPPDWPPPWGVQAHTAEEVDLRVLDYEEAAA
AAEALATSSPRPPGQRWVWMNFESPSHSPGLRSLASNLFNWTLSYRADSDVFVPYGYLYPRSHPGDPPSGLAPPL
SRKQGLVAWVVSHWDERQARVRYYHQLSQHVTVDVFGRGGPGQPVPEIGLLETVARYKFYLAFENSQHLDYITEK
LWRNALLAGAVPVVLGPDRANYERFVPRGAFIHVDDFPSASSLASYLLFLDRNPAVYRRYFHWRRSYAVHITSFW
DEPWCRVCQAVQRAGDRPKSIRNLASWFER

SEQ ID NO: 112.

fucosiltransferasa, FUT5, de chimpancé
MDPLGPAKPQWLWRRCLAGLLFQLLVAVCFFSYLRVSRDDATGSPRPGLMAVEPVTGAPNGSRCQDSMATPAHPT
LLILLWTWPFNTPVALPRCSEMVPGAADCNITADSNVYPQADAVIVHHWDIMYNPSANLPPPTRPQGQRWIWEFSM
ESPSNCRHLEALDGYFNLTMSYRSDSDIFTPYGWLQPWSGQPVHPPLNLSAKTELVAWAVSNWGPNSARVRXYQS
LQOAHLKVDVYGRSHKPLPQGTMMETLSRYKFYLAFENSLHPDYITEKLWRNALEAWAVPVVLGPSRSNYERFLPP
DAFIHVDDFQSPKDLARYLQELDKDHARYLSYFRWRETLRPRSFSWALDFCKACWKLQQESRYQTVRSIAAWFT

SEQ ID NO: 113.
fucosiltransferasa, FUT6, de chimpancé

MDPLGPAKPQWSWRCCLTTLLFQLLVAVCFFSYLRVSRDDPTVYPNGSHFPDSTGTPAHSIPLILLWTWPFNKPI
ALPRCSEMVPGTADCNITADRKVYPQADAVIVHHREVMYNPSAQLPRSPRRQGQRWIWFSMESPSNCRHLEALDG
YFNLTMSYRSDSDIFTPYGWLQPWSGQPVHPPLﬁLSAKTELVAWAVSNWGPNSARVRYYQSLQAHLKVDVYGRSH
KPLPQGTMMETLSRYKFYLAFENSLHPDYITEKLWRNALEAWAVPVVLGPSRSNYERFLPPDAFIHVDDFQSPKD
LARYLQELDKDHARYLSYFRWRETLRPRFFSWALAFCKACWKLQEESRYQTRSIAAWFT

SEQ ID NO: 114.
fucosiltransferasa, fut7, de perro

MGPWGKPGKTASPVSHVGYSLSRRLRAVGVLAGAALLSAIWLLWLLGSPPTGGPAPPHTLIILIWHWPFSDRPPE
LPSNTCISFGVAHCHLSTNHSLLASADAVVFHHRELQTQQOARLPLAKRPRGQPWVWVSMESPSHTHGLGRLGGIF
NWVLSYRRDSDIFVPYGQLEPHQGPAPPLPAKKRVAAWVVSNFQERQRRVQVYRQLAPHLQVDVFGRANRQPLCA
NCLLPTVAQYLFYLSFENSQHQDYITEKFWRNALAAGTVPVVLGPPRATYEAFAPADAFVHVDDFSTAQELASFL
ANMNESHYRRYFAWRDRLRVRLFGDWRERFCAICTHYPHLPRGQVYQDLQGWFQA

SEQ ID NO: 115.

Fucosiltransferasa, FUT4, de raton
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MAPARQELOHESRCRPSRTVDAWRAAVATRGRHMETPGYRRRTRCGGWGLPRSVSSLAAVGLLCTALTTFICWGQ
LPPLPWASPAPQRLVGVLLWWEPFRGRGGYPKSPPDCSLRFNISGCRLLTDRAAYGEAQAVLFHHRDLVKELHDW
PPPWGAﬁERTDKALVLRVFDDQEGAVTLTGKALETVGSRPPGQRWVWMNFESPSHTPGLRGLAKDLFNWTLSYRT
DSDVFVPYGFLYSRSDPTEQPSGLGPQLARKRGLVAWVVSNWNEHQARVR?YHQLSRHVSVDVFGRTGPGRPVPA
IGLLHTVARYKFYLAFENSRHVDYITEKLWRNAFLAGAVPVVLGPDRANYERFVPRGAFIHVDDFPNAASLAAYL
LFLDRNVAVYRRYFRWRRSFAVHITSFWDEQWCRTCOAVQTSGDQPKSIHNLADWFQR

SEQ ID NO: 116.

fucosiltransferasa, FUT7, de ratén

MPTPCPPACLSTPGTHRLLPFPDWKAPSWESRKEATCNSSSPGPWAEPTVQGYHPTRRLRAWGGLAGGATFMVIW
FFWLWGSAPGSAPVPQSTLTILIWHWPFTNRPPELPGDTCTRYGMASCRLSANRSLLASADAVVFHHRELQTRQS
LLPLDQRPHGQPWVWASMESPSNTHGLHRFRGIFNWVLSYRRDSDIFVPYGRLEPLSGPTSPLPAKSRMAAWVIS
NFQERQQRAKLYRQLAPHLQVDVFGRASGRPLCANCLLPTLARYRFYLAFENSQHRDYITEKFWRNALAAGAVPV
VALGPPRATYEAFVPPDAFVHVDDFSSARELAVFLVSMNESRYRGFFAWRDRLRVRLLGDWRERFCTICARYPYLP
RSQVYEDLESWFQA

SEQ ID NO: 117.

fucosiltransferasa, FUT9, de ratén

MTSTSKGILRPFLIVCIILGCFMACLLIYIKPTNSWVFSPMESASSVLKMKNFFSTKTDYFNETTILVWVWPFGQ
TFDLTSCQAMFNIQGCHLTTDRSLYNKSHAVLIHHRDISWDLTNLPQQARPPFQKWIWMNLESPTHTPQKSGIEH
LFNLTLTYRRDSDIQVPYGFLTVSTNPFVFEVPSKEKLVCWVVSNWNPEHARVKYYNELSKSIEIHTYGQAFGEY
VNDKNLIPTISTCKFYLSFENSIHKDYITEKLYNAFLAGSVPVVLGPSRENYENYIPADSFIHVEDFNSPSELAK
YLKEVDKNNKLYLSYFNWRKDFTVNLPRFWESHACLACDHVKRHQEYKSVGNLEKWFWN

SEQ ID NO: 118.

fucosiltransferasa, FUT4, de rata

MAPAGRKLQHESRCRPSRPVDAWRAAATTRGRCMGTPGARRTARRGGWGLPRTSSGLAAAGLLCTALTACLCHWGQ
LPPLPWASPAPQRPVSVLLWWEPFGGRGGHSKPPPDCSLRFNISGCRLLTDRAAYGEAQAVLFHHRDLVKGPPDW
PPPWGAQERTDEALELRVFDDQEGAVMLAREALETTGSRPPGORWVWMNFESPSHTPGLRGLAKDLFNWTLSYRT
DSDIFVPYGFLYPRSHPAEQPSGLGPPLARKRGLVAWVVSHWNERQARVRYYHQLRRHVSVDVFGRAGPGQPVPA
VGLLHTVARYKFYLAFENSQHVDYNTEKLWRNAFLAGAVPVLLGPDRANYEGFVPRGSFIHVDDFPSAASLAAYL
LFLDRNVAVYRRYFHWRRSYAVHITSFWDEPWCQTCRAVQTSGDQPKSIHNLADWFQR

SEQ ID NO: 119.

fucosiltransferasa, FUT9, de rata

MTSTSKGILRPFLIVCIILGCFVACLLIYIKPTNSWVFSPMESASSVLKMKNFFSRKTDYFNETTILVWVWPFGQ
TFDLTSCQAMFNIQGCHLTTDRSLYNKSHAVLIHHRDISWDLTNLPQOARPPFQKWIWMNLESPTHTPQKSGIEH
LFNLTLTYRRDSDIQVPYGFLTVSTSPFVFEVPSKEKLVCWVVSNWNPEHARVKYYNELSKSIEIHTYGQAFGEY
VNDKNLIPTISTCKFYLSFENSIHKDYITEKLYNAFLAGSVPVVLGPSRENYENYIPADSFIHVEDFNSPSELAK
YLKEVDKNNKLYLSYFNWRKDFTVNLPRFWESHACLACDHVKRHQEYKSVGNLEKWFWN

SEQ ID NO: 120.

fucosiltransferasa, FUT8, humana, isoforma A
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MRPWTGSWRWIMLILFAWGTLLFYIGGHLVRDNDHPDHS SRELSKILAKLERLKQONEDLRRMAESLRIPEGPID
QGPAIGRVRVLEEQLVKAKEQIENYKKQTRNGLGKDHEILRRRIENGAKELWFFLQSELKKLKNLEGNELQRHAD
EFLLDLGHHERSIMTDLYYLSQTDGAGDWREKEAKDLTELVQRRITQLQNPKDCSKAKKLVCNINKGCGYGCQLH
HVVYCFMIAYGTQRTLILESQNWRYATGGWETVFRPVSETCTDRSGISTGHWSGEVKDKNVQVVELPIVDSLHPR
PPYLPLAVPEDLADRLVRVHGD PAVWWVSQFVKYLIRPQPWLEKEIEEATKKLGFKHPVIGVHVRRTDKVGTEAA
FHPIEEYMVHVEEHFQLLARRMQVDKKRVYLATDDPSLLKEAKTKYPNYEF ISDNSISWSAGLHNRYTENSLRGV
ILDIHFLSQADFLVCTFSSQVCRVAYEIMQTLHPDASANFHSLDDIYYFGGQNAHNQIAIYAHQPRTADEI PMEP
GDIIGVAGNHWDGYSKGVNRKLGRTGLYPSYKVREKIETVKYPTYPEAEK

SEQ ID NO: 121.

Fucosiltransferasa, FUT8, humana, isoforma C

MHRQIWHLHWTLVRYPNYEFISDNSISWSAGLHNRYTENSLRGVILDIHFLSQADFLVCTFSSQVCRVAYEIMQT
LHPDASANFHSLDDIYYFGGONAHNQIAIYAHQPRTADEI PMEPGDIIGVAGNHWDGY SKGVNRKLGRTGLYPSY
KVREKIETVKYPTYPEAEK '

5 SEQ ID NO: 122.

Fucosiltransferasa, FUT8, de cerdo

MRPWTGSWRWIMLILFAWGTLLFYIGGHLVRDNDHSDHSSRELSKILAKLERLKQQNEDLRRMAESLRIPEGPID
QGPASGRVRALEEQFMKAKEQIENYKKQTKNGPGKDHEILRRRIENGAKELWFFLQSELKKLKNLEGNELQRHAD
EFLSDLGHHERSIMTIDLYYLSQTDGAGDWREKEAKDLTELVORRITYLONPKDCSKAKKLVCNINKGCGYGCQLH
HVVYCFMIAYGTQRTLALESHNWRYATGGWETVFRPVSETCTDRSGSSTGHWSGEVKDKNVQVVELéIVDSVHPR

PPYLPLAVPEDLADRLVRVHGDPAVWWVSQFVKYLIRPQPWLEKE IEEATKKLGFKHPVIGVHVRRTDKVGAEAA
FHPIEEYTVHVEEDFQLLARRMQVDKKRVYLATDDPALﬁKEAKTKYPSYEPISDNSISWSAGLHNRYTENSLRGV
ILDIHFLSQADFLVCTFSSQVCRVAYEIMQALHPDASANFRSLDDIYYFGGPNAHNQIAIYPHQPRTEGEIPMEP
GDIIGVAGNHWDGYPKGVNRKLGRTGLYPSYKVREKIETVKYPTYPEADK

SEQ ID NO: 123.
10 Fucosiltransferasa, fut8, de perro

MRPWTGSWRWIMLILFAWGTLLFYIGGHLVRDNDHPDHSSRELSKILAKLERLKQONEDLRRMAESLRIPEGPID
QAPASGRVRALEEQLLKAKEQIENYKKQTRNGLGKDHEILRRRIENGAKELWFFLQSELKKLKNLEGNVLQRHAD
EFLSDLGHHERSIMTDLYYLSQTDGAGDWREKEAKDLTELVQRRITYLQNPKDCSKAKKLVCNINKGCGYGCQLH
HVVYCFMIAYGTQRTLILESQNWRYATGGWETVFRPVNETCTDRSGTSTGHWSGEVKDKNVQVVELPIVDSLHPR
PPYLPLAVPEDLADRLVRVHGDPAVWWVSQFVKYLIRPQPWLEKEIEEATKKLGFNIPVIGVHVRRTDKVGTEAA
FHPIEEYMVHVEEHFQLLARRMQVDKRRVYLATDDPSLLKEAKTKYPTYEFISDNSISWSAGLHNRYTENSLRGV
ILDIHFLSQADFLVCTFSSQVCRVAYEIMQTLHPDASANFHSLDDIYYFGGONAHNQIAIYPHQPRTADEIPMEP
GDIIGVAGNHWDGYSKGVNRKLGRTGLYPSYKVREKIETVKYPTYPEAEK

SEQ ID NO: 124.

Fucosiltransferasa, FUT8, de raton
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MRAWTGSWRWIMLILFAWGTLLFYIGGHLVRDNDHPDHSTRELSKILAKLERLKQONEDLRRMAESLRIPEGPID
QGTATGRVRVLEEQLVKAKEQIENYKKQARNGLGKDHEILRRRIENGAKELWFFLOSELKKLKHLEGNELQRHAD
‘EILLDLGHHERSIMTDLYYLSQTDGAGDWREKEAKDLTELVQRRITYLONPKDCSKARKLVCNINKGCGYGCQLH
HVVYCFMIAYGTQRTLILESQNWRYATGGWETVFRPVSETCTDRSGLSTGHWSGEVNDKNIQVVELPIVDSLHPR
PPYLPLAVPEDLADRLLRVHGDPAVWWVSQFVKYLIRPQPWLEKEIEEATKKLGFKHPVIGVHVRRTDKVGTEAA
FHPIEEYMVHVEQHFQOLLARRMQVDKKRVYLATDDPTLLKEANTKYSNYEFISDNSISWSAGLHNRYTENSLRGV
ILDIHFLSQADFLVCTFSSQVCRVAYEIMQTLHPDASANFHSiDDIYYFGGQNAHNQIAVYPHKPRTEEEIPMEP
GDIIGVAGNHWDGYSKGINRKLGKTGLYPSYKVREKiETVKYPTYPEAEK

SEQ ID NO: 125.

Fucosiltransferasa, fut8, de pollo

MRPWTGSWRWIMLILFAWGTLLFYIGGHLVRDSEHPDHSSRELSKILAKLERLKQONEDLRRMAESLRIPDGPID
QGPAAGKVHALEEQLLKAKEQI ENYKKQTGDGLGKDHEILRRRIENGAKELWFFLQSELKKLKNLEGSELQRRID
EFLSDLGHQERSIMTDLYYLSQTDGAGDWREKEAKDLTDLVQRRITYLONPKDCSKAKKLVCNINKGCGYGCQLH
HVVYCFMIAYGTQRTLILESQNWRYATGGWETVFRPVSETCTDRSGTTTGHWSGETNDKDVQVVELPIVDSLHPR
PPYLPLAVPEDLADRLIRVHGDPAVWWVSQFVKYLIRPOQPWLEKEIEEATRKLGFKHPVIGVHVRRTDKVGTEAA
FHPIEEYMVHVEERFELLARRMHVDKKRVYLATDDPSLLQEAKSKYPNYEFISDNSISWSAGLHNRYTENSLRGV
ILDIHFLSQADFLVCTFSSQVCRVPYEIMQTLEPDASAYFHSLDDIYYFGGQNAHNQIAVYAHHPRTADEIPMEP
GDIIGVAGNHWDGYSKGINRKLGKTGLYPSYKVKEKIETVKYPTYPEAEK

SEQ ID NO: 126.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GaINAc-T1) humana

MRKFAYCKVVLATSLIWVLLDMFLLLYFSECNKCDEKKERGLPAGDVLEPVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQEKM
KEMFKINQFNLMASEMIALNRSLPDVRLEGCKTKVYPDNLPTTSVVIVFHNEAWSTLLRTVHSVINRSPRHMIEE
IVLVDDASERDFLKRPLESYVKKLKVPVHVIRMEQRSGLIRARLKGAAVSKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLAR
IKHDRRTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLNFRWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDR
DYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVTCSHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMD
EFKNFFYIISPGVTKVDYGDISSRVGLRHKLQCKPFSWYLENIYPDSQIPRHYFSLGEIRNVETNQCLDNMARKE
NEKVGIFNCHGMGGNQVFSYTANKEIRTDDLCLDVSKLNGPVTMLKCHHLKGNQLWEYDPVKLTLQHVNSNQCLD
KATEEDSQVPSIRDCNGSRSQQWLLRNVTLPEIF -

SEQ ID NO: 127.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GalINAc-T1) de vaca

MRKFAYCKVVLATSLIWVLLDMFLLLYFSECNKCDEKKERGLPAGDVLEPVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQEKM
KEMFKINQFNLMASEMIALNRSLPDVRLEGCKTKVYPDNLPTTSVVIVFHNEAWSTLLRTVHSVINRSPREMLEE
IVLVDDASERDFLKRPLESYVKKLKVPVHVIRMEQRSGLIRARLKGAAVSKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLAR
IKHDRKTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLNFRWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDR
DYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVTCSHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMD
EFKNFFYIISPGVTKVDYGDISSRLGLRHKLQCRPFSWYLENIYPDSQIPRHYFSLGEIRNVETNQCLDNMARKE
NEKVGIFNCHGMGGNQVFSYTANKEIRTDDLCLDVSKLNGPVTMLKCHHLKGNQLWEYDPVKLTLQHVNSNQCLD
KATDEDSQVPSIRDCSGSRSQQWLLRNVTLPEIF

SEQ ID NO: 128.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GalNAc-T1) de Drosophila
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MLPRFRSFYGKLIIFILVALCFILYSKVQONGSPEEPPVAPLVRAAARLRGHGRERFEAYSDSENEIARPATQSPY
EQIIQLDLQKQKVGLGEQGVAVHLSGAAKERGDEI YKKIALNEELSEQLTYNRSVGDHRNPLCAKQRFDSDSLPT
ASVVIIFFNEPYSVLLRTVHSTLSTCNEKALKEIILVDDGSDNVELGAKLDYYVRTRIPSGKVTILRLKNRLGLI
RARLAGARIATGDVLIFLDAHCEGNIGWCEPLLQRIKESRTSVLVPIIDVIDANDFQYSTNGYKSFQVGGFQWNG
HFDWINLPEREKQRQRRECKQEREICPAYSPTMAGGLFAIDRRYFWEVGSYDEQMDGWGGENLEMSFRIWQCGGT
IETIPCSRVGHIFRDFHPYKFPNDRDTHGINTARMALVWMDEY INIFFLNRPDLKFHAD IGDVTHRVMLRKKLRC
KSFEWYLKNIYPEKFVPTKDVQGWGKVHAVNSNICLDDLLQNNEKPYNAGLYPCGKVLQKSQLFSFTNTNVLRNE
LSCATVQHSESPPYRVVMVPCMENDEFNEQWRYEHQHI THSNTGMCLDHQGLKSLDDAQVAPCDPHSESQRWTIE
H

SEQ ID NO: 129.
UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GalNAc-T1) de raton

MRKFAYCKVVLATSLVWVLLDMFLLLYFSECNKCEEKQERGLPAGDVLELVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQEKM
KEMFKINQFNLMASEMIALNRSLPDVRLEGCKTKVYPDNLPTTSVVIVFHNEAWSTLLRTVHSVINRSPRHMIEE
IVLVDDASERDFLKRPLESYVKKLKVPVHVIRMEQRSGLIRARLKGAAVSRGQVITFLDAHCECTAGWLEPLLAR
IKHDRRTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLNFRWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDR
DYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVICSHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMD
EFKNFFYIISPGVTKVDYGDISSRLGLRRKLQCKPFSWYLENIYPDSQIPRHYFSLGEIRNVETNQCLDNMARKE

NEKVGIFNCHGMGGNQVFSYTANKEIRTDDLCLDVSKLNGPVTMLKCHHLKGNQLWEYDPVKLTLOHVNSNQCLD
KATEEDSQVPSIRDCTGSRSQQWLLRNVTLPEIF

SEQ ID NO: 130.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GaINAc-T1) de cerdo

MRKFAYCKVVLATSLIWVLLDMFLLLYFSECNKCDEKKERGLPAGDVLEPVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQDKM
KEMFKINQFNLMASEMIALNRSLPDVRLEGCKTKVYPDNLPTTSVVIVFHNEAWSTLLRTVHSVINRSPREMLEE
IVLVDDASERDFLKRPLESYVKKLKVPVHVIRMEQRSGLIRARLKGAAVSKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLAR
IKHDRKTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLNFRWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDR
DYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVTCSHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMD
EFKTFFYIISPGVTKVDYGDISSRLGLRHKLQCRPFSWYLENIYPDSQIPRHYSSLGEIRNVETNQCLDNMARKE
NEKVGIFNCHGMGGNQVFSYTANKE IRTDDLCLDVSKLNGPVTMLKCHHLKGNQLWEYDPVKLTLOHVNSNQOCLD
KATEEDSQVPSIRDCSGSRSQQOWLLRNVTLPEIF

SEQ ID NO: 131.
10 UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GalNAc-T1) de Xenopus

MKKFAYCKVVLATSLVWVFLDMFLLLYFSECNKCDDKKERGLPGGDGPDINQKPHEGPGEMGKPVVIPKEEQEKM
KEMFKINQFNLMASEMIALNRSLPDVRLEGCKTKVYPDSLPTTSVVIVFHNEAWTTLLRTVHSVINRSPRHLLQE
ITLVDDASEREFLKRPLETYVKKLTVPVHVLRMEQRSGLIRARLRGAAASKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLAR

- IKHDRRTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLNFRWYPVPQREMDRRRGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDR
DYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVTCSHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMD
EFKNFFYIISPGVTKVDYGDISTRVGLRHKLOQCKPFSWYLENVYPDSQIPRHYYSLGEVSNIIIKLCFINVILLI
HI

SEQ ID NO: 132.
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UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GalNAc-T1) de rata

MRKFAYCKVVLATSLVWVLLDMFLLLYFSECNKCEEKKERGLPAGDVLELVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQEKM
KEMFKINQFNLMASEMIAFNRSLPDVRLEGCKTKVYPDSLPTTSVVIVFENEAWSTLLRTVHSVINRSPRHMIEE
IVLVDDASERDFLKRPLESYVKKLKVPVHVIRMEQRSGLIRARLKGAAVSKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLAR
IKHDRRTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLNFRWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDR
DYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVTCSHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMD
EFKNFFYIISPGVTKVDYGDISSRVGLRHKLQCKPFSWYLENIYPDSQIPRHYFSLGEIRNVETNQCLDNMARKE
NEKVGIFNCHGMGGNQVFSYTANKEIRTDDLCLDVSKLNGPVTMLKCHHLKGNQLWEYDPVKLTLQHVNSNQCLD
KATEEDSQVPSIRDCTGSRSQQWLLRNVTLPEIF

SEQ ID NO: 133.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 3 (GalINAc-T3) humana

MAHLKRLVKLHIKRHYHKKFWKLGAVIFFFIIVLVLMQREVSVQYSKEESRMERNMKNKNKMLDLMLEAVNNIKD
AMPKMOIGAPVRQNIDAGERPCLOGYYTAAELKPVLDRPPQDSNAPGASGKAFKTTNLSVEEQKEKERGEAKHCF
NAFASDRISLHRDLGPDTRPPECIEQKFKRCPPLPTTSVIIVFHNEAWSTLLRTVHSVLYSSPAILLKEIILVDD
ASVDEYLHDKLDEYVKQFSIVKIVROQRERKGLITARLLGATVATAETLTFLDAHCECFYGWLEPLLARIAENYTA

VVSPDIASIDLNTFEFNKPSPYGSNHNRGNFDWSLSFGWESLPDHEKQRRKDETYPIKTPTFAGGLFSISKEYFE
YIGSYDEEMEIWGGENIEMSFRVWQCGGQLEIMPCSVVGHVFRSKSPHSFPKGTQVIARNQVRLAEVWMDEYKET
FYRRNTDAAKIVKQKAFGDLSKRFEIKHRLRCKNFTWYLNNIYPEVYVPDLNPVISGYIKSVGQPLCLDVGENNOQ
GGKPLIMYTCHGLGGNQYFEYSAQHEIRHNIQKELCLHAAQGLVQLKACTYKGHKTVVTGEQIWEIQKDQLLYNP
FLKMCLSANGEHPSLVSCNPSDPLQKWILSQND

SEQ ID NO: 134.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 3 (GalNAc-T3) de Drosophila

MGLRFQQLKKLWLLYLFLLFFAFFMFAISINLYVASIQGGDAEMRHPKPPPKRRSLWPHKNIVAHYIGKGDIFGN
MTADDYNINLFQPINGEGADGRPVVVPPRDRFRMORFFRLNSFNLLASDRIPLNRTLKDYRTPECRDKKYASGLP
STSVIIVFHNEAWSVLLRTITSVINRSPRHLLKEIILVDDASDRSYLKRQLESYVKVLAVPTRIFRMKKRSGLVP
ARLLGAENARGDVLTFLDAHCECSRGWLEPLLSRIKESRKVVICPVIDIISDDNFSYTKTFENHWGAFNWOLSFR
WFSSDRKRQTAGNSSKDSTDPIATPGMAGGLFAIDRKYFYEMGSYDSNMRVWGGENVEMSFRIWQCGGRVEISPC
SHVGHVFRSSTPYTFPGGMSEVLTDNLARAATVWMDDWQYFIMLYTSGLTLGAKDKVNVTERVALRERLQCKPFS
WYLENIWPEHFFPAPDRFFGKIIWLDGETECAQAYSKHMKNLPGRALSREWKRAFEEIDSKAEELMALIDLERDK
CLRPLKEDVPRSSLSAVTVGDCTSHEAQSMDMFV I.TPKGQIMTN'DNVCLTYRQQKLGVI KMLKNRNATTSNVMLAQ
CASDSSQLWTYDMDTQQISHRDTKLCLTLKAATNSRLQKVEKVVLSMECDFKDITQKWGFIPLPWRM

SEQ ID NO: 135.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 3 (GalNAc-T3) de raton
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MAHLKRLVKLHIKRHYHRKFWKLGAVIFFFLVVLILMQREVSVQYSKEESKMERNLKNKNKMLDFMLEAVNNIKD
AMPKMQIGAPIKENIDVRERPCLQGYYTAAELKPVFDRPPQDSNAPGASGKPFKITHLSPEEQKEKERGETKHCF
NAFASDRISLHRDLGPDTRPPECIEQKFKRCPPLPTTSVIIVFHNEAWSTLLRTVHSVLYSSPAILLKEIILVDD
ASVDDYLHEKLEEYIKQFSIVKIVRQOERKGLITARLLGAAVATAETLTFLDAHCECFYGWLEPLLARIAENYTA
VVSPDIASIDLNTFEFNKPSPYGNNHNRGNFDWSLSFGWESLPDHEKQRRKDETYPIKTPTFAGGLFSISKKYFE
HIGSYDEEMEIWGGENIEMSFRYWQCGGQLEIMPCSVVGHVFRSKSPHTFPKGTQVIARNQVRLAEVWMDEYKEI
FYRRNTDAAKIVKQKSFGDLSKRFEIKKRLQCKNFTWYLNTIYPEAYVPDLNPVISGYIKSVGQPLCLDVGENNQ
GGKPLILYTCHGLGGNQYFEYSAQREIRHNIQKELCLHATQGVVQLKACVYKGHRTIAPGEQIWEIRKDQLLYNP
LFKMCLSSNGEHPNLVPCDATDLLQKWIFSQND

SEQ ID NO: 136.
GalT al, 4

alfa 1,4-galactosiltransferasa, A4GALT humana

MSKPPDLLLRLLRGAPRQRVCTLFIIGFKFTFFVSIMIYWHVVGEPKEKGQLYNLPAEIPCPTLTPPTPPSHGPT
PGNIFFLETSDRTNPNFLFMCSVESAARTHPESHVLVLMKGLPGGNASLPRHLGISLLSCFPNVQMLPLDLRELF
RDTPLADWYAAVQGRWEPYLLPVLSDASRIALMWKFGGIYLDTDF IVLKNLRNLTNVLGTQSRYVLNGAFLAFER
RHEFMALCMRDFVDHYNGWIWGHQGPQLLTRVFKKWCS IRSLAESRACRGVTTLPPEAFYPIPWQDWKKYFEDIN
PEELPRLLSATYAVHVWNKKSQGTRFEATSRALLAQLHARYCPTTHEAMKMYL ’

SEQ ID NO: 137.

Transferasa A de grupo sanguineo ABO humano

MAEVLRTLAGKPKCHALRPMILFLIMLVLVLFGYGVLSPRSLMPGSLERGFCMAVREPDHLQRVSLPRMVYPQPK
VLTPCRKDVLVVTPWLAPIVWEGTFNIDILNEQFRLONTTIGLTVFAIKKYVAFLKLFLETAEKHFMVGHRVHYY
VFTDQPAAVPRVTLGTGRQLSVLEVRAYKRWQDVSMRRMEMISDFCERRFLSEVDYLVCVDVDMEFRDHVGVEIL
TPLFGTLHPGFYGSSREAFTYERRPQSQAYIPKDEGDFYYLGGFFGGSVQEVQRLTRACHQAMMVDQANGIEAVW
HDESHLNKYLLRHKPTKVLSPEYLWDQQLLGWPAVLRKLRFTAVPKNHQAVRNP

SEQ ID NO: 138.

beta-1,3-galactosiltransferasa 1, B3GALT1 humana

MASKVSCLYVLTVVCWASALWYLSITRPTSSYTGSKPFSHLTVARKNFTFGNIRTRPINPHSFEFLINEPNKCEK
NIPFLVILISTTHKEFDARQAIRETWGDENNFKGIKIATLFLLGKNADPVLNQMVEQESQIFHDIIVEDFIDSYH
NLTLKTLMGMRWVATFCSKAKYVMKTDSDIFVNMDNL I YKLLKPSTKPRRRYFTGYVINGGPIRDVRSKWYMPRD
LYPDSNYPPFCSGTGYIFSADVAELIYKTSLHTRLLHLEDVYVGLCLRKLGIHPFQNSGFNHWKMAYSLCRYRRV
ITVHEQISPEEMHRIWNDMS SKKHLRC

SEQ ID NO: 139.

beta-1,3-galactosiltransferasa 1, B3Galt1 de raton

MASKVSCLYVLTVVCWASALWYLSITRPTSSYTGSKPFSHLTVARKNFTFGNIRTRPINPHSFEFLINEPNKCEK
NIPFLVILISTTHKEFDARQAIRETWGDENNFKGIKIATLFLLGKNADPVLNQMVEQESQIFHDIIVEDFIDSYH
NLTLKTLMGMRWVATFCSKAKYVMKTDSDIFVNMDNLIYKLLKPSTKPRRRYFTGYVINGGPIRDVRSKWYMPRD
LYPDSNYPPFCSGTGYIFSADVAELIYKTSLHTRLLHLEDVYVGLCLRKLGIHPFQNSGFNHWKMAYSLCRYRRV
ITVHQISPEEMHRIWNDMSSKKHLRC

SEQ ID NO: 140.
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beta-1,3-N-acetilglucosaminiltransferasa 1, BSGNT1 humana

MSVGRRRIKLLGILMMANVFIYFIMEVSKSSSQEKNGKGEVIIPKEKFWKISTPPEAYWNREQEKLNRQYNPILS
MLTNQTGEAGRLSNISHLNYCEPDLRVTSVVTGFNNLPDRFKDFLLYLRCRNYSLLIDQPDKCAKKPFLLLAIKS
LTPHFARRQAIRESWGQESNAGNQTVVRVFLLGQTPPEDNHPDLSDMLKFESEKHQDILMWN¥RDTFFNLSLKEV
LFLRWVSTSCPDTEFVFKGDDDVFVNTHHILNYLNSLSKTKAKDLFIGDVIHNAGPHRDKKLKYYIPEVVYSGLY
PPYAGGGGFLYSGHLALRLYHITDQVHLYPIDDVYTGMCLQKLGLVPEKHKGFRTFDIEEKNKNNICSYVDLMLV
HSRKPQEMIDIWSQLQSAHLKC

SEQ ID NO: 141.
beta-1,3-N-acetilglucosaminiltransferasa 1, B3gnt1 de ratén

MSVGRRRVKLLGILMMANVFIYLIVEVSKNSSQDKNGKGGVIIPKEKFWKPPSTPRAYWNREQEKLNRWYNPILN
RVANQTGELATSPNTSHELSYCEPDSTVMTAVTDFNNLPDRFKDFLLYLRCRNY SLLIDOPKKCAKKPFLLLAIKS
LIPHFARRQAIRESWGRETNVGNQTVVRVFLLGKTPPEDNHPDLSDMLKFESbKHQDILMWNYRDTFFNLSLKEV
LFLRWVSTSCPDAEFVFKGDDDVFVNTHHILNYLNSLSKSKAKDLFIGDVIHNAGPHRDKKLKYYIPEVFYTGVY
PPYAGGGGFLYSGPLALRLYSATSRVHLYPIDDVYTGMCLQKLGLVPEKHKGFRTFDIEEKNKKNICSYIDLMLY
HSRKPQEMIDIWSQLQSPNLKC

SEQ ID NO: 142.

N-acetilglucosaminiltransferasa 2 (GnT-ll) humana

MRFRIYKRKVLILTLVVAACGFVLWSSNGRQRKNEALAPPLLDAEPARGAGGRGGDHPSVAVGIRRVSNVSAASL
VPAVPQPEADNLTLRYRSLVYQLNFDQTLRNVDKAGTWAPRELVLVVQVHNRPEYLRLLLDSLRKAQGIDNVLVI
FSHDFWSTEINQLIAGVNFCPVLQVFFPFSIQLYPNEFPGSDPRDCPRDLPKNAALKLGCINAEYPDSFGHYREA
KFSQTKHEWWWKLHFVWERVKILRDYAGLILFLEEDHYLAPDFYHVFKKMWKLKQQECPECDVLSLGTYSASRSF
YGMADKVDVKTWKSTEHNMGLALTRNAYOKLIECTDTFCTYDDYNWDWTLQYLTVSCLPKFWKVLVPQIPRIFHA
GDCGMHHKKTCRPSTQSAQIESLLNNNKQYMFPETLTISEKFTVVAISPPRKNGGWGDIRDHELCKSYRRLQ

SEQ ID NO: 143.

N-acetilglucosaminiltransferasa 2 (GnT-Il) de cerdo

MRFRIYKRKVLILTFVVAACGFVLWSSNGRQRKNEALAPPLLDAEPVRGAGARAGDHPAISVGIRRGSNDSAAPL
VAAAPQPEVDNLTLRYRSLVYQLNFDQTLRNVDKVSSWVPRELVLVVQVHNRAEYLKLLLDSLRKAQGIDNVLVI
FSHDFWSTEINQLIAGVDFCPVLQVFFPFSIQLYPNEFPGTDPRDCPRDLEKNAALKMGCINAEYPDSFGHYREA
KFSQTKHHWWWKLHFVWERVKVLRDYAGLILFLEEDHYVAPDFYHVFKKMWNLKQQECPECDVLSLGTYTTVRSF
RDVADKVDVKTWKSTEHNMGLALTRDAYQKLIECTDTFCTYDDYNWDWTLQYLTVSCLPKFWKVPVPQVPRIFHA
GDCGMHHKKTCRPSTQSAQIESLLNSNKQYMFPETLTISEKLTAALSPPRKNGGWGDIRDHELCKSYRRLQ

SEQ ID NO: 144.

N-acetilglucosaminiltransferasa 2 (GnT-Il) de raton

MRFRIYKRKVLILTLVVAACGFVLWSSNGRQRKSDALGPPLLDAEPVRGAGHLAVSVGIRRVSNESAAPLVPAVP
RPEVDNLTLRYRSLVYQLNFDQMLRNVGNDGTWSPGELVLVVQVHNRPEYLRLLIDSLRKAQGIQEVLVIFSHDF
WSAEINSLISRVDFCPVLOVFFPFSIQLYPNEFPGSDPRDCPRDLKKNAALKLGCINAEYPDSFGHYREAKFSQT
KHHWWWKLHFVWERVKVLODYTGLILFLEEDHYLAPDFYHVFKKMWKLKQQECPGCDVLSLGTYTTIRSFYGIAD
KVDVKTWKSTEHNMGLALTRDAYQKLIECTDTFCTYDDYNWDWTLOYLTLACLPKIWKVLVPQAPRIFHAGDCGM
HHKKTCRPSTQSAQIESLLNSNKQYLFPETLVIGEKFPMAAISPPRKNGGWGDIRDHELCKSYRRLQ

SEQ ID NO: 145.
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N-acetilglucosaminiltransferasa 2 (GnT-Il) de rata

MRFRIYKRKVLILTLVVAACGFVLWSSNGRQRKNDALAPPLLDSEPLRGAGHFAASVGIRRVSNDSAAPLVPAVP
R?EVDNLTLRYRSLVYQLNFDQMLRNVDKDGTWSPéELVLVVQVHNRPEYLRLLIDSLRKAQGIREVLVIFSHDF
WSAEINSLISSVDFCPVLQVFFPFSIQLYPSEFPGSDPRDCPRDLKKNAALKLGCINAEYPDSFGHYREAKFSQT
KHHWWWKLHFVWERVKVLODYTGLILFLEEDHYLAPDFYHVFKKMWKLKQQECPGCDVLSLGTYTTIRSFYGIAD
KVDVKTWKSTEHNMGLALTRDAYQKLIECTDTFCTYDDYNWDWTLQYLTLACLPKVWKVLVPQAPRIFHAGDCGM
HHKKTCRPSTQSAQIESLLNNNKQYLFPETLVIGEKFPMAAISPPRKNGGWGDIRDHELCKSYRRLQ

SEQ ID NO: 146.

N-acetilglucosaminiltransferasa 3 (GnT-lll) humana

MKMRRYKLFLMFCMAGLCLISFLHFFKTLSYVTFPRELASLSPNLVSSFFWNNAPVTPQASPEPGGPDLLRTPLY
SHSPLLQPLPPSKAREELHRVDLVLPEDTTEYFVRTKAGGVCFKPGTKMLERPPPGRPEEKPEGANGSSARRPPR

YLLSARERTGGRGARRKWVECVCLPGWHGPSCGVPTVVQYSNLPTKERLVPREVPRRVINAINVNHEFDLLDVRF
HELGDVVDAFVVCESNFTAYGEPRPLKFREMLTNGTFEY IRHKVLYVFLDHFPPGGRQDGWIADDYLRTFLTQDG
VSRLRNLRPDDVFIIDDADEIPARDGVLFLKLYDGWTE PFAFHMRKSLYGFFWKQPGTLEVVSGCTVDMLQAVYG
LDGIRLRRRQYYTMPNFRQYENRTGHILVQWSLGSPLHFAGWHCSWCFTPEGIYFKLVSAQNGDFPRWGDYEDKR
DLNYIRGLIRTGGWFDGTQQEYPPADPSEHMYAPKYLLKNYDRFHYLLDNPYQEPRSTAAGGWRHRGPEGRPPAR
GKLDEAEV

SEQ ID NO: 147.

N-acetilglucosaminiltransferasa 3 (GnT-lll) de raton

MKMRRYKLFLMFCMACGLCLISFLHFFKTLSYVTFPRELASLSPNLISS FFWNNAPVTPQAS PEPGDPDLLRTPLY
SHSPLLQPLSPSKATEELHRVDFVLPEDTTEYFVRTKAGGVCFKPGTRMLEKPS PGRTEEKTEVSEGSSARGPAR
RPMRHVLSSRERLGSRGTRRKWVECVCL PGWHGPSCGVPTVVQYSNLPTKERLVPREVPRRVINAININHEFDLL
DVRFHELGDVVDAFVVCDSNFTAYGEPRPLKFREMLTNGTFEYIRHKVLYVFLDHFPPGGRODGWIADDYLRTFL
TQDGVSRLRNLRPDDVFIIDDADEIPARDGVLFLKLYDGHTEPFAFHMRKSLYGFFWKQPGTLEVVSGCTMDMLQ
AVYGLDGIRLRRRQYYTMPNFRQYENRTGHILVOWSLGS PLHFAGWHCSWCFTPEGIYFKLVSAQNGDFPRWGDY
EDKRDLNYIRSLIRTGGWFDGTQQEYPPADPSEHMYAPKYLLKNYDOFRYLLENPYREPKSTVEGGRQNQGSDGR
SSAVRGKLDTAEG

SEQ ID NO: 148.

N-acetilglucosaminiltransferasa 3 (GnT-lll) de rata

MKMRRYKLFLMFCMAGLCLISFLHFFKTLSYVTFPRELASLSPNLISSFFWNNAPVTPQASPEPGDPDLLRTPLY
SHSPLLQPLSPSKATEELHRVDFVLPEDTTEYFVRTKAGGVCFKPGTRMLEKPSPGRTEEKTKVAEGSSVRGPAR
RPMRHVLSARERLGGRGTRRKWVECVCLPGWHGPSCGVPTVVQYSNLPTKERLVPREVPRRVINAININHEFDLL
DVRFHELGDVVDAFVVCESNFTAYGEPRPLKFREMLTNGTFEYIRHKVLYVFLDHFPPGGRQDGWIADDYLRTFL
TQDGVSRLRNLRPDDVFIIDDADEIPARDGVLFLKLYDGWTEPFAFHMRKSLYGFFWKQPGTLEVVSGCTIDMLQ
AVYGLDGIRLRRRQYYTMPNFRQYENRTGHILVQWSLGSPLHFAGWHCSWCFTPEGIYFKLVSAQNGDFPRWGDY
EDKRDLNYIRSLIRTGGWFDGTQQEYPPADPSEHMYAPKYLLKNYDQFRYLLENPYREPKSTVEGGRRNQGSDGR
SSAVRGKLDTTEG

SEQ ID NO: 149.

N-acetilglucosaminiltransferasa 4 (GnT-1V) de raton
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MLKFYQMKYIFQILDKMRCLRKRSTVSFLGVLVVFLLFMNLYIEDSYVLEGDKQLIRETSTHQLNSERYVHTFKD
LSNFSGTINVTYRYLAATPLQRKRYLTIGLSSVKRKKGNYLLDTIKSIFEQSSYEELKEISVVVHLADFNSSWRD
AMVODITQKFAHHITIAGRLMVIHAPEEYYPVLDGLKRNYNDPEDRVRFRSKQNVDYAFLLNFCANTSDYYVMLED
DVRCSRNFLTATIKKVIASLEGTYWVTLEFSKLGYIGKLYHSHDLPRLAHFLLMFYQEMPCDWLLTHFRGLLAQKN
VIRFKPSLFQHMGYYSSYKGTENKLKDDSEEEESFDIPDNPPASFYTNMNVFENYEASKAYSSVDEYFWGKSPSM
GDTFVIVFENPITIKKIKVNTGTEDRQNDILQHGALDVGEKLIFSKQIRQCDTYLRLGEFKNGYFEMSDVNQKIP
FDIHCMRICVTKTQKEWLIIRSISIWTS

SEQ ID NO: 150.

N-acetilglucosaminiltransferasa (GnT-1V) de cerdo

MFKFHQVKHIFEILDKMRCLRKRFTVSFLGVLVIFLLFMNLYIEDSYVLEGDKQLVRETSIHQLNPERYVHTFKY
LSNFSGTINVTYRYLAVMPFQRKRFLTIGLSSVRRKKGNYLLETIKSIFEQSSYEELKEISVVVHLADFNSSWRE
VMVQDITQKFAHHI IAGRLMVIHAPEEYYPVLNGLKRNYNDPEDRVRFRSKQONVDYAFLLNFCANISDYYVMLED
DVRCSKNFLTAIKKVITSLQGTYWVTLEFSKLGYIGKLYHSHDLPRLAHFLLMFYQEMPCDWLLTHFRGLLAQKN
VIRFKPSLFQHMGYYSSYKGTENKLKDDDFEEELIDLPDNPPASLYTNMSVFENYDASKAYSSVDGYFWGKPPST
GDVFVVVFENPVIIKKIKVSTGTEDRQND ILHHGALDVGGYIRYFKQNRQCITYIRLGEFKNGNFEVSDVNQKIP
FDVHCMRIHVTKTQKEWLIIRSISIWTS ’

SEQ ID NO: 151.

N-acetilglucosaminiltransferasa 4a (GnT-IVa) humana

MRLRNGTVATALAFITSFLTLSWYTTWQNGKEKLIAYQREFLALKERLRIAEHRISQRSSELNTIVQQFKRVGAE
TNGSKDALNKFSDNTLKLLKELTSKKSLQVPSIYYHLPHLLKNEGSLOQPAVQIGNGRTGVSIVMGIPTVKREVKS
YLIETLHSLIDNLYPEEKLDCVIVVFIGETDIDYVHGVVANLEKEFSKEISSGLVEVISPPESYYPDLTNLKETF
GDSKERVRWRTKONLDYCFLMMYAQEKGIYYIQLEDDIIVKONYFNTIKNFALQLSSEEWMILEFSQLGFIGKMF
QAPDLTLIVEFIFMFYKEKPIDWLLDHILWVKVCNPEKDAKHCDRQKANLRIRFRPSLFQHVGLHSSLSGKIQKL
TDKDYMKPLLLKIHVNPPAEVSTSLKVYQGHTLEKTYMGEDFFWAITPIAGDYILFKFDKPVNVESYLFHSGNQE
HPGDILLNTTVEVLPFKSEGLEISKETKDKRLEDGYFRIGKFENGVAEGMVDPSLNPISAFRLSVIQNSAVWAIL
NEIHIKKATN

SEQ ID NO: 152.

N-acetilglucosaminiltransferasa 4a (GnT-1Va) de ratén

MRLRNGTVATALVFVTSFLTLSWYTTWQNGKEKLIAYQREFLALKERLRVAEHRISQBSSELNTIVQQFRRAGAE
TNGSKTALSTISDNTIKLLKELTSKKSLRVPSIYYHLPHLLONERSLQPAVQIGSGRTGVSIVMGIPTVKREVKS
YLVETLHSLIDNLYPEEKLDCVIVVFIGETDLDYVHSVVANLEKEFSREISSGLLEIISPPESYYPDLTNLKETF
GDSKERVRWRTKQNﬁDYCFLMMYAQEKGIYYIQLEDDIIVKQNYFNTIKNFALQLSSEEWMILEFSQLGFIGKMF
QAPDLALVVEFILMFYKEKPIDWLLDHILWVKVCNPEKDAKHCDRQKANLRIRFRPSLFQHVGLHSSLSGKIQKL
TDKDYMKPLLLKVHVNPPAEVSTSLKVYQGHTLEKTYMGEDFFWAITPTAGDYILFKFDKPVNVESYLFHSGNQE
HPGDILLNTTVDVLPLKSDSLEISKETKDKRLEDGYFRIGKFEYGVAEGIVDPGLNPTSAFRLSVIONSAVWAIL
NEIHIKKVTS

SEQ ID NO: 153.

N-acetilglucosaminiltransferasa 4b (GnT-IVb) humana
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MRLRNGTFLTLLLFCLCAFLSLSWYAALSGQKGDVVDVYQREFLALRDRLHAAEQESLKRSKELNLViDEIKRAV
SERQALRDGDGNRTWGRLTEDPRLKPWNGSHRHVLHLPTVFHHLPHLLAKRSSLQPAVRVGQGRTGVSVVMGIPS
VRREVHSYLTDTLHSLISELSPQEKEDSVIVVLIAETDSQYTSAVTENIKALFPTEIHSGLLEVISPSPHFYPDF
SRLRESFGDPKERVRWRTKQNLDYCFLMMYAQSKGIYYVQLEDDIVAKPNYLSTMKNFALQQPSEDWMILEFSQL
GFIGKMFKSLDLSLIVEFILMFYRDKPIDWLLDHILWVKVCNPEKDAKHCDRQKANLRIRFKPSLFQHVGTHSSL
AGKIQKLKDKDFGKQALRKEHVNPPAEVSTSLKTYQHFTLEKAYLREDFFWAFTPAAGDFIRFRFFQPLRLERFF

FRSGNIEHPEDKLFNTSVEVLPFDNPQSDKEALQEGRTATLRYPRSPDGYLQIGSFYKGVAEGEVDPAFGPLEAL
RLSIQTDSPVWVILSEIFLKKAD

SEQ ID NO: 154.

N-acetilglucosaminiltransferasa 4b (GnT-1Vb) de raton

MRLRNGTFLTLLLFCLCAFLSLSWYAALSGQKGDVVDIYQREFLALRDRLHAAEQESLKRSKELNLVLEEIKRAV
SERQALRDGEGNRTWGRLTEDPRLKPWNVSHRHVLHLPTVFHHLPHLLAKESSLOPAVRVGQGRTGVSVVMGIPS
VRREVHSYLTDTLHSLISELSPQEKEDSVIVVLIAETDPQYTSAVTENIKALFPTEIHSGLLEVISPSPHFYPDF
SRLRESFGDPKERVRWRTKQONLDYCFLMMYAQSKGIYYVQLEDDIVAKPNYLSTMKNFALQQPSEDWMILEFSQL
GFIGKMFKSLDLSLIVEFILMFYRDKPIDWLLDHILWVKVCNPEKDAKHCDROKANLRIRFKPSLFQHVGTHSSL
AGKIQKLKDKDFGKHALRKEHVNPPAEVSTSLKTYQHFTLEKAYLREDFFWAFTPAAGDFIRFRFFQPLRLERFF
FRSGNIEHPEDKLFNTSVEVLPFDNPQéEKEALQBGRSATLRYPRSPDGYLQIGSFYKGVAEGEVDPAFGPLEAL
RLSIQTDSPVWVILSEIFLKKAD

SEQ ID NO: 155.

N-acetilglucosaminiltransferasa 5 (GnT-V) humana

MALFTPWKLSSQKLGFFLVTFGF IWGMMLLHFTIQORTQPESSSMLREQILDLSKRYIKALAEENRNVVDGPYAG
VMTAYDLKKTLAVLLDNILQRIGKLESKVDNLVVNGTGTNSTNSTTAVPSLVALEKINVADIINGAQEKCVLPPM
DGYPHCEGKIKWMKDMWRSDPCYADYGVDGSTCSFFIYLSEVENWCPHLPWRAKNPYEEADHNSLAEIRTDFNIL
YSMMkKHEEFRWMRLRIRRMADAWIQAIKSLAEKQNLEKRKRKKVLVHLGLLTKﬁSGFKIABTAFSGGPLGELVQ
WSDLITSLYLLGHDIRISASLAELKEIMKKVVGNRSGCPTVGDRIVELIYIDIVGLAQFKKTLGPSWVHYQCMLR
VLDSFGTEPEFNHANYAQSKGHKTPWGKWNLNPQQFYTMFPHTPDNSFLGFVVEQHLNS SDIHHINEIKRQNQSL
VYGKVDSFWKNKKIYLDIIHTYMEVHATVYGSSTKNIPSYVKNHGILSGRDLQFLLRETKLFVGLGFPYEGPAPL
EAIANGCAFLNPKFNPPKSSKNTDFFIGKPTLRELTSQHPYAEVFIGRPHVWTVDLNNQEEVEDAVKAILNQKIE
PYMPYEFTCEGMLQRINAFIEKQDFCHGQVMWPPLSALQVKLAEPGQSCKQVCQESQLICEPSFFQHLNKDKDML
KYKVTCQSSELAKDILVPSFDPKNKHCVFQGDtLLFSCAGAHPRHQRVCPCRDFIKGQVALCKDCL

SEQ ID NO: 156.

N-acetilglucosaminiltransferasa 5 (GnT-V) de ratén
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MAFFSPWKLSSQKLGFFLVTFGFIWGMMLLHFTIQQRTQPESSSMLREQILDLSKRYIKALAEENRDVVDGPYAG
VMTAYDLKKTLAVLLDNILQRIGKLESKVDNLVNGTGANSTNSTTAVPSLVSLEKINVADI INGVQEKCVLPPMD
GYPHCEGKIKWMKDMWRSDPCYADYGVDGTSCSFFIYLSEVENWCPRLPWRAKNPYEEADHNSLAEIRTDFNILY
GMMKKHEEFRWMRLRIRRMADAWIQAIKSLAEKQONLEKRKRKKILVHLGLLTKESGFKIAETAFSGGPLGELVQW
SDLITSLYLLGHDIRISASLAELKEIMKKVVGNRSGCPTVGDRIVELIYIDIVGLAQFKKTLGPSWVHYQCMLRV
LDSFGTEPEFNHASYAQSKGHKTPWGKWNLNPQQFYTMFPHTPDNSFLGFVVEQHLNSSDIHHINEIKRQNQSLV
YGKVDSFWKNKKIYLDITIHTYMEVHATVYGSSTKNIPSYVKNHGILSGRDLQFLLRETKLFVGLGFPYEGPAPLE
AIANGCAFLNPKFNPPKSSKNTDFFIGKPTLRELTSQHPYAEVFIGRPHVWTVDLNNREEVEDAVKAILNQKIEP
YMPYEFTCEGMLQRINAFIEKQDFCHGQVMWPPLSALQVKLAEPGQSCKQVCQESQLICEPSFFQHLNKEKDLLK
YKVTCQSSELYKDILVPSFYPKSKHCVFQGDLLLFSCAGAHPTHQRICPCRDFIKGQVALCKDCL

SEQ ID NO: 157.

N-acetilglucosaminiltransferasa 5 (GnT-V) de rata

MAFFSPWKLSSQKLGFFLVTFGF INGMMLLHFTIQQRTQPESSSMLREQILDLSKRYIKALAEENRNVVDGPYAG
VMTAYDLKKTLAVLLDNILQRIGKLESKVDNLVNGTGANSTNSTTAVPSLVSLEKINVADIINGVQEKCVLPPMD
GYPHCEGKIKWMKDMWRSDPCYADYGVDGTSCSFFIYLSEVENWCPRLPWRAKNPYEEADHNSLAEIRTDFNILY
GMMKKHEEFRWMRLRIRRMADAWIQAIKSLAEKONLEKRKRKKILVHLGLLTKESGFKIAETAFSGGPLGELVQW
SDLITSLYLLGHDIRISASLAELKEIMKKVVGNRSGCPTVGDRIVELIYIDIVGLAQFKKTLGPSWVHYQCMLRV
LDSFGTEPEFNHASYAQSKGHKT PWGKWNLNPQQFYTMFPHTPDNSFLGFVVEQHLNSSDIHHINEIKRQNQSLV
YGKVDSFWKNKKIYLDITIHTYMEVHATVYGSSTKNIPSYVKNHGILSGRDLQFLLRETKLFVGLGFPYEGPAPLE
AIANGCAFLNPKFNPPKSSKNTDFFIGKPTLRELTSQHPYAEVFIGRPHVWIVDLNNREEVEDAVKAILNQKIEP
YMPYEFTCEGMLQRINAFIEKQDFCHGQVMWPPLSALQVKLAEPGQSCKQVCQESQLICEPSFFQHLNKEKDLLK
YKVICQSSELYKDILVPSFYPKSKHCVFQGDLLLFSCAGAHEPTHQRICPCRDFIKGQVALCKDCL

SEQ ID NO: 158.

N-acetilglucosaminiltransferasa 6 (GnT-VI) de pollo

MRCSPKRSLTAVIAASFLLLLLLLLLHRGSWQDPQEVQFRDLPSDAVLKILKQGSLHILQDTDNLCALHNISYHL
LAGSPLPHKKFLAVGLSSVRRPRGYYLPDTLOSLFKQSSEEELQEMVVVVHLADADPIWNAQVAADISHRFAHHI
LLGRLVLIHTPHEFYPTLEGLKRNYNDPEERVKFRSKQNVDYAFLFTFAANLSSYYLMIEDDVWSAKSFFTAIRK
AVASQEGSNWATLEFSKLGYIGKLYRSSDLPRLARFLLLFYQEMPCDWLLTHFRLLLTQKDVIRFKPSLFQHMGL
YSSFQGTVNRLEDDEFQADAMDLPDNPPAALFTNMVVFENYEPSKAYSTARGYFWGKNPAVGSIFSIVFHQPARV
TRVRVQTGSSERPGDFLHAGVLELGRGRRADGRDCSVYTTVGTFEKGNLEWRGLEKGMPNPVECVRIRVTQSQSE
WLIIQSIGIWTAGT

SEQ ID NO: 159.

beta-1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa 1V, GNTIVH humana

MFKFHQMKHIFEILDKMRCLRKRSTVSFLGVLVIFLLFMNLYIEDSYVLEGDKQLIRETSTHQLNSERYVHTFKD
LSNFSGAINVTYRYLAATPLQRKRYLTIGLSSVKRKKGNYLLETIKSIFEQSSYEELKEISVVVHLADFNSSWRD
AMVODITQKFAHHIIAGRLMVIHAPEEYYPILDGLKRNYNDPEDRVKFRSKQONVDYAFLLNFCANTSDYYVMLED
DVRCSKNFLTAIKKVIASLEGTYWVTLEFSKLGYIGKLYHSHDLPRLAHFLLMFYQEMPCDWLLTHFRGLLAQKN
VIRFKPSLFQHMGYYSSYKGTENKLKDDDFEEESFDIPDNPPASLY TNMNVFENYEASKAYSSVDEYFWGKPPST
GDVFVIVFENPIIIKKIKVNTGTEDRQNDILHHGALDVGENVMPSKQRRQCSSYLRLGEFKNGNFEMSGVNQKIP
FDIHCMRIYVTKTQKEWLIIRSISIWTS

SEQ ID NO: 160.
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beta-1,4-N-acetilglucosaminiltransferasa 1V, Gnt-IV (GNTIVH) de cerdo

MFKFHQVKHIFEILDKMRCLRKRFTVSFLGVLVIFLLFMNLYIEDSYVLEGDKQLVRETSIHQLNPERYVHTFKY
LSNFSGTINVTYRYLAVMPFQRKRFLTIGLSSVRRKKGNYLLETIKSIFEQSSYEELKEISVVVHLADFNSSWRE
VMVQDITQKFAHHI IAGRLMVIHAPEEYYPVLNGLKRNYNDPEDRVRFRSKQNVDYAFLLNFCANISDYYVMLED
DVRCSKNFLTAIKKVITSLQGTYWVTLEFSKLGYIGKLYHSHDLPRLAHFLIMFYQEMPCDWLLTHFRGLLAQKN
VIRFKPSLFQHMGYYSSYKGTENKLKDDDFEEELIDLPDNPPASLYTNMSVFENYDASKAYSSVDGYFWGKPPST

GDVFVVVFENPVIIKKIKVSTGTEDRQNDILHHGALDVGGYIRYFKONRQCITY IRLGEFKNGNFEVSDVNQKIP
FDVHCMRIHVTKTQKEWLIIRSISIWTS

SEQ ID NO: 161.

Dolichil-fosfato beta-glucosiltransferasa, ALG5 humana

MAPLLLQLAVLGAALAAAALVLISIVAFTTATKMPALHRHEEEKFFLNAKGQKETLPS IWDSPTKQLSVVVPSYN
EEKRLPVMMDEALSYLEKRQKRDPAFTYEVIVVDDGSKDQTSKVAFKYCQKYGSDKVRVITLVKNRGKGGAIRMG
IFSSRGEKILMADADGATKFPDVEKLEKGLNDLQPWPNQMAIACGSRAHLEKES IAQRSYFRTLLMYGFHFLVWF
LCVKGIRDTQCGFKLFTREAASRTFSSLHVERWAFDVELLYIAQFFKIPTAEIAVNWTEIEGSKLVPFWSWLQOMG
KDLLFIRLRYLTGAWRLEQTRKMN '

SEQ ID NO: 162.

Polipéptido de dolichil-fosfato manosiltransferasa 1, Dpm1 humana

MASLEVSRSPRRSRRELEVRSPRONKYSVLLPTYNERENLPLIVWLLVKSFSESGINYEITITDDGSPDGTRDVA
EQLEKIYGSDRILLRPREKKLGLGTAYIHGMKHATGNYIIIMDADLSHHPKFIPEFIRKQKEGNFDIVSGTRYKG
NGGVYGWDLKRKIISRGANFLTQILLRPGASDLTGSFRLYRKEVLEKLIEKCVSKGYVFQMEMIVRARQLNYTIG
EVPISFVDRVYGESKLGGNEIVSFLKGLLTLFATT

SEQ ID NO: 163.

alfa-1,6-manosiltransferasa, ALG12 humana

MAGKGSSGRRPLLLGLLVAVATVHLVICPYTKVEESFNLQATHDLLYHWQDLEQYDHLEFPGVVPRTFLGPVVIA
VFSSPAVYVLSLLEMSKFYSQLIVRGVLGLGVIFGLWTLOKEVRRHFGAMVATMFCWVTAMQFHLMFYCTRTLPN
VLALPVVLLALAAWLRHEWARF IWLSAFAIIVFRVELCLFLGLLLLLALGNRKVSVVRALRHAVPAGILCLGLTV
AVDSYFWRQLTWPEGKVLWYNTVLNKSSNWGTSPLLWYFYSALPRGLGCSLLFIPLGLVDRRTHAPTVLALGFMA
LYSLLPHKELRFIIYAFPMLNITAARGCSYLLNNYKKSWLYKAGSLLVIGHLVVNAAYSATALYVSHFNYPGGVA
MORLHQLVPPQTDVLLHIDVAAAQTGVSRFLQVNSAWRYDKREDVQPGTGMLAYTHILMEAAPGLLALYRDTHRV
LASVVGTTGVSLNLTQLPPFNVHLQTKLVLLERLPRPS

SEQ ID NO: 164.

alfa-1,3-manosiltransferasa, ALG3 humana

MAAGLRKRGRSGSAAQAEGLCKOWLORAWQERRLLLREPRYTLLVAACLCLAEVGITFWVIHRVAYTEIDWKAYM
AEVEGVINGTYDYTQLQGDTGPLVYPAGFVYIFMGLYYATSRGTDIRMAQNIFAVLYLATLLLVFLIYHQTCKVP
PFVFFFMCCASYRVHSIFVLRLFNDPVAMVLLFLS INLLLAQRWGWGCCFFSLAVSVKMNVLLFAPGLLFLLLTQ
FGFRGALPKLGICAGLQVVLGLPFLLENPSGYLSRSFDLGRQFLFHWTVNWRFLPEALFLHRAFHLALLTAHLTL
LLLFALCRWHRTGESILSLLRDPSKRKVPPQPLTPNQIVSTLFTSNFIGICFSRSLHYQFYVWYFHTLPYLLWAM

- PARWLTHLLRLLVLGLIELSWNTYPSTSCSSAALHICHAVILLOLWLGPQPFPKSTQHSKKAH
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SEQ ID NO: 165.

beta-1,4-manosiltransferasa, HMT1/ALG1 humana

MAASCLVLLALCLLLPLLLLGGWKRWRRGRAARHVVAVVLGDVGRS PRMQYHALSLAMHGFSVTLLGFCNSKPHD
ELLONNRIQIVGLTELQSLAVGPRVFQYGVKVVLQAMYLLWKLMWREPGAYIFLONPPGLPSIAVCWFVGCLCGS

KLVIDWHNYGYS IMGLVHGPNHPLVLLAKWYEKFFGRLSHLNLCVTNAMREDLADNWHIRAVTVYDKPASFFKET
PLDLOHRLFMKLGSMHSPFRARSEPEDPVTERSAFTERDAGSGLVTRLRERPALLVSSTSWTEDEDFSILLAALE
KFEQLTLDGHNLPSLVCVITGKGPLREYYSRLIHQKHFOQHIQVCTPWLEAEDYPLLLGSADLGVCLHTSSSGLDL
PMKVVDMFGCCLPVCAVNFKCLHELVKHEENGLVFEDSEELAAQLQMLFSNFPDPAGKLNQFRKNLRESQQLRWD
ESWVQTVLPLVMDT

SEQ ID NO: 166.

alfa-1,3-manosiltransferasa, ALG2 humana

MAEEQGRERDSVPKPSVLFLHPDLGVGGAERLVLDAALALQARGCSVKIWTAHYDPGHCFAESRELPVRCAGDWL
PRGLGWGGRGAAVCAYVRMVFLALYVLFLADEEFDVVVCDQVSACIPVFRLARRRKKILFYCHFPDLLLTKRDSF
LKRLYRAPIDWIEEYTTGMADCILVNSQFTAAVFKETFKSLSHIDPDVLYPSLNVTSFDSVVPEKLDDLVPKGKK
FLLLSINRYERKKNLTLALEALVQLRGRLTSQDWERVHLIVAGGYDERVLENVEHYQELKKMVQQSDLGQYVTFL
RSFSDKQOKISLLHSCTCVLYTPSNEHFGIVPLEAMYMQCPVIAVNSGGPLES IDHSVIGFLCEPDPVHFSEAIEK
FIREPSLKATMGLAGRARVKEKFSPEAFTEQLYRYVTKLLV

SEQ ID NO: 167.

péptido-O-fucosiltransferasa 1, POFUT1 humana

MGAAAWARPLSVSFLLLLLPLPGMPAGSWDPAGYLLYCPCMGRFGNQADHFLGSLAFAKLLNRTLAVPPWIEYQH
HKPPFTNLHVS?QKYFKLEPLQAYHRVISLEDFMEKLAPTHWPPEKRVAYCFEVAAQRSPDKKTCPMKEGNPFGP
FWDQFHVSFNKSELFTGISFSASYREQWSQRFSPKEHPVLALPGAPAQFPVLEEHRPLOKYMVWSDEMVKTGEAQ
IHAHLVRPYVGIHLRIGSDWKNACAMLKDGTAGSHFMASPQCVGYSRSTAAPLTMTMCLPDLKEIQRAVKLWVRS
LDAQSVYVATDSESYVPELQQLFKGKVKVVSLKPEVAQVDLY ILGQADHFIGNCVSSFTAFVKRERDLQGRPSSF
FGMDRPPKLRDEF ’

SEQ ID NO: 168.

péptido-O-fucosiltransferasa 1, pofut1 de vaca

MGAAAWAPSLLPPRVSLLLLLLPLPGLPVGSWDPAGYLLYCPCMGRFGNQADHFLGSLAFAKLLNRTLAVPPWIE
YQHHKPPFTNVHVSYQKYFKLEPLQAYHRVISLEDFMEKLAPTHWPPEKRVAYCFEVAAQRSPDKKTCPMKEGNP
FGPFWDQFHVSFNKSELFAGISFSASYKDOQWIQRFSPEEHPVLALPGAPAQFPVLEEHRPLQKYMVWSDEMVRTG
EAQIHAHLIRPYVGIHLRIGSDWKNACAMLKDGTAGAHFMASPQCVGYSRHETTAPLTMTMCLPDLKEIRRALKLW
VTALNAQSVYIATDSESYLPEIQQLFKGKVKVVSLKPEVAQIDLYILGQADHFIGNCVSSFTAFVKRERDLHGRP
SSFFGMDRPPQLRDEF

SEQ ID NO: 169.

péptido-O-fucosiltransferasa 1, pofut1 de ratén
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MGAAAWAPPHLLLRASFLLLLLLLPLRGRSAGSWDLAGYLLYCPCMGRFGNQADHFLGSLAFAKLLNRTLAVPPW
IEYQHHKPPFTNLHVSYQKYFKLEPLQAYHRVVSLEDFMENLAPSHWPPEKRVAYCFEVAAQRSPDKKTCPMKEG
NPFGPFWDQFHVSFNKSELFTGISFSASYKEQWTQRFPAKEﬁPVLALPGAPAQFPVLEEHRELQKYMVWSDEMVR
TGEALISAHLVRPYVGIHLRIGSDWKNACAMLKDGTAGSHFMASPQCVGYSRSTATPLTMTMCLPDLKEIQRAVT
LWVRALNARSVYIATDSESYVSEIQQLFKDKVRVVSLKPEVAQIDLY ILGOADHFIGNCVSSFTAFVKRERDLHG
RQSSFFGMDRPSQLRDEF

SEQ ID NO: 170.

péptido-O-fucosiltransferasa 1, POFUT1 de cerdo

SSPLPPLVSLLLLLLPLPGLPAVSWDPAGYLLYCPCMGRFGNQADHFLGSLAFAKLLNRTLAVPPWIEYQHHKPP
FTNLHVSYQKYFKLEPLQVYHRVISLEDFMEKLAPTHWPPERRVAYCFEVAAQRS PDKKTCPMKEGNPFGPFWDQ
FHVSFNKSELFAGISFSASYKDQWIQRFSPKEHPVLALPGAPAQF PVLEEHRPLQKYMVWSDEMVRTGEAQIRAH
LIRPYVGIHLRIGSDWKNACAMLKDGTAGAHFMASPQCVGYSRHTAAPLTMTMCLPDLKEIRRALKLWVTALSAQ

 SVYIATDSESYLPEIQQLFKGKVKVVSLKPEVAQIDLYILGQADHFIGNCVSSFTAFVKRERDLQGRLSSFFGMD

RPP .

SEQ ID NO: 171.

beta-1,3-N-acetilglucosaminiltransferasa humana, maniac fringe

MOCRLPRGLAGALLTLLCMGLLCLRYHLNLSPQRVQGTPELSQPNPGPPKLOLHDVF IAVKTTRAFHRLRLELLL
DTWVSRTREQTFVFTDSPDKGLQERLGSHLVVTNCSAEHSHPALSCKMAAEFDTFLASGLRWFCHVDDDNYVNPR
ALLQLLRAFPLARDVYVGRPSLNRPIHASEPQPHNRTRLVQFWFATGGAGFCINRKLALKMAPWASGSRFMDTSA
LIRLPDDCTMGYIIECKLGGRLOPSPLFHSHLETLQLLRTAQLPEQVTLSYGVFEGKLNVIKLQGPFSPEEDPSR
FRSLHCLLYPDTPWCPQLGAR

SEQ ID NO: 172.

Beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa, MGNT1 humana

MDDWKPSPLIKPFGARKKRSWYLTWKYKLTNQRALRRFCQTGAVLFLLVTVIVNIKLILDTRRAISEANEDPEPE
QDYDEALGRLEPPRRRGSGPRRVLDVEVYSSRSKVYVAVDGTTVLEDEAREQGRGIHVIVLNQATGHVMAKRVFD
TYSPHEDEAMVLFLNMVAPGRVLICTVKDEGSFHLKDTAKALLRSLGSQAGPALGWRDTWAFVGRKGGPVFGEKH
SKSPALSSWGDPVLLKTDVPLSSAEEAECHWADTELNRRRRRFCSKVEGYGSVCSCKDPTPIEFSPDPLPDNKVL
NVPVAVIAGNRPNYLYRMLRSLLSAQGVSPQMITVFIDGYYEEPMDVVALFGLRGIQHTPISIKNARVSQHYKAS
LTATFNLFPEAKFAVVLEEDLDIAVDFFSFLSQSIHLLEEDDSLYCISAWNDQGYEHTAEDPALLYRVETMPGLG
WVLRRSLYKEELEPKWPTPEKLWDWDMWMRMPEQRRGRECIIPDVSRSYHFGIVGLNMNGYFHEAYFKKHKFNTV
PGVQLRNVDSLKKEAYEVEVHRLLSEAEVLDHESKNPCEDSFLPDTEGHTYVAFIRMEKDDDFTTWTQLAKCLHIW
DLDVRGNHRGLWRLFRKKNHFLVVGVPASPYSVKKPPSVTPIFLEPPPKEEGAPGAPEQT

SEQ ID NO: 173.

O-unido N-acetilglucosamina transferasa, OGT1 humana
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MASSVGNVADSTEPTKRMLSFQGLAELAHREYQAGDFEAAERHCMQLWRQEPDNTGVLLLLSSIHFQCRRLDRSA
HFSTLAIKQNPLLAEAYSNLGNVYKERGQLQEAIEHYRHALRLKPDFIDGYINLAAALVAAGDMEGAVQAYVSAL
QYNPDLYCVRSDLGNLLKALGRLEEAKACYLKAIETQPNFAVAWSNLGCVFNAQGEIWLAIHHFEKAVTLDPNFL
DAYINLGNVLKEARIFDRAVAAYLRALSLSPNHAVVHGNLACVYYEQGLIDLAIDTYRRAIELQPHFPDAYCNLA
NALKEKGSVAEAEDCYNTALRLCPTHADSLNNLANIKREQGNIEEAVRLYRKALEVFPEFARAHSNLASVLQQQG
KLQEALMHYKEATIRISPTFADAYSNMGNTLKEMODVQGALQCYTRAIQINPAFADAHSNLASTHKDSGNIPEAIA
SYRTALKLKPDFPDAYCNLAHCLQIVCDWTDYDERMKKLVSIVADQLEKNRLPSVHPHHSMLYPLSHGFRKAIAE
RHGNLCLDKINVLHKPPYEHPKDLKLSDGRLRVGYVS SDFGNHPTSHLMQSIPGMHNPDKFEVFCYALSPDDGTN
FRVKVMAEANHFIDLSQIPCNGKAADRIHODGIHILVNMNGY TKGARNELFALRPAPIQAMWLGYPGTSGALFMD

YIITDQETSPAEVAEQYSEKLAYMPHTFFIGDHANMFPHLKKKAVIDFKSNGHYYDNRIVLNGIDLKAFLDSLPD
VKIVKMKCPDGGDNADSSNTALNMPVIPMNTIAEAVIEMINRGQIQITINGFSISNGLATTQINNKAATGEEVER
TIIVITRSQYGLPEDAIVYCNFNQLYKIDPSTLQMWANILKRVPNSVLWLLRFPAVGEPNIQQYAQNMGLPQNRI
IFSPVAPKEEHVRRGQLADVCLDTPLCNGHTTGMDVLWAGTPMVTMPGETLASRVAASQLTCLGCLELIAKNRQE
YEDIAVKLGTDLEYLKKVRGKVWKQRISSPLFNTKQYTMELERLYLOMWEHYAAGNKPDHMIKPVEVTESA

SEQ ID NO: 174.

O-unido N-acetilglucosamina transferasa, Ogt de ratén

MASSVGNVADSTEPTKRMLS FQGLAELAHREYQAGDFEAAERHCMQLWRQEPDNTGVLLLLSSIHFQCRRLDRSA
HFSTLAIKQNPLLAEAYSNLGNVYKERGQLQEAIEHYRHALRLKPDFIDGYINLAAALVAAGDMEGAVQAYVSAL
QYNPDLYCVRSDLGNLLKALGRLEEAKACYLKAIETQPNFAVAWSNLGCVFNAQGEIWLAIHHFEKAVTLDPNFL
DAYINLGNVLKEARIFDRAVAAYLRALSLSPNHAVVHGNLACVYYEQGLIDLAIDTYRRAIELQPHFPDAYCNLA
NALKEKGSVAEAEDCYNTALRLCPTHADSLNNLANIKREQGNIEEAVRLYRKALEVFPEFAARHSNLASVLQOQQG
KLQEALMHYKEAIRISPTFADAYSNMGNTLKEMQDVQGALQCYTRAIQINPAFADAHSNLASIHKDSGNIPEAIA
SYRTALKLKPDFPDAYCNLAHCLQIVCDWTDYDERMKKLVSIVAEQLEKNRLPSVHPHHSMLYPLSHGFRKAIAE
RHGNLCiDKINVLHKPPYEHPKDLKLSDGRLRVGYVSSDFGNHPTSHLMQSIPGMHNPDKFEVPCYALSPDbGTN
FRVKVMAEANHFIDLSQIPCNGKAADRIHQDGIHILVNMNGYTKGARNELFALRPAPIQAMWLGYPGTSGALFMD
YIITDQETSPAEVAEQYSEKLAYMPHTFFIGDHANMFPHLKKKAVIDFKSNGHIYDNRIVLNGIDLKAFLDSLPD
VKIVKMKCPDGGDNPDSSNTALNMPVIPMNTIAEAVIEMINRGOIQITINGFSISNGLATTQINNKAATGEEVPR
TIiVTTRSQYGLPEDAIVYCNFNQLYKIDPSTLQMWANILKRVPNSVLWLLRFPAVGEPNIQQYAQNMGLPQNRI
IFSPVAPKEEHVRRGQLADVCLDTPLCNGHTTGMDVLWAGTPMVTMPGETLASRVAASQLTCLGCLELIAKSRQE
YEDIAVKLGTDLEYLKKIRGKVWKQRiSSPLFNTKQYTMELERLYLQMWEHYAAGNKPDHMIKPVEVTESA

SEQ ID NO: 175.

O-unido N-acetilglucosamina transferasa, Ogt de rata
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MASSVGNVADSTGLAELAHREYQAGDFEAAERHCMQLWRQEPDNTGVLLLLSSIHFQCRRLDRSAHFSTLAIKQN
PLLAEAYSNLGNVYKERGQLOEATEHYRHALRLKPDFIDGY INLAAALVARGDMEGAVQAYVSALQYNPDLYCVR
SDLGNLLKALGRLEEAKACYLKAIETQPNFAVAWSNLGCVFNAQGEIWLAIHHFEKAVTLDPNFLDAYINLGNVL
KEARIFDRAVAAYLRALSLSPNHAVVHGNLACVYYEQGLIDLAIDTYRRAIELQPHFPDAYCNLANALKEKGSVA
EAEDCYNTALRLCPTHADSLNNLANIKREQGNIEEAVRLYRKALEVFPEFARAHSNLASVLQQQGKLQEALMHYK
EAIRISPTFADAYSNMGNTLKEMODVQGALQCYTRAIQINPAFADAHSNLAS IHKDSGNIPEAIASYRTALKLKP
DFPDAYCNLAHCLQIVCDWTDYDERMKKLVS IVAEQLEKNRLPSVHPHHSMLYPLSHGFRKAIAERHGNLCLDKI
NVLHKPPYEHPKDLKLSDGRLRVGYVSSDFGNHPTSHLMQS I PGMHNPDKFEVFCYALSPDDGTNFRVKVMAEAN
HFIDLSQIPCNGKAADRIHQDGIHILVNMNGY TKGARNELFALRPAPIQAMWLGYPGTSGALFMDYIITDQETSP
AEVAEQYSEKLAYMPHTFFIGDHANMFPHLKKKAVIDFKSNGHIYDNRIVLNGIDLKAFLDSLPDVKIVKMKCPD
GGDNADTTNTALNMPVIPMNTIAEAVIEMINRGQIQITINGFSISNGLATTQINNKAATGEEVPRTIIVTTRSQY
GLPEDAIVYCNFNQLYKIDPSTLOMGANILKRVPNSVLWLLRFPAVGEPNIQQYAQNMGLPQNRITIFSPVAPKEE
HVRRGQLADVCLDTPLCNGHTTGMDVLWAGTPMVTMPGETLASRVAASQLTCLGCLELIAKSRQEYEDIAVKLGT
DLEYLKKIRGKVWKQRISSPLFNTKQYTMELERLYLQMWEHYAAGNKPDHMIKPVEVTESA

SEQ ID NO: 176.

Chaperona molecular tipo HSP-70 de E.coli dnakK, inducible por calor

MGKIIGIDLGTTNSCVAIMDGTTPRVLENAEGDRTTPSIIAYTODGETLVGQPAKRQAVTNPONTLFATIKRLIGR
RFQDEEVQRDVS IMPFKIIAADNGDAWVEVKGQKMAPPQISAEVLKKMKKTAEDYLGEPVTEAVITVPAYFNDAQ
ROATKDAGRIAGLEVKRI INEPTAAALAYGLDKGTGNRTIAVYDLGGGTFDISIIEIDEVDGEKTFEVLATNGDT
HLGGEDFDSRLINYLVEEFKKDQGIDLRNDPLAMQRLKEAAEKAKIELSSAQQTDVNLPY I TADATGPKEMNIKV
TRAKLESLVEDLVNRS IEPLKVALQDAGLSVSDIDDVILVGGQTRMPMVQKKVAEFFGKEPRKDVNPDEAVAIGA
AVQGGVLTGDVKDVLLLDVTPLSLGIETMGGVMTTL IAKNTTI PTKHSQVFSTAEDNQSAVT THVLQGERKRAAD
NKSLGQFNLDGINPAPRGMPQIEVTFDIDADGILHVSAKDKNSGKEQKITIKASSGLNEDEIQKMVRDAEANAEA
DRKFEELVQTRNQGDHLLHSTRKQVEEAGDKLPADDKTAI ESALTALETALKGEDKAATEAKMOELAQVSQKLME
IAQQQOHAQQQTAGADASANNAKDDDVVDAEFEEVKDKK

5 SEQIDNO: 177.
Proteasa de E.coli EG10157 clpB ClpB, dependiente de ATP

MRLDRLTNKFQLALADAQSLALGHDNQF IEPLHLMSALLNQEGGSVSPLLTSAGINAGQLRTDINQALNRLPQVE
GTGGDVQPSQDLVRVLNLCDKLAQKRGDNFISSELFVLAALESRGTLADILKAAGATTANITQAIEQMRGGES VN
DQGAEDQROALKKYTIDLTERAEQGKLDPVIGRDEEIRRTIQVLORRTKNNPVLIGEPGVGKTAIVEGLAQRIIN
GEVPEGLKGRRVLALDMGALVAGAKYRGEFEERLKGVLNDLAKQEGNVILFIDELHTMVGAGKADGAMDAGNMLK
PALARGELHCVGATTLDEYRQYIEKDAALERRFQKVFVAEPSVEDTIAILRGLKERYELHHEVQITDPAIVAAAT
LSHRYIADRQLPDKAIDLIDEAASSIRMQIDSKPEELDRLDRRIIQLKLEQQOALMKESDEASKKRLDMLNEELSD

: KERQYSELEEEWKAEKASLSGTQTIKAELEQAKIAIEQARRVGDLARMSELQYGKIPELEKQLEAATQLEGKTMR
LLRNKVTDAEIAEVLARWTGIPVSRMMESEREKLLRMEQELHHRVIGQONEAVDAVSNAIRRSRAGLADPNRPIGS
FLFLGPTGVGKTELCKALANFMFDSDEAMVR IDMSEFMEKHSVSRLVGAPPGYVGYEEGGYLTEAVRRRPYSVIL
LDEVEKAHPDVFNILLQVLDDGRLTDGQGRTVDFRNTVVIMTSNLGSDLIQERFGELDYAHMKELVLGVVSHNfR
PEFINRIDEVVVFHPLGEQHIASIAQIQLKRLYKRLEERGYEIHISDEALKLLSENGYDPVYGARPLKRAIQQQI
ENPLAQQILSGELVPGKVIRLEVNEDRIVAVQ

SEQ ID NO: 178.
GroEL, E.coli
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AAKDVKFGNDARVKMLRGVNVLADAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTITKDGVSVAREIELEDKFENMGAQMVKE
VASKANDAAGDGTTTATVLAQAI ITEGLKAVAAGMNPMDLKRGIDKAVTAAVEELKALSVPCSDSKAIAQVGTIS
ANSDETVGKLIAEAMDKVGKEGVITVEDGTGLODELDVVEGMQFDRGYLSPYFINKPETGAVELESPFILLADKK
ISNIREMLPVLEAVAKAGKPLLIIAEDVEGEALATLVVNTMRGIVKVAAVKAPGFGDRRKAMLQDIATLTGGTVI
SEEIGMELEKATLEDLGQAKRVVINKDTTTIIDGVGEERAIQGRVAQIRQQIEEATSDYDREKLQERVAKLAGGV
AVIKVGAATEVEMKEKKARVEDALHATRAAVEBGVVAGGGVALIRVASKLADLRGQNEDQNVGIKVALRAMEAPL
RQIVLNCGEEPSVVANTVKGGDGNYGYNAATEEYGNMIDMGILDPTKVTRSALQYAASVAGLMITTECMVTDLPK
NDAADLGAAGGMGGM

SEQ ID NO: 179.
Cpn10, Oleispira antarctica

MKIRPLHDRIVVRRKEEETATAGGIILPGAAREKPNQGVVISVGTGRILDNGSVQALAVNEGDVVVFGKYSGONT
IDIDGEELLILNESDIYGVLEA

SEQ ID NO: 180.

Cpn 60, Oleispira antarctica

MAAKDVLFGDSARAKMLVGVNILADAVRVTLGPKGRNVVIEKSFGAPI ITKDGVSVAREIELKDKFENMGAQMVK
EVASQANDQAGDGTTTATVLAQAIISEGLKSVAAGMNPMDLKRGIDKATAAVVAAIKEQAQPCLDTKAIAQVGTI
SANADETVGRLIAEAMEKVGKEGVITVEEGKGLEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFINNQEKMTVEMENPLILLVDK
KIDNLQELLPILENVAKSGRPLLIVAEDVEGQALATLVVNNLRGTFKVAAVKAPGFGDRRKAMLODLAILTGGQV
ISEELGMSLETADPSSLGTASKVVIDKENTVIVDGAGTEASVNTRVDQIRAEIESSTSDYDIEKLQERVAKLAGG
VAVIKVGAGSEMEMKEKKDRVDDALHATRAAVEEGVVAGGGVALIRALSSVTIVVGDNEDQNVGIALALRAMEAPT
RQIAGNAGAEGSVVVDKVKSGTGSFGFNASTGEYGDMIAMGILDPAKVTRSSLQAAASIAGLMITTEAMVADAPV
EBEGAGGMPDMGGMGGMGGMPGMM

SEQ ID NO: 181.
Proteina PDI, PDIA1_RAT de rata

MLSRALLCLALAWAARVGADALEEEDNVLVLKKSNFAEALAAHNYLLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAAAKLKAE
GSEIRLAKVDATEESDLAQQYGVRGYPTIKFFKNGDTASPKEYTAGREADD IVNWLKKRTGPAATTLSDTAAAES
LVDSSEVIVIGFFKDAGSDSAKQFLLAAREAVDDIPFGITSNSDVFSKYQLDKDGVVLFKKFDEGRNNFEGEITKE
KLLDFIKHNQLPLVIEFTEQTAPKIFGGEIKTHILLFLPKSVSDYDGKLSNFKKAAEGFKGKILFIFIDSDHTDN
QRILEFFGLKKEECPAVRLITLEEEMTKYKPESDELTAEKITQFCHHFLEGKIKPHLMSQELPEDWDKQPVKVLV
GKNFEEVAFDEKKNVFVEFYAPWCGHCKQLAPIWDKLGETYKDHENIVIAKMDSTANEVEAVKVHSFPTLKFFPA
SADRTVIDYNGERTLDGFKKFLESGGQDGAGDNDDLDLEEALEPDMEEDDDQKAVKDEL

SEQ ID NO: 182.
Ero1p, Sacchromyces

MRLRTAIATLCLTAFTSATSNNSYIATDQTONAFNDTHFCKVDRNDHVSPSCNVTFNELNAINENIRDDLSALLK
SDFFKYFRLDLYKQCSFWDANDGLCLNRACSVDVVEDWDTLPEYWQPEILGSFNND TMKEADDSDDECKFLDQLC
QTSKKPVDIEDTINYCDVNDFNGKNAVLIDLTANPERFTGYGGKQAGQIWSTIYQDNCFTIGETGESLAKDAFYR
LVSGFHASIGTHLSKEYLNTKTGKWEPNLDLFMARIGNFPDRVTNMYFNYAVVAKALWKIQPYLPEFSFCDLVNK
EIKNKMDNVISQLDTKIFNEDLVFANDLSLTLKDEFRSRFKNVTKIMDCVQCDRCRLWGKIQTTGYATALKILFE
INDADEFTKQHIVGKLTKYELIALLQTFGRLSESIESVNMFEKMYGKRLNGSENRLSSFFQNNFFNILKEAGKSI
RYTIENINSTKEGKKKTNNSQSHVFDDLKMPKAEIVPRPSNGTVNKWKKAWNTEVNNVLEAFRFIYRSYLDLPRN
IWELSLMKVYKFWNKFIGVADYVSEETREPISYKLDIQ
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SEQ ID NO: 183.
Pdi1p, Sacchromyces, YILOO5SW

MKMNLKRLVVTFFSCITFLLKFTIAAAEPPEGFPEPLNPTNFKEELSKGLHIIDFYSPYCPHCKHLAPVWMETWE
EFKEESKTLNITFSQVNCIESADLCGDENIEYFPEIRLYNPSGYIKSFTETPRTKESLIAFARRESMDPNNLDTD

LDSAKSESQYLEGFDFLELIAGKATRPHLVSFWPTKDMKNSDDSLEFKNCDKCHEFORTWKI ISRQLAVDDINTG
HVNCESNPTICEELGFGDLVKITNHRADREPKVALVLPNKTSNNLFDYPNGYSAKSDGYVDFARRTFTNSKFPNI
TEGELEKKANRDIDFLQERGRVTNNDIHLVFSYDPETVVIEDFDILEYLIEPLSKIPNIYLHQIDKNLINLSRNL
FGRMYEKINYDASQTQKVFNKEYFTMNTVTQLPTFFMFKDGDPISYVFPGYSTTEMRNIDAIMDWVKKY SNPLVT
EVDSSNLKKLISFOTKSYSDLAIOLISSTDHKHIKGSNKL I KNLLLASWEYEHIRMENNFEEINERRARKADGIK
KIKEKKAPANKTVDKMREEI PHMDQKKLLLGYLDISKEKNFFRKYGITGEYKIGDVIIIDKSNNYYYNKDNFGNS
LTSNNPQLLREAFVSLNIPSKALYSSKLKGRL INSPFHNVLSFLDI IHGNGMPGYLIVIVLFIAILKGPSIYRRY
KVRKHYRAKRNAVGILGNMEKKKNQD '

SEQ ID NO: 184.
Proteina DsbB, E.coli

MLRFLNQCSQGRGAWLLMAFTALALELTALWFQHVMLLKPCVLCIYERCALFGVLGAALIGAIAPKTPLRYVAMV
IWLYSAFRGVQLTYEHTMLQLYPSPFATCDFMVRFPEWLPLDKWVPQVFVASGDCAERQWDFLGLEMPQWLLGIF
IAYLIVAVLVVISQPFKAKIG?DLFGR

SEQ ID NO: 185.
Proteina DsbA, E.coli

MKKIWLALAGLVLAFSASAAQYEDGKQYTTLEKPVAGAPQVLEFFSFFCPHCYQFEEVLHISDNVKKKLPEGVKM
TKYHVNFMGGDLGKDLTQAWAVAMALGVEDKVTVPLFEGVQKTQTIRSASDIRDVFINAGTKGEEYDAAWNSFVV
KSLVAQQEKAAADVQLRGVPAMFVNGKYQLNPQGMDTSNMDVFVQOYADTVKYLSEKK

SEQ ID NO: 186.
Proteina DsbC, E.coli

MKKGFMLFTLLAAFSGFAQADDAA IQQTLAKMGIKSSDIQPAPVAGMKTVLTNSGVLY ITDDGKHI IQGPMYDVS
GTAPVNVTNKMLLKQLNALEKEMIVYKAPQEKHVITVFTDITCGYCHKLHEQMADYNALG ITVRYLAFPROGLDS
DAEKEMKAIWCAKDKNKAFDDVMAGKSVAPASCDVDIADHYALGVQLGVSGTPAVVLSNGTLVPGYQPPKEMKEF
LDEHQKMTSGK

SEQ ID NO: 187.
Proteina DsbD, E.coli

MAQRTI I"TLILLLCSTSVFAGLFDAPGRSQFVPADQAFAFDFQQNQHDLNLTWQIKDGYYLYRKQIRITPEH.AKIA
DVOLPQGVWHEDEFYGKSEIYRDRLTLPVTINQASAGATLTVTYQGCADAGFCYPPETKTVPLSEVVANNAAPQP
VSVPQQEQPTAQLPFSALWALLIGIGIAFTPCVLPMYPLISGIVLGGKQRLSTARALLLTFIYVQGMALTYTALG
LVVAAAGLQFQAALQHPYVLIGLAIVFTLLAMSMFGLFTLQLPSSLQTRLTLMSNRQQGGSPGGVFVMGAIAGLI
CSPCTTAPLSAILLYIAQSGNMWLGGGTLYLYALGMGLPLMLITVFGNRLLPKSGPWMEQVKTAFGFVILALPVF
LLERVIGDVWGLRLWSALGVAFFGWAFITSLQAKRGWMRIVQI ILLAAALVSVRPLODWAFGATHTAQTQTHLNF
TQIKTVDELNQALVEAKGKPVMLDLYADWCVACKEFEKYTFSDPQVQKALADTVLLQANVTANDAQDVALLKHLN
VLGLPTILFFDGQGQOEHPQARVTGFMDAETFSAHLRDRQP
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SEQ ID NO: 188.
Proteina DsbG, E.coli

MTVIGYAFYS TFALTEKDKLMLKKILLLALLPAIAFAEELPAPVKAIEKQGITIIKTFDAPGGMKGYLGKYQDMG
VTIYLTPDGKHAISGYMYNEKGENLSNTLIEKEIYAPAGREMWQRMEQSHWLLDGKKDAPVIVYVFADPFCPYCK
QFWQQARPWVDSGKVQLRTLLVGVIKPESPATAAAI LASKDPAKTWQQYEASGGKLKLNVPANVSTEQMKVLSDN
EKLMDDLGANVTPAIYYMSKENTLQQAVGLPDOKTLNIIMGNK -

SEQ ID NO: 189.

5 UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GalNAc-T1 A40) humana truncada

GLPAGDVLEPVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQEKMKEMFKINQFNLMASEMIALNRSLPDVRLEGCKTKVYPDNL
PT'I‘SVVIVFHNEAWSTLLRTVHSVINRSPRHMIEEIVLVDDA.SERDFLIQPLESYVKKLKVPVHVIRMEQRSGLI
RARLKGAAVSKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLARIKHDRRTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLNF
RWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDRDYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVTCS
HVGHVFRKATPYTFPGGTGQIINKNNRRLAEVWMDEFKNFFYIISPGVTKVDYGDISSRVGLRHKLQCKPFSWYL
ENIYPDSQIPRHYFSLGEIRNVETNQCLDNMARKENEKVGIFNCHGMGGN QVFS¥TANI(E IRTDDLCLDVSKLNG
PVIMLKCHHLKGNQLWEYDPVKLTLOQHVNSNQCLDKATEEDSQVPSIRDCNGSRSQOWLLRNVTLPEIF

SEQ ID NO: 190.
Forma alterna de UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (GalNAc-T1 A40) humana truncada

MGLPAGDVLEPVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQEKMKEMFKINQFNLMASEMIALNRSLPDVRLEGCKTKVYPDN
LPTTSVVIVFHNEAWSTLLRTVHSVINRSPRHMIEE IVLV'DDASBRDFLKRPLESYVKKLKVPVﬁVIRMEQRSGL
IRARLKGAAVSKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLARIKHDRRTVVCPIIDVISDDTFEYMAGSDMTYGGFNWKLN
FRWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDRDYFQEIGTYDAGMDIWGGENLEISFRIWQCGGTLEIVTC
SHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMDEFKNFFYIISPGVTKVDYGDISSRVGLRHKLQCKPFSWY
LENIYPDSQIPRHYFSLGEIRNVETNQCLDNMARKENEKVGIFNCHGMGGNQVFSYTANKEIRTDDLCLDVSKLN
GPVTMLKCPDHJKGN QLWEYDPVKLTLQHVNSNQCLDKATEEDSQVPSIRDCNGSRSQQWLLRNVTLPEIF

10  SEQID NO: 191.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1 (MBP-GalNAc-T1 A40) humana truncada marcada con proteina de union a
maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVIVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFODKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLI YNKDLL’PNPPKTWEB IPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYS IAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTIVLPTFKGOPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSS SNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSHMGLPAGDVLEPVQKPHEGPGEMGKPVVIPKEDQEKMKEMFKINQFNLMASEMIALN
RSLPDVRLEGCKTKVYPDNLPTTSVVIVFHNEAWSTLLRTVHSVINRSPREMIEEIVLVDDASERDFLKRPLESY
VKKLKVPVHVIRMEQRSGLIRARLKGAAVSKGQVITFLDAHCECTVGWLEPLLARIKHDRRTVVCPIIDVISDDT
FEYMAGSDMTYGGFNWKLNFRWYPVPQREMDRRKGDRTLPVRTPTMAGGLFSIDRDYFQEIGTYDAGMDIWGGEN
LEISFRIWQCGGTLEIVTCSHVGHVFRKATPYTFPGGTGQI INKNNRRLAEVWMDEFKNFFYIISPGVTKVDYGD

ISSRVGLRHKLOCKPFSWYLENIYPDSQIPRHYFSLGEIRNVETNQCLDNMARKENEKVGI FNCHGMGGNQVFSY
TANKEIRTDDLCLDVSKLNGPVTMLKCHHLKGNQLWEYDPVKLTLQHVNSNQCLDKATEEDSQVPSIRDCNGSRS
QOQWLLRNVTLPEIF
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SEQ ID NO: 192.
UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A53) humana truncada

KDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVESDKLRMDRAIPDTRHDQCQR
KQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEI ILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRREG
LMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDWNL
VFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLEIIP
CSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCKPFKW
YLENVYPELRVPDHQDIAFGALQQGTNCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEWALTKEKSVKHMDLCLTVVDRA
PGSLIKLQGCRENDSRQKWEQIEGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGPALSQQWKFTLNLQQ

SEQ ID NO: 193.
5 UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A1-53 A445-571) humana truncada

KDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQODPYARNKFNQVESDKLRMDRAIPDTRHEDQCQR
KQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRREG
LMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDWNL
VFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLEIIP
CSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCKPFKW
YLENVYPELRVPDHQD

SEQ ID NO: 194.
Forma alterna de UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A53) humana truncada

MSKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVESDKLRMDRATPDTRHDQC
QRKQWRVDLPATSVVITFHN‘EARSALLRTVVSVLIQ(SPPHLIKEI ILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRR
EGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDW
NLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLEI
IPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCKPF
KWYLENVYPELRVPDHQDIAFGALQQGTNCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEWALTKEKSVKHMDLCLTVVD
RAPGSLIKLQOGCRENDSRQKWEQIEGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGPALSQQWKFTLNLQQ

10  SEQID NO: 195.

Forma alterna de UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A1-53 A445-571) humana truncada

MSKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVESDKLRMDRATIPDTRHDQC
ORKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPEDGALLGKIEKVRVLRNDRR
EGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVS PIIDVINMDNFQYVGASADLKGGFDW

NLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGGENLEISFRVWQCGGSLEI
IPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPYGNIQSRLELRKKLSCKPF
KWYLENVYPELRVPDHQD

SEQ ID NO: 196.

15 UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (MBP-GalNAc-T2 A1-53 A445-571) humana truncada marcada con proteina
de unidén a maltosa

79



ES 2374935713

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLOEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDL IKNKHMNADTDYSTAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSHMSKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQV
ESDKLRMDRAIPDTRHDQCQRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEITILVDDYSNDPE
DGALLGKIEKVRVLRNDRREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDViN
MDNFCYVGASADLKGGFDWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWG
GENLEISFRVWQCGGSLEIIPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVP
YGNIQSRLELRKKLSCKPFKWYLENVYPELRVPDHQDIAFGALQQGTNCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEW
ALTKEKSVKHMDLCLTVVDRAPGSLIKLQGCRENDSRQKWEQIEGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGP
ALSQQWKFTLNLQQ

SEQ ID NO: 197.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (MBP-GalNAc-T2 A53) humana truncada marcada con proteina de union a
maltosa

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSHMSKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQV
ESDKLRMDRAI PDTRHDQCQRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPE
DGALLGKIEKVRVLRNDRREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVIN
MDNFQYVGASADLKGGFDWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWG
GENLEISFRVWQCGGSLEIIPCSRVGHVFRKQHPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVP
YGNIQSRLELRKKLSCKPFKWYLENVYPELRVPDHQDIAFGALQQGTNCLDTLGHFADGVVGVYECHNAGGNQEW
ALTKEKSVKHMDLCLTVVDRAPGSLIKLQGCRENDSROKWEQIEGNSKLRHVGSNLCLDSRTAKSGGLSVEVCGP
ALSQQWKFTLNLQQ

SEQ ID NO: 198.

UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (Core-1-Gal-T1 A31) de Drosophila

GFCLAELFVYSTPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIM
TNPSNHQKKARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKEAYKY I YEHHINDADWFLKAD
DDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDV
EIGKCLONVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQOM
YVLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSAETKTQ

SEQ ID NO: 199.

10 Mutante A383T de UDP-galactosa:N-acetilgalactosamina-alfa-R beta-1,3-galactosiltransferasa (MBP-Core-1-Gal-T1
A31) de Drosophila truncada marcada con proteina de unién a maltosa
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MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVIVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSG
LLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMF
NLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDY STAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAAS PNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPL
GAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNN
NNNNNNLGIEGRISEFGSHMGFCLAELFVYSTPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSGPEQDVGGHEHVH
ENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHOKKARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPVGEGRNNLWGKTKE
AYKYIYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGGAGYVLSREAVRRFV
VEALPNPKLCKSDNSGAEDVEIGKCLQONVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTDKKFWYWQYIFYKTDE
GLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIYHLRPYGI INTPDALPNKLAVGELMPEIKEQATESTSDGVSKRSTETK
TQ

SEQ ID NO: 200.

UDP-N-acetilgalactosaminiltransferasa 2 (GalNAc-T2 A1-51 A445-571) humana truncada marcada con proteina de

unién a maltosa
mkieegklviwingdkgynglaevgkkfekdtgikvtvehpdkleekfpgvaatgdgpdiifwahdrfggyaqgsg
1laeitpdkafqdklypftwdavryugkliaypiavealsiiynkdllpnppktweeipa1dkelkakgksalmf
nlgepyftwpliaadggyafkyengkydikdvgvdnagakagltflvdliknkhmnadtdysiaeaafnkgetam
tingpwawsnidtskvnygvtvliptfkggpskpfvgvlsaginaaspnkelakeflenylltdegleavnkdkpl
gavalksyeeelakdpriaatmenagkgeimpnipgmsafwyavrtavinaasgrqtvdealkdagtnsssnnnn
nnnnnnlgiegrise£gsKKKDLHHSNGEEKAQSMETLPPGKVRWPDFNQEAYVGGTMVRSGQDPYARNKFNQVE
SDKLRMDRAIPDTRHDQCQRKQWRVDLPATSVVITFHNEARSALLRTVVSVLKKSPPHLIKEIILVDDYSNDPED
GALLGKIEKVRVLRNDRREGLMRSRVRGADAAQAKVLTFLDSHCECNEHWLEPLLERVAEDRTRVVSPIIDVINM
DNFQYVGASADLKGGFDWNLVFKWDYMTPEQRRSRQGNPVAPIKTPMIAGGLFVMDKFYFEELGKYDMMMDVWGG
ENLEISFRVWQCGGSLEIIPCSRVGHVFRKQﬁPYTFPGGSGTVFARNTRRAAEVWMDEYKNFYYAAVPSARNVPY
GNIQSRLELRKKLSCKPFKWYLENVYPELRVEDHQD
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REIVINDICACIONES

1. Método de produccion de una glicosiltransferasa eucariota activa soluble en un microorganismo procariota,
en el que el microorganismo procariota tiene un entorno oxidante,

comprendiendo el método las etapas de
a) expresar un acido nucleico que codifica para la glicosiltransferasa eucariota en el microorganismo procariota; y

b) hacer crecer el microorganismo en condiciones que permiten la expresion de la glicosiltransferasa eucariota activa
soluble dentro de un compartimiento celular del microorganismo procariota,

en el que el microorganismo procariota tiene actividad reductasa ausente o reducida que resulta de una mutacion en
un acido nucleico de reductasa enddégeno, y se hace crecer a una temperatura inferior a una temperatura de
crecimiento optima.

2. Método de la reivindicacion 1, en el que la glicosiltransferasa eucariota es un miembro seleccionado del
grupo que consiste en wuna N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT o GNT) eucariota, una N-
acetilgalactosaminiltransferasa (GalNAcT) eucariota, una galactosiltransferasa (GalT) eucariota y una
sialiltransferasa eucariota.

3. Método de la reivindicacion 2, en el que la galactosiltransferasa (GalT) eucariota es una (-1,4-
galactosiltransferasa (GalT1) eucariota o una core 1 galactosiltransferasa (core 1 GalT1) eucariota; la
sialiltransferasa eucariota es una «(2,3)sialiltransferasa (ST3Gal3) eucariota, una a-N-acetilgalactosaminida o-2,6-
sialiltransferasa | (STPGalNAcT1) eucariota, o una Gal 1,3GalNAc a.2,3-sialiltransferasa (ST3Gall) eucariota.

4. Método de la reivindicacion 1, en el que el microorganismo procariota es una E. coli.

5. Método de la reivindicacion 4, en el que la E. coli tiene una mutacion en un gen ixrB y un gen gor y se hace
crecer a una temperatura entre 12-30°C.

6. Método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente la etapa de aislar la glicosiltransferasa
eucariota activa, soluble.

7. Método de la reivindicacidon 1, en el que la glicosiltransferasa eucariota activa soluble se produce en una
escala de microgramos, miligramos o gramos.

8. Método de la reivindicacion 1, en el que la glicosiliransferasa eucariota activa soluble comprende una
etiqueta de purificacion.

9. Método de la reivindicacién 1, en el que el microorganismo procariota comprende una proteina disulfuro
isomerasa (PDI) heterdloga.

10. Método de la reivindicacién 1, en el que el microorganismo procariota comprende una proteina chaperona
heterdloga.
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Figura 3
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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