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DESCRIPCION
Fucosiltransferasas novedosas y sus aplicaciones
La presente invencion se refiere a fucosiltransferasas novedosas y sus aplicaciones.

Muchas (glico)proteinas, (glico)lipidos u oligosacaridos requieren la presencia de estructuras fucosiladas
particulares, con el fin de mostrar una actividad biolégica particular. Por ejemplo, muchos mecanismos de
reconocimiento intercelular requieren un oligosacarido fucosilado: por ejemplo, con el fin de unirse a las moléculas
de adhesion celular, tales como L-selectina, las estructuras celulares especificas han de comprender carbohidratos
fucosilados. Otro ejemplo de estructuras fucosiladas que tienen una funcion biolégica son las estructuras que forman
el sistema del grupo sanguineo ABO. Ademas, las (glico)proteinas terapéuticas representan la clase de reactivos
farmacéuticos con un crecimiento mas rapido, donde sus propiedades farmacocinéticas y estabilidad se adscriben a
sus glicanos.

Debido a su compleja naturaleza y propiedades quimicas inherentes, la sintesis quimica de los glicoconjugados es
un desafio importante y asociado con dificultades considerables. A diferencia de las proteinas y acidos nucleicos,
para los cuales hay comercializados sintetizadores automaticos, los glicanos (y menos aun los glicoconjugados) no
pueden (todavia) sintetizarse utilizando un sistema comercial general. Aparte del requisito de controlar la
estereoquimica, la formacién de uniones especificas sigue siendo dificil.

En vista de la complejidad asociada con la sintesis quimica o enzimatica/quimica combinada de glicoconjugados,
algunas estrategias recientes han utilizado glicosiltransferasas para sintetizar enzimaticamente (glico)proteinas y
(glico)lipidos que comprenden residuos de oligosacaridos.

Las fucosiliransferasas, que pertenecen a la familia enzimatica de glicosiltransferasas, estan ampliamente
expresadas en los vertebrados, invertebrados, plantas y bacterias. Catalizan la transferencia de un residuo de
fucosa desde un donante, por lo general guanosina-difosfato fucosa (GDP-fucosa) a un aceptor, que incluye
oligosacaridos, (glico)proteinas y (glico)lipidos. Los sustratos aceptores fucosilados de esta manera participan en
diversos procesos biolégicos y patoldgicos.

Se han identificado varias fucosiltransferasas, por ejemplo, en las bacterias Helicobacter pylori, Escherichia coli,
Salmonella enterica, en mamiferos, Caenorhabditis elegans y Schistosoma mansoni, asi como también en plantas,
donde en funcion del sitio de la adicion de fucosa, las fucosiltransferasas se clasifican en alfa 1,2, alfa 1,3/4 y O-
fucosiltransferasas.

En los mamiferos, la GDP-fucosa se sintetiza en el citoplasma mediante la sintesis de novo y la ruta de
recuperacion. En la sintesis de novo, la GDP-manosa se convierte en GDP-fucosa mediante dos enzimas, mientras
que la ruta de recuperacion utiliza como sustrato la fucosa citosdlica libre. En la célula, la GDP-fucosa se concentra
en las vesiculas y es reconocida por las fucosiltransferasas como un sustrato donante.

Cardefio-Tarraga et al. analizan la secuencia genémica completa de la bacteria Bacteroides fragilis, asi como
también las agrupaciones génicas de Bacteroides fragilis que participan potencialmente en la formacién de capsulas
de antigeno O similares de E. col.

El documento US 2006/0234354 A1 divulga métodos para la conversion enzimatica practica de GDP-manosa en
GDP-fucosa, y estos métodos se utilizan para la preparacion de oligosacaridos fucosilados. En el método descrito en
él, se describe la enzima YEF B de E. coli catalizando la epimerizacion y reduccion de GDP-4-ceto-6-D-
desoximanosa en GDP-fucosa.

Los documentos WO 01/23398 A1 y US 5 922 577 divulgan la generacion de oligosacaridos fucosilados, aplicando
enzimas de tipo fucosiltransferasa humana.

Ya que la actividad biolégica de muchos oligosacaridos, (glico)proteinas y (glico)lipidos importantes desde un punto
de vista comercial depende de la presencia de residuos de fucosa concretos, en la técnica se requiere sintetizar o
producir con eficacia glicoconjugados que tengan el(los) residuo(s) oligosacaridico(s) deseado(s).

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar herramientas y métodos mediante los cuales se
puedan producir sustratos fucosilados de una manera eficaz, y rentable respecto al tiempo y dinero, que generen
cantidades elevadas del sustrato deseado.

De acuerdo con la invencion, este objetivo se resuelve, entre otros, proporcionando una célula hospedadora fungica
o bacteriana, un uso y métodos de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas, que comprenden o utilizan un
polinucleétido que codifica un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa y que comprende una secuencia o
esta constituido por una secuencia seleccionada a partir del grupo constituido por:

a) las SEQ ID NOs: 3 o 5 de la lista de secuencias adjunta;
2
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b) una secuencia de acido nucleico complementaria a las SEQ ID NOs: 3 0 5;
c) secuencias de acido nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas con las secuencias de acido
nucleico definidas en a) y b) o sus hebras complementarias.

Los polinucledtidos de acuerdo con la invencion representan fucosiliransferasas de la especie Bacteroides fragilis,
donde las SEQ ID NOs: 3 y 5 muestran las secuencias polinucleotidicas de dos fucosiltransferasas de Bacteroides
fragilis recién identificadas. La SEQ ID NO:1 de la lista de secuencias adjunta muestra la secuencia polinucleotidica
de una fucosiltransferasa de Akkermansia muciniphila recién identificada.

Las fucosiltransferasas recién identificadas tienen efectos sorprendentes ya que utilizandolas se pueden llevar a
cabo reacciones que no se producen de manera natural: En el alcance de la presente invencién se ha descubierto
que las alfa-1,3-fucosiltransferasas identificadas anteriormente son capaces de utilizar lactosa como sustrato y son
capaces de producir oligosacaridos fucosilados, en particular 3-fucosillactosa. Hasta la fecha, ninguna de las alfa-
1,3-fucosiltransferasas conocidas aisladas a partir de bacterias ha mostrado que utilice lactosa como un sustrato
natural para la produccion de fucosillactosa. Por lo tanto, la idoneidad de las fucosiltransferasas recién identificadas
que se van a utilizar para producir oligosacaridos fucosilados es sumamente sorprendente y, por lo tanto, su uso
representa una herramienta excelente para producir facilmente, con eficacia y ahorrando dinero, por ejemplo,
oligosacaridos de la leche humana (HMO, por sus siglas en inglés), tales como fucosillactosa. En la actualidad, se
han caracterizado estructuralmente mas de 80 compuestos, que pertenecen a HMO; representan una clase de
oligosacaridos complejos que actian como prebidticos. Ademas, la homologia estructural de HMO respecto a los
epitopos epiteliales justifica las propiedades protectoras contra los patdgenos bacterianos. Dentro del tubo
gastrointestinal de los lactantes, los HMO fomentan selectivamente el crecimiento de cepas bacterianas
seleccionadas y, por lo tanto, ceban el desarrollo de una microbiota intestinal Unica en los lactantes alimentados con
leche materna.

Hasta la fecha, la complejidad estructural de estos oligosacaridos ha impedido su produccion sintética, y la principal
fuente de HMO sigue siendo la leche humana. Por lo tanto, se necesitan HMO que se puedan obtener con facilidad y
prontitud, los cuales se pueden proporcionar utilizando las fucosiltransferasas (sorprendentemente adecuadas) que
se muestran en la presente.

De acuerdo con la presente invencion, el término «polinucleétido(s)» se refiere por lo general a cualquier
polirribonucledtido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado.
El término «polinucledtido(s)» incluye, sin caracter limitante, ADN mono- y bicatenario, ADN que es una mezcla de
regiones mono- y bicatenarias o regiones mono-, bi- y tricatenarias, ARN mono- y bicatenario y ARN que es una
mezcla de regiones mono- y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser
monocatenarias o, mas comunmente, regiones bicatenarias o tricatenarias, o una mezcla de regiones mono- y
bicatenarias. Ademas, el término «polinucledtido», tal como se utiliza en la presente, se refiere a regiones
tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. Las hebras en tales regiones pueden proceder
de la misma molécula o de moléculas diferentes. Las regiones pueden incluir todas de una o mas de las moléculas,
pero normalmente solo esta implicada una regién de algunas de las moléculas. Una de las moléculas de una region
helicoidal triple es a menudo un oligonucledtido. Tal como se utiliza en la presente, el término «polinucledtido(s)»
también incluye ADN o ARN como los descritos anteriormente que contienen una o mas bases modificadas. Por lo
tanto, los ADN o ARN con esqueletos modificados por estabilidad u otras razones son «polinucleétido(s)» con el
significado que se le da al término en la presente. Ademas, los ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tales
como inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiladas, por nombrar solo dos ejemplos, son polinucleétidos
segun se utiliza el término en la presente. Se apreciara que se han realizado una gran variedad de modificaciones
en el ADN y ARN con muchos fines Utiles que conocen los expertos en la técnica. El término «polinucledtido(s)», tal
como se emplea en la presente, engloba tales formas modificadas de manera quimica, enzimatica o metabdlica de
polinucledtidos, asi como también las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células, incluidas,
por ejemplo, células simples y complejas. Asimismo, el término «polinucledtido(s)» también engloba polinucleétidos
cortos denominados a menudo oligonucledétido(s).

El término «polipéptido(s)» se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende dos o mas aminoacidos unidos
entre si mediante enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados. El término «polipéptido(s)» se refiere tanto a
cadenas cortas, denominadas normalmente péptidos, oligopéptidos y oligbmeros y a cadenas mas largas
denominadas generalmente proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos que no son los 20
aminoacidos codificados por genes. El término «polipéptido(s)» incluye los modificados mediante procesos
naturales, tales como procesamiento y otras modificaciones postraduccionales, pero también mediante técnicas de
modificacion quimicas. Tales modificaciones se describen bien en los textos basicos y con mas detalle en las
monografias, asi como también en una bibliografia de investigacion voluminosa, y son muy conocidas por los
expertos en la técnica. Se apreciara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en un grado idéntico o
variable en varios sitios en un polipéptido concreto. Asimismo, un polipéptido concreto puede contener muchos tipos
de modificaciones. Las modificaciones pueden ocurrir en cualquier lugar de un polipéptido, incluidos el esqueleto
peptidico, las cadenas laterales de los aminoacidos y el extremo amino o carboxilo. Las modificaciones incluyen, por
ejemplo, acetilacion, acilacion, ADP-ribosilacién, amidacion, union covalente de flavina, union covalente de un resto
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hemo, unién covalente de un nucleétido o derivado nucleotidico, uniéon covalente de un lipido o derivado lipidico,
union covalente de fosfatidilinositol, reticulacién, ciclacion, formacién de enlaces disulfuro, desmetilacion, formacion
de reticulaciones covalentes, formacion de piroglutamato, formilacion, gamma-carboxilacion, glicosilacién, formacioén
de ancla de GPI, hidroxilaciéon, yodacion, metilacién, miristoilacion, oxidacion, procesamiento proteolitico,
fosforilacion, prenilacion, racemizacion, union de lipidos, sulfatacion, gamma-carboxilacion de residuos de acido
glutamico, hidroxilacién y ADP-ribosilacion, selenoilacién, adicion mediada por ARN de transferencia de aminoacidos
a proteinas, tales como arginilacion, y ubiquitinacion. Los polipéptidos pueden ser ramificados o ciclicos, con o sin
ramificacion. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y circulares ramificados pueden ser el resultado de procesos
naturales postraduccionales y puede que se generen también mediante procesos totalmente sintéticos.

El término «aislado» significa alterado «por el hombre» respecto a su estado natural, es decir, si esta presente en la
naturaleza, se ha modificado o retirado de su entorno original, o ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o un
polipéptido presente de manera natural en un organismo vivo no esta «aislado», pero el mismo polinucleétido o
polipéptido separado de los materiales con los que coexiste en su estado natural esta «aislado», segin se emplea el
término en la presente. De manera similar, una secuencia «sintética», segun se utiliza el término en la presente, se
refiere a cualquier secuencia que se ha generado de manera sintética y no se ha aislado directamente de una fuente
natural. El término «recombinante» se refiere a ADN modificado genéticamente preparado sometiendo genes a corte
y empalme o trasplantandolos de una especie a las células de un organismo hospedador de una especie diferente.
Tal ADN se vuelve parte de la dotacién genética del hospedador y se replica.

La expresion «polinucleétido que codifica un polipéptido», tal como se utiliza en la presente, engloba polinucledtidos
que incluyen una secuencia que codifica un polipéptido de la invencién, especialmente, una alfa-1,3-
fucosiltransferasa que tiene la secuencia de aminoacidos que se expone en las SEQ ID NOs: 2, 4 y 6. La expresion
también engloba polinucledtidos que incluyen una regién continua Unica o regiones discontinuas que codifican el
polipéptido (por ejemplo, interrumpidas por un fago integrado o una insercidon de secuencia o edicién) junto con
regiones adicionales que también pueden contener secuencias codificantes y/o no codificantes.

El término «variante(s)», tal como este se utiliza en la presente, es un polinucleétido o polipéptido que difiere de un
polinucleétido o polipéptido, respectivamente, de referencia pero retiene propiedades esenciales. Una variante tipica
de un polinucledtido difiere en la secuencia de nucleétidos de otro polinucleétido de referencia. Los cambios en la
secuencia de nucledtidos de la variante pueden o no alterar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido
codificado por el polinucleétido de referencia. Los cambios de nucleétidos pueden dar como resultado sustituciones,
adiciones, deleciones, fusiones y truncamientos de aminoacidos en el polipéptido codificado por la secuencia de
referencia, tal como se explica mas adelante. Una variante tipica de un polipéptido difiere en la secuencia de
aminoacidos de otro polipéptido de referencia. Por lo general, las diferencias son limitadas de manera que las
secuencias del polipéptido de referencia y la variante son, en global, muy similares y, en muchas regiones, idénticas.
Una variante y el polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia de aminoacidos en una o mas
sustituciones, adiciones, deleciones en cualquier combinacién. Un residuo aminoacidico sustituido o insertado puede
o no estar codificado por el cédigo genético. Una variante de un polinucleétido o polipéptido puede tener un origen
natural tal como una variante alélica, o puede ser una variante de la que no se sabe que ocurra en la naturaleza. Las
variantes que no tienen un origen natural de polinucleétidos y polipéptidos se pueden generar mediante técnicas de
mutagénesis, mediante sintesis directa y mediante otros métodos recombinantes conocidos por los expertos en la
técnica.

Los términos «alfa-1,3-fucosiltransferasa» o «fucosiltransferasa» o un acido nucleico/polinucleétido que codifica una
«alfa-1,3-fucosiltransferasa» o «fucosiltransferasa» se refieren a una glicosiltransferasa que cataliza la transferencia
de una fucosa de un sustrato donante, por ejemplo, GDP-fucosa, a una molécula aceptora en una union alfa-1,3. La
molécula aceptora puede ser un carbohidrato, un oligosacarido, una proteina o (glico)proteina, o un lipido o
(glico)lipido, y puede ser, por ejemplo, N-acetilglucosamina, N-acetillactosamina, galactosa, fucosa, acido sialico,
glucosa, lactosa o cualquier combinacion de estos. En el alcance de la presente invencion, también estan
comprendidas por esos términos variantes polimérficas de acidos nucleicos/polinucleétidos y polipéptidos, alelos,
mutantes y homologos entre especies, que tienen una secuencia de aminoacidos que tiene mas de
aproximadamente un 60% de identidad secuencial de aminoacidos, un 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
preferentemente un 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% o mas de identidad secuencial de
aminoacidos, preferentemente en una region de al menos aproximadamente 25, 50, 100, 200, 500, 1000 o mas
aminoacidos, respecto a un polipéptido codificado por un acido nucleico seleccionado entre las SEQ ID NOs: 1, 3 0
5, o una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID NOs: 2, 4 o0 6.

Ademas, el polipéptido alfa-1,3-fucosiltransferasa puede estar alterado por adiciones o deleciones de secuencias
peptidicas con el fin de modificar su actividad. Por ejemplo, las secuencias polipeptidicas se pueden fusionar al
polipéptido alfa-1,3-fucosiliransferasa con el fin de hacer efectiva una actividad enzimatica adicional. Como
alternativa, los aminoacidos se pueden eliminar para anular o modificar la actividad de la proteina. La proteina se
puede modificar para que carezca de actividad enzimatica alfa-1,3-fucosiliransferasa pero siga manteniendo su
estructura tridimensional. Tal modificacién puede ser util en el desarrollo de anticuerpos contra el polipéptido alfa-
1,3-fucosiltransferasa.
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Ademas, los productos génicos de tipo alfa-1,3-fucosiltransferasa pueden incluir proteinas o polipéptidos que
representan productos génicos funcionalmente equivalentes. Un producto génico de tipo alfa-1,3-fucosiltransferasa
equivalente de este tipo puede comprender deleciones, adiciones o sustituciones de residuos aminoacidicos en la
secuencia de aminoacidos codificada por las secuencias génicas de tipo alfa-1,3-fucosiltransferasa descritas
anteriormente, pero que dan como resultado un cambio silencioso, y proporcionan de esta manera un producto
génico de tipo alfa-1,3-fucosiltransferasa funcionalmente equivalente. Se pueden realizar sustituciones de
aminoacidos en funcion de la similitud en la polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la
naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen
alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina; los aminoacidos neutros planos
incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; los aminoacidos con carga positiva
(basicos) incluyen arginina, lisina e histidina; y los aminoacidos con carga negativa (acidos) incluyen acido aspartico
y acido glutamico. En el contexto de esta invencion, la expresion «funcionalmente equivalente», tal como se utiliza
en la presente, se refiere a un polipéptido capaz de mostrar una actividad in vivo sustancialmente similar a la de los
productos génicos de tipo alfa-1,3-fucosiltransferasa endégenos codificados por las secuencias génicas de tipo alfa-
1,3-fucosiltransferasa descritas anteriormente, tal como se evalla segun varios criterios que incluyen, sin caracter
limitante, la antigenicidad, es decir, la capacidad de unirse a un anticuerpo anti-alfa-1,3-fucosiltransferasa,
inmunogenicidad, es decir, la capacidad de generar un anticuerpo que es capaz de unirse a una proteina o
polipéptido de tipo alfa-1,3-fucosiltransferasa, asi como también la actividad enzimatica.

En el alcance de la invencion se incluyen proteinas, polipéptidos y derivados (incluidos fragmentos) de tipo alfa-1,3-
fucosiltransferasa que se modifican diferencialmente durante o después de la traduccién. Ademas, se pueden
introducir aminoacidos no clasicos o analogos de aminoacidos quimicos como una sustitucion o adicién en la
secuencia del polipéptido alfa-1,3-fucosiltransferasa.

El polipéptido alfa-1,3-fucosiltransferasa se puede producir mediante tecnologia de ADN recombinante utilizando
técnicas muy conocidas en la técnica. Se pueden utilizar métodos con los que estan muy familiarizados los expertos
en la técnica para construir vectores de expresidon que contienen las secuencias que codifican la alfa-1,3-
fucosiltransferasa y las sefales de control transcripcional y traduccional apropiadas. Estos métodos incluyen, por
ejemplo, las técnicas de ADN recombinantes in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo. Remitase,
por ejemplo, a las técnicas descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.2 Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

Un «oligosacarido», tal como se utiliza el término en la presente y se entiende generalmente en la técnica, se refiere
a un polimero sacaridico que contiene un numero pequefo, normalmente de tres a diez, de azlcares simples, es
decir, monosacaridos.

De acuerdo con la invencion, la secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido con actividad alfa-1,3-
fucosiltransferasa esta contenida en un vector, donde la secuencia polinucleotidica esta ligada operablemente a las
secuencias de control reconocidas por una célula hospedadora transformada con el vector. En una realizacion
especialmente preferida, el vector es un vector de expresion y, de acuerdo con otro aspecto de la invencion, el
vector puede estar presente en forma de un plasmido, cosmido, fago, liposoma o virus.

Para la produccion recombinante, las células hospedadoras se pueden modificar genéticamente para incorporar
sistemas de expresiéon o porciones de estos o polinucledtidos de la invencién. La introduccion de un polinucleétido
en la célula hospedadora se puede llevar a cabo mediante métodos descritos en muchos manuales de laboratorio
estandar tales como Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, (1986), y Sambrook et al., 1989, supra.

Por lo tanto, el polinucleétido de acuerdo con la invencion esta comprendido en un vector con el que se van a
transformar/transfectar de manera estable las células hospedadoras. En el vector, el polinucleétido de la invenciéon
esta controlado, por ejemplo, por un promotor inducible, de manera que se puede actuar especificamente sobre la
expresion del gen/polinucleétido y, si se desea, se pude sobreexpresar el gen de esta manera.

Se puede utilizar una gran variedad de sistemas de expresion para producir los polipéptidos de la invencion. Tales
vectores incluyen, entre otros, vectores cromosémicos, episomicos y derivados de virus, por ejemplo, vectores
derivados de plasmidos bacterianos, de bacteriofagos, de transposones, de episomas de levaduras, de elementos
de insercion, de elementos cromosémicos de levaduras, de virus y vectores derivados de combinaciones de estos,
tales como los derivados del plasmido y elementos genéticos de bacteriofagos, tales como cdsmidos y fagémidos.
Los constructos del sistema de expresién pueden contener regiones de control que regulan asi como también
generan la expresion. Por lo general, cualquier sistema o vector adecuado para mantener, propagar o expresar
polinucledtidos y/o expresar un polipéptido en un hospedador se puede utilizar para la expresion en este sentido. Se
puede insertar la secuencia de ADN apropiada en el sistema de expresion mediante una cualquiera de varias
técnicas de uso comun y muy conocidas tal como, por ejemplo, las expuestas en Sambrook et al., remitase a la
referencia anterior.

En consecuencia, la presente invencion también se refiere al uso de un polipéptido aislado con actividad alfa-1,3-
fucosiltransferasa constituido por una secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del grupo constituido por:
5
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(a) una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 o 6;

b) una secuencia de aminoacidos de una variante alélica de una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEQ ID NO: 4 o 6, donde dicha variante alélica esta codificada por una molécula de acido nucleico que se
hibrida en condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en las
SEQID NOs: 305;y

c) una secuencia de aminoacidos de un ortélogo de una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID
NO: 4 o 6, donde dicho ortdlogo esta codificado por una molécula de acido nucleico que se hibrida en
condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en las SEQ ID
NOs: 3 0 5.

La expresion «condiciones rigurosas» se refiere a condiciones en las que una sonda se hibridara con su
subsecuencia diana, pero no con ofras secuencias. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran
diferentes en circunstancias diferentes. Las secuencias mas largas se hibridaran especificamente a temperaturas
mas elevadas. Por lo general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 15 °C mas
bajas que el punto de fusion térmica (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tm es
la temperatura (en una fuerza iénica, pH y concentracion de acido nucleico definidos) a la cual un 50% de las sondas
complementarias a la secuencia diana se hibridan con la secuencia diana en el equilibrio. Las condiciones de
hibridacién rigurosas ilustrativas pueden ser las siguientes: 50% de formamida, 5x SSC y un 1% de SDS, incubacién
a42°C, o 5x SSC, un 1% de SDS incubacion a 65 °C, con un lavado en 0.2x SSC y un 0.1% de SDS a 65 °C.

Tal como se ha mencionado anteriormente, la invencion se refiere a una célula hospedadora que contiene un vector
tal como se ha definido anteriormente, donde la célula hospedadora que se selecciona a partir del grupo constituido
por hongos, incluidas levaduras, y bacterias. Se prefiere especialmente que la célula hospedadora sea una célula de
Escherichia coli.

Tal como se utiliza en la presente, la expresion «célula hospedadora» se define actualmente como una célula
fungica o bacteriana que ha sido transformada o transfectada, o es capaz de ser transformada o transfectada por
una secuencia polinucleotidica exdgena.

Se pueden utilizar varios sistemas vectoriales de expresion en hospedadores para expresar las secuencias
codificantes del gen de la alfa-1,3-fucosiltransferasa de la invencion. Tales sistemas de expresion en hospedadores
representan vehiculos mediante los cuales las secuencias codificantes de interés se pueden producir y purificar
posteriormente, pero también representan células las cuales, cuando se transforman o transfectan con las
secuencias codificantes de nucleétidos apropiadas, muestran el producto génico de tipo alfa-1,3-fucosiltransferasa
de la invencioén in situ.

Se pueden consultar varios sistemas de expresion y hospedadores adecuados, por ejemplo, en el documento WO
98/55630, el cual trata sobre fucosiltransferasas aisladas de Helicobacter pylori, a cuya publicacion se hace
referencia de manera explicita en la presente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, el acido nucleico que codifica el polipéptido con actividad alfa-1,3-
fucosiltransferasa se adapta para el uso de codones de la célula respectiva.

La invencion se refiere a un método para producir oligosacaridos fucosilados, que comprende los pasos de:

a. proporcionar un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa constituido por una secuencia de
aminoacidos seleccionada a partir del grupo constituido por a) una secuencia de aminoacidos mostrada
en las SEQ ID NOs: 4 o 6; b) una secuencia de aminoacidos una variante alélica de una secuencia de
aminoacidos mostrada en las SEQ ID NOs: 4 o 6, donde dicha variante alélica esta codificada por una
molécula de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 o 5; y c) una secuencia de aminoacidos de un
ortélogo de una secuencia de aminoacidos mostrada en las SEQ ID NOs: 4 o 6, donde dicho ortélogo esta
codificado por una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con la hebra
opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 0 5,

b. poner en contacto el polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa del paso a. con una mezcla que
comprende un sustrato donante que comprende un residuo de fucosa y un sustrato aceptor que
comprende un mono- u oligosacarido en condiciones en las que el polipéptido cataliza la transferencia de
un residuo de fucosa del sustrato donante al sustrato aceptor, para producir de esta manera un
oligosacarido fucosilado.

De acuerdo con la invencion, el método para producir oligosacaridos fucosilados se puede realizar en un sistema
exento de células o en un sistema que contiene células. Se permite que los sustratos reaccionen con el polipéptido
alfa-1,3-fucosiltransferasa durante un tiempo suficiente y en condiciones suficientes para permitir la formacion del
producto enzimatico. Se debe entender que estas condiciones variaran dependiendo de las cantidades y pureza del
sustrato y enzima, independientemente de si el sistema es un sistema exento de células o con células. Los expertos
en la técnica pueden ajustar faciimente estas variables.
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En los sistemas exentos de células, el polipéptido de acuerdo con la invencion, el(los) sustrato(s) aceptor(es),
sustrato(s) donante(s) y, segun proceda, ofros ingredientes de la mezcla de reaccion, incluidas otras
glucosiltransferasas y enzimas accesorias se combinan mediante mezcla en un medio de reaccion acuoso. Las
enzimas se pueden utilizar libres en solucion o se pueden unir o inmovilizar a un soporte tal como un polimero y los
sustratos se pueden afiadir al soporte. El soporte puede estar, por ejemplo, empaquetado en una columna.

Los sistemas que contienen células para la sintesis de oligosacaridos fucosilados pueden incluir células
hospedadoras modificadas de manera recombinante.

Por lo tanto, la invencion también se refiere a un método para producir oligosacaridos fucosilados, que comprende
los pasos de:

a. cultivar, en condiciones adecuadas de nutrientes permisivas para la produccion del oligosacarido
fucosilado y permisivas para la expresion de un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa, una
célula hospedadora tal como se ha descrito anteriormente;

b. proporcionar, simultaneamente o después del paso a., un sustrato donante que comprende un residuo de
fucosa y un sustrato aceptor que comprende un oligosacarido, de manera que la alfa-1,3-
fucosiltransferasa expresada en dicha célula hospedadora catalice la transferencia de un residuo de
fucosa del sustrato donante al sustrato aceptor, para producir de esta manera un oligosacarido fucosilado;

c. aislar dicho oligosacarido fucosilado a partir de la célula hospedadora o el medio de su crecimiento.

En el método de acuerdo con la invencion, el sustrato donante puede ser GDP-fucosa. Se prefiere especialmente
que el sustrato donante sea GDP-fucosa.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, el sustrato aceptor se selecciona entre N-acetilglucosamina, N-
acetillactosamina, galactosa, fucosa, acido sialico, glucosa, lactosa o cualquier combinacion de estos. En particular,
se prefiere la lactosa como sustrato aceptor.

El término «sustrato», tal como se utiliza en la presente, se refiere a cualquier material o combinaciones de
diferentes materiales sobre los cuales puede actuar el polipéptido de la invencién para dar lugar a oligosacaridos,
(glico)proteinas o (glico)lipidos fucosilados.

Se permite que los sustratos reaccionen con el polipéptido alfa-1,3-fucosiltransferasa durante un tiempo suficiente y
en condiciones suficientes para permitir la formacién del producto enzimatico. Estas condiciones variaran
dependiendo de las cantidades y pureza del sustrato y enzima, independientemente de si el sistema es un sistema
exento de células o con células. Los expertos en la técnica pueden ajustar faciimente estas variables.

De acuerdo con un aspecto del método de acuerdo con la invencion, se proporciona el sustrato donante en el paso
b. al producirlo dentro de la célula hospedadora. De esta forma, una enzima que convierte, por ejemplo, fucosa, que
se va a afiadir a la célula hospedadora, en GDP-fucosa se expresa simultdneamente en la célula hospedadora. Esta
enzima puede ser, por ejemplo, una fucosa-cinasa/fucosa-1-fosfato guanililiransferasa bifuncional, como Fkp de
Bacteroides fragilis, o la combinacion de una fucosa-cinasa independiente junto con una fucosa-1-fosfato
guanililtransferasa independiente como las que hay conocidas de varias especies que incluyen Homo sapiens, Sus
scrofa y Rattus norvegicus.

Como alternativa, en el paso b., el sustrato donante se puede afiadir en medio de cultivo/células hospedadoras o
puede ser producido por el propio metabolismo de las células.

En una realizacion adicional mas, la invencion se refiere a un método que comprende los siguientes pasos

a) cultivar células hospedadoras transformadas o transfectadas para que comprendan una secuencia de acido
nucleico seleccionada entre i) la SEQ ID NO: 3 o 5 de la lista de secuencias adjunta, ii) secuencia de acido
nucleico complementaria a la SEQ ID NO: 3 o 5 vy iii) secuencias de acido nucleico que se hibridan en
condiciones rigurosas con las secuencias de acido nucleico definidas en i) y ii) o sus hebras
complementarias, en condiciones adecuadas de nutrientes de manera que la secuencia de acido nucleico
seleccionada entre i), ii) y iii) se exprese como un péptido que tiene actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa;

b) proporcionar, simultaneamente o después del paso a., un sustrato donante que comprende un residuo de
fucosa y un sustrato aceptor que comprende un oligosacarido, de manera que la alfa-1,3-fucosiltransferasa
expresada en dicha célula hospedadora catalice la transferencia de un residuo de fucosa del sustrato
donante al sustrato aceptor, para producir de esta manera un oligosacarido fucosilado; y

c) aislar dicho oligosacarido fucosilado a partir de la célula hospedadora o el medio de su crecimiento.

En los métodos de acuerdo con la invencioén, el péptido que se expresa en la célula hospedadora, muestra actividad
alfa-1,3-fucosiltransferasa y, por lo tanto, transfiere un residuo de fucosa de un donante, por ejemplo, guanosina-
difosfato fucosa (GDP-fucosa), a un aceptor, el cual incluye oligosacaridos, (glico)proteinas y (glico)lipidos. De esta
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manera, el sustrato aceptor asi fucosilado se puede utilizar como un aditivo alimentario, para complementar
alimentos para bebés, o como un compuesto terapéutica o farmacéuticamente activo. Con los métodos novedosos,
se pueden proporcionar de manera facil y eficaz productos fucosilados, sin necesitar procesos sintéticos
complicados, caros y que requieren tiempo.

Tal como se utiliza en la presente, el término «aislar» se refiere a recolectar, recoger o separar del sistema de
expresion génica el producto producido por la alfa-1,3-fucosiltransferasa de acuerdo con la invencién.

En consecuencia, la invencién también divulga oligosacaridos fucosilados obtenidos mediante los métodos de
acuerdo con la invencion, asi como también el uso de un polinucleétido, el vector o el polipéptido tal como se ha
descrito anteriormente para la produccion de oligosacaridos fucosilados.

De acuerdo con otra realizacién mas, la produccién de dicho oligosacarido fucosilado se realiza mediante la
(sobre)expresion heterdloga u homdloga del polinucleétido que codifica la alfa-1,3-fucosiltransferasa.

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen por
lo general el mismo significado que les adjudica normalmente un experto en la técnica a la cual pertenece esta
invencion. Por lo general, la nomenclatura utilizada en la presente y los procedimientos de laboratorio de cultivo
celular, genética molecular, quimica organica y quimica e hibridaciéon de acidos nucleicos descritos anteriormente y a
continuaciéon son aquellos conocidos y empleados normalmente en la técnica. Se usan técnicas estandar para la
sintesis de acidos nucleicos y péptidos. Por lo general, las reacciones enzimaticas y los pasos de purificacion se
realizan de acuerdo con las indicaciones del proveedor.

La invencion también cubre fragmentos de las secuencias polinucleotidicas divulgadas en ella.
De la descripcion de las realizaciones y los dibujos adjuntos se derivan mas ventajas.
La presente solicitud divulga:

(1) Un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa y que comprende
una secuencia seleccionada a partir del grupo constituido por: a) las SEQ ID NOs: 3 o 5 de la lista de secuencias
adjuntas; b) una secuencia de acido nucleico complementaria a las SEQ ID NOs: 3 o 5; c) secuencias de acido
nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas con las secuencias de acido nucleico definidas en a) y b) o sus
hebras complementarias.

(2) El polinucledtido aislado del apartado (1), constituido por las SEQ ID NOs: 3 o 5 que codifica un polipéptido con
actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa.

(3) Un vector, que contiene la secuencia de acido nucleico del apartado (1) o (2) que codifica un polipéptido con
actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa, estando la secuencia de acido nucleico ligada operablemente a las secuencias
de control reconocidas por una célula hospedadora transformada con el vector.

(4) Un péptido aislado con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa constituido por una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir del grupo constituido por: (a) una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 o 6;
b) una secuencia de aminoacido de una variante alélica de una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID
NO: 4 o 6, donde dicha variante alélica esta codificada por una molécula de acido nucleico que se hibrida en
condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 o0 5;
c) una secuencia de aminoacidos de un ortdlogo de una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 o
6, donde dicho ortélogo esta codificado por una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas
con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 o 5; y (d) un fragmento de
una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 o 6, donde dicho fragmento comprende al menos 10
aminoacidos contiguos.

(5) La célula hospedadora que contiene el vector del apartado (3).

(6) La célula hospedadora del apartado (5), donde la célula hospedadora se selecciona a partir del grupo constituido
por hongos, incluidas levaduras, y bacterias.

(7) La célula hospedadora del apartado (5) o (6), donde la célula hospedadora es una célula de Escherichia coli.

(8) La célula hospedadora de cualquiera de los apartados (5) a (7), donde el acido nucleico que codifica el
polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa se adapta para el uso de codones de la célula respectiva.

(9) El uso del polinucleétido de cualquiera de los apartados (1) o (2), o del vector del apartado (3), o del polipéptido
del apartado (4), para la produccion de un oligosacarido fucosilado.
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(10) El uso del apartado (9), donde la produccion de dicho oligosacarido fucosilado se realiza mediante la expresion
heteréloga u homologa del polinucleétido que codifica la alfa-1,3-fucosiltransferasa.

(11) El uso del apartado (9) o (10), donde el oligosacarido fucosilado es 3-fucosillactosa.
(12) Un método para producir oligosacaridos fucosilados, que comprende los pasos de:

a. proporcionar el polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa del apartado (4),

b. poner en contacto el polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa del paso a. con una mezcla que
comprende un sustrato donante que comprende un residuo de fucosa y un sustrato aceptor que
comprende un mono- u oligosacarido en condiciones en las que el polipéptido cataliza la transferencia de
un residuo de fucosa del sustrato donante al sustrato aceptor, para producir de esta manera un
oligosacarido fucosilado.

(13) Un método para producir oligosacaridos fucosilados, que comprende los pasos de:

a. cultivar, en condiciones adecuadas de nutrientes permisivas para la produccion del oligosacarido
fucosilado y permisivas para la expresion de un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa, la
célula hospedadora de cualquiera de los apartados (5) a (8);

b. proporcionar, simultaneamente o después del paso a., un sustrato donante que comprende un residuo de
fucosa y un sustrato aceptor que comprende un mono- u oligosacarido, con el fin de que el polipéptido
alfa-1,3-fucosiltransferasa catalice la transferencia de un residuo de fucosa del sustrato donante al
sustrato aceptor, para producir de esta manera un oligosacarido fucosilado; y

c. aislar dicho oligosacarido fucosilado a partir de la célula hospedadora o el medio de su crecimiento.

(14) El método del apartado (12) o (13), donde el sustrato donante es GDP-fucosa.

(15) El método de cualquiera de los apartados (12) a (14), donde la GDP-fucosa la proporciona una enzima
expresada simultdneamente en la célula hospedadora o el metabolismo de la célula hospedadora.

(16) El oligosacarido fucosilado obtenido mediante el uso de cualquiera de los apartados (9) a (11) o mediante el
método de cualquiera de los apartados (12) a (15).

En las figuras se ilustran varias realizaciones de la invencion y se explican mas detalladamente en la siguiente
descripcion. En las figuras:

La Fig. 1 muestra la expresion de Amuc0760co a partir de pDEST14-amuc0760co en Escherichia coli JM109(DE3);
se separaron 15 pg de proteina soluble a partir del extracto crudo en SDS-PAGE al 15% y se tifieron con azul
brillante de Coomassie;

La Fig. 2 muestra la deteccién de Amuc0760co con una etiqueta de His mediante inmunoelectrotransferencia;

La Fig. 3 muestra el mapa vectorial de pDEST14-amuc0760co, es decir, el gen con codones optimizados
amuc0760co que codifica la nueva alfa-1,3-fucosiltransferasa Amuc0760co clonada en pDEST14 (Invitrogen)
mediante la reaccion Gateway (A); el mapa vectorial de pDEST14-fucT6, es decir, el gen fucT6 de Bacteroides
fragilis que codifica la nueva alfa-1,3-fucosiltransferasa FucT6 clonada en pDEST14 (Invitrogen, Alemania) mediante
la reaccion Gateway y (B); y el mapa vectorial de pDEST14-fucT7, es decir, el gen fucT7 de Bacteroides fragilis que
codifica la nueva alfa-1,3-fucosiltransferasa FucT7 clonada en pDEST14 (Invitrogen, Alemania) mediante la reaccion
Gateway (C).

La Fig. 4 muestra el mapa vectorial de pACYC-amuc0760co, es decir, el gen con codones optimizados amuc0760co
que codifica la nueva alfa-1,3-fucosiltransferasa Amuc0760co clonada en pACYCDuet-1 (Novagen mediante Ncol /
Pstl) (A); el mapa vectorial de pACYC-fucT6, es decir, el gen con codones optimizados fucT6 de Bacteroides fragilis
que codifica la nueva alfa-1,3-fucosiltransferasa FucT6 clonada en pACYCDuet-1 (Novagen, UK) mediante Ncol /
BamHI (B); y el mapa vectorial de pACYC-fucT7, es decir, el gen con codones optimizados fucT7 de Bacteroides
fragilis que codifica la nueva alfa-1,3-fucosiltransferasa FucT7 clonada en pACYCDuet-1 (Novagen, UK) mediante
Ncol / EcoRI (C).

La Fig. 5 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos del gen amuc0760co y la proteina
Amuc0760co;

La Fig. 6 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos del gen fucT6 y la proteina FucT6.
La Fig. 7 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos del gen fucT7 y la proteina FucT7;

La Fig. 8 muestra el analisis de la purificacién de 3-fucosillactosa mediante cromatografia de permeacion en gel
BioGel P-2 utilizando cromatografia de capa fina con una fase movil de butanol/acetona/acido acético/agua
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(35/35/7/23) y solucién de tincion de difenilaminoanilina (2% de difenilamina, 2% de anilina, 10% de acido fosférico
en metanol); y

La Fig. 9 muestra el cromatograma de HPLC; separacion mediante la columna Rezex RCM Ca2+ de Phenomenex
con agua como eluyente (0.6 mL/min durante 30 minutos a 80 °C) y deteccion mediante el detector de indice de
refraccion (Shimadzu, Alemanina) (A); y el cromatograma de HPLC; separacion mediante la columna Dionex
CarboPac PA1 con NaOH 50 mM como eluyente (1 mL/min durante 30 minutos a 30 °C) y deteccion mediante el
detector electroquimico DECADE Il (Antec Leyden, Paises Bajos) (B).

Ejemplo

Clonacion de los genes

Se optimizaron los codones del gen que codifica la fucosiltransferasa Amuc0760 y se sintetizaron mediante
GenScript, Piscataway, Nueva Jersey (EE. UU.). Con dos secuencias flanqueantes se codifican los sitios attB para la
clonaciéon Gateway (5’-secuencia: GGGGACAAGTT-TGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACC (SEQ ID
NO: 7), 3'-secuencia: T-AGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC (SEQ ID NO: 8)) se cloné en pUC57
mediante GenScript. La transferencia Gateway en el vector pDEST14 (Invitrogen GmbH, Alemania) (remitase a la
fig. 3A) se llevd a cabo segun el manual proporcionado por el proveedor (Invitrogen GmbH, Alemania). El
polinucleétido que codifica Amuc0760co con una etiqueta de His en el extremo N se amplificé a partir de pUC57-

amuc0760co utilizando los cebadores GG-
GGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATACAACCATGGGCCATCA-
CCATCATCACCACAAAACGCTGAAAATTAGCTTTC (SEQ ID NO: 9) y GGGGACC-

ACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC (SEQ ID NO: 10). El polinucledtido que codifica amuc0760co con una etiqueta
de His en el extremo C se amplific6 a partr de pUC57-amuc0760co utilizando los cebadores
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC (SEQ ID NO: 11) y GGGG-ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC
(SEQ ID NO: 12).

Los genes que codifican las fucosiltransferasas FucT6 y FucT7 se amplificaron a partir de ADN genémico de NCTC
9343 de Bacteroides fragilis con los cebadores GGGGACA-
AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATACAACCATGTGTGATTGCTTGTC-TATCATATTG (SEQ ID NO:
13)/ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAT-TTTCTATCAAACAATTGAGAATAATATTC (SEQ ID NO:
14) y GGGGACAAGTTTGT-ACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATACAACCATGGATATATTGATTCTTTTTTATA-
ATACGATG (SEQ ID NO: 15)/ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCATATC-CCTCCCAATTTTAGTTCG
(SEQ ID NO: 16), respectivamente, y también se clon6 en pDEST14 utilizando la tecnologia Gateway (Invitrogen
GmbH, Alemania) (remitase a la fig. 3B y 3C).

Expresién de fucosiltransferasas

Los genes amuc0760co, fucT6 y fucT7 se clonaron adicionalmente en el vector de expresion pACYCDuet-1
(Novagen, UK). Para la clonacion de amuc0760co mediante restriccion con Ncol / Pstl y el posterior ligado se
utilizaron los cebadores AGCTAGCCATGGGCAA-AACGCTGAAAATTAGCTTTCTG (SEQ ID NO: 17) y
AGCTAGCTGCAGTTAGCGAC-GCAGGCGATTTTTC (SEQ ID NO: 18) (los sitios de restriccion estan subrayados) y
el producto resultante se denominé pACYC-amuc0760co (remitase a la fig. 4A). Se cloné fucT6 mediante Ncol /
BamHI utilizando los cebadores GATCACCATGGGCTGTGATTGCTTGTCTATCATAT-TG (SEQ ID NO: 19) y
GATCAGGATCCTTATTTTCTATCAAACAATTGAGAATAATA-TTC (SEQ ID NO: 20) (sitios de restriccion
subrayados) lo que dio como resultado pACYC-fucT6 (remitase a la fig. 4B), y se clono fucT7 mediante Ncol / EcoRI
utilizando los cebadores GATCACCATGGATATATT-GATTCTTTTTTATAATACGATGTGG (SEQ ID NO: 21) y
GATCAGAATTCTCATATC-CCTCCCAATTTTAGTTCGTG (SEQ ID NO: 22) (sitios de restriccion subrayados) lo que
dio como resultado pACYC-fucT7 (remitase a la fig. 4C).

Se transformaron las cepas JM109(DE3) o BL21(DE3) AlacZ de E. coli con los plasmidos apropiados tal como se ha
descrito anteriormente. Se inocularon 5 mL de medio 2YT mediante una sala de inoculacion y se cultivaron a 37 °C y
180 rpm durante toda la noche. Se inocularon 400 mL de 2YT con 4 mL del cultivo de toda la noche y se cultivaron a
37 °C y 180 rpm hasta que se alcanz6 una DO660 de 0.5. Se indujo la expresion mediante la adicion de IPTG 0.1
mM y se prolongé el cultivo a 28 °C y 180 rpm durante toda la noche. Se recolectaron las células y se
resuspendieron en 4 v/p de Tris-HCI 50 mM pH 7.5 + MgCl, 5 mM o, cuando se utilizaron para la purificacion
mediante la columna Ni Sepharose FF (HisPrep FF 16/10, GE Healthcare, Suecia), en 4 v/p de Tris-HCI 20 mM pH
7.5 + NaCl 500 mM + imidazol 30 mM. Se afiadié una cantidad de microesferas de vidrio que fue hasta seis veces el
peso del sedimento celular y la suspension celular se agitdé en vortex dos veces durante 5 minutos, mientras que en
el periodo intermedio la suspension celular se colocd en hielo durante 5 minutos. Después de la desorganizacion de
la integridad fisica se retiraron los desechos celulares centrifugando durante 10 minutos a 15000 x g. El
sobrenadante resultante se utilizé para su analisis en SDS-PAGE o para purificacion mediante Ni Sepharose FF.

Deteccién mediante inmunoelectrotransferencia
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Se expresé Amuc0760co con una etiqueta de His tal como se ha descrito anteriormente. A partir del extracto celular
crudo, se separaron 10 mg de proteina en un gel de SDS al 10%. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF utilizando un tanque Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Alemania) de acuerdo con el manual suministrado por el
proveedor. Se detecté Amuc0760co con una etiqueta de His en la membrana utilizando el kit con anticuerpo con
etiqgueta de His conjugado con HRP (His-Tag Antibody HRP Conjugate Kit) (Novagen, UK) de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas por el proveedor (remitase a la fig. 2).

Produccién de compuestos fucosilados

Se transformaron células BL21(DE3) lacZ pDEST14-fkp pCOLA-lacY-fucP de E. coli con pACYC que portaba el gen
de fucosiltransferasa apropiado. Se cultivaron las colonias en placas con 2YT con los antibiéticos apropiados. De
cada cepa se cultivaron 5 mL de los cultivos de toda la noche (2YT con antibitticos) y a partir de estos cultivos se
inocularon 30 mL de medio mineral en cada caso hasta un 1%. Las células se cultivaron utilizando glicerol como
fuente de carbono y a DO600 = 0.2 se indujeron con IPTG 0.1 mM y se afiadieron lactosa 20 mM y fucosa 20 mM.
La produccion de 3-fucosillactosa se monitorizé mediante TLC y analisis por HPLC. La comparacioén de la cantidad
de 3-fucosillactosa (3-FL) producida por la expresion de FutA a partir de Helicobacter pylori en comparacion con la
expresion de Amuc0760co a partir de Akkermansia muciniphila asi como también FucT6 y FucT7 a partir de
Bacteroides fragilis se muestra en la siguiente tabla 1:

Tabla 1: Comparacién de la cantidad de 3-fucosillactosa obtenida utilizando alfa-1,3-fucosiltransferasa FutA de
Helicobacter pylori, Amuc0760co de Akkermansia muciniphila y FucT6 y FucT7 de Bacteroides fragilis

Fucosiltransferasa Produccion de 3-FL [mM]
sin (control negativo) 0

FutA (Helicobacter pylori) 3.83

Amuc0760co (Akkermansia muciniphila) 5.39

FucT6 (Bacteroides fragilis) 4.95

FucT7 (Bacteroides fragilis) 6.89

Tal como se puede apreciar en la tabla 1, la cantidad del producto fucosilado 3-fucosillactosa fue significativamente
mas elevado cuando se utilizaron las alfa-1,3-fucosiltransferasas de acuerdo con la invencion, es decir Amuc0760co
de Akkermansia muciniphila y FucT6 y FucT7 de Bacteroides fragilis, en comparacion con la alfa-1,3-
fucosiltransferasa FutA de Helicobacter pylori, que es de vanguardia.

Purificacién del producto de la fucosilacién

Se produjo 3-fucosillactosa tal como se ha descrito anteriormente en varios pasos. El primer paso fue la purificacion
mediante adsorcién sobre carbono activo. Se aplicéd el sobrenadante del cultivo del paso de producciéon sobre un
lecho de carbono activo. Se recogid el flujo que atraveso el lecho y se analizé pero no se detectd la presencia de 3-
fucosillactosa. Para eliminar compuestos del medio unidos de manera no especifica tales como, por ejemplo, sales y
aminoacidos, se lavé el lecho con agua destilada (no 3-FL en el flujo que lo atravesd). A continuacion, se eluyeron 3-
FL y la lactosa y fucosa aun presentes con etanol al 96%. Posteriormente, se evapor6 el etanol en un evaporador
rotatorio y el residuo se filtr6 mediante un moédulo de flujo cruzado de 10 kDa (Microdyn Nadir, Alemania). Las sales
aun presentes se eliminaron mediante electrodialisis y posteriormente las endotoxinas se eliminaron mediante
filtracion utilizando un modulo de flujo cruzado (Pall, Alemania). A continuacién, se separé 3-FL de la lactosa y
fucosa a escala de gramos utilizando material cromatografico de permeacién en gel Biogel P-2 (BioRad, Alemania)
empaquetado en una columna de vidrio de 520 mm x 428 mm con una placa fritada. La purificacién de 3-FL se
monitorizd6 mediante cromatografia de capa fina (remitase a la fig. 8). Las fracciones que contenian Unicamente 3-
fucosillactosa se combinaron y liofilizaron.

Confirmacioén de la identidad del producto

La 3-fucosillactosa purificada producida utilizando las fucosiltransferasas presentadas en esta invenciéon se analizd
mediante 1H-RMN y espectrometria de masas. Los espectros resultantes fueron coherentes con los espectros
esperados para 3-FL. Ademas de esto, se aplicaron diferentes métodos de HPLC para verificar la identidad de la 3-
FL resultante. Un método fue la separacion utilizando una columna Rezex RCM Ca2+ de Phenomenex con agua

11



ES 2 663 627 T3

como eluyente (0.6 mL/min durante 30 minutos a 80 °C) y deteccién mediante el detector de indice de refraccion
(Shimadzu, Alemania) (remitase a la fig. 9A). El otro método fue la separacion mediante la columna Dionex
CarboPac PA1 con NaOH 50 mM como eluyente (1 mL/min durante 35 minutos a 30 °C) y deteccion mediante el
detector electroquimico DECADE Il (Antec Leyden, Paises Bajos) (remitase a la fig. 9B).
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<130> 2827P103EP

<160> 22

<170> PatentIn versioén 3.3

<210>1
<211>999
< 212> ADN

< 213> Akkermansia muciniphila

<400> 1
atgaaaacgc
ctgcaactgc
gtggegacge
ccgggecata
ttcgattatt
tatctgegece
ctgetggeca
aaccgcgatg
catctgaaca
cgcatgaaaa
accagcgaaa
ccggatatta
ctggatgatg
attatgagcc
cgcgaaacgg
ggcgatggta
ctggectgge
<210>2
<211>332
<212> PRT

tgaaaattag
tgaaatctcg
cgtggttcta
ttaccgtgat
acattggect
atcacctgga
gdaaaacggyg
caatgtttca
ataccceoggg
aaccgtacaa
aaatcgttac
gcegtgaatt
eggeggcgta
gcccgtggaa
cgaaactgta
cctgggtgag

gtegectgaa

ctttetgcaa
ctatcatgtg
tgttaaccgt
gtatggttge
ggacacagtyg
agaagttcat
tttttgtaac
caaactgagt
cgatggtcac
attttectatc
gtctatgetg
taacagtgeg
tgtgaaaaaa
aaccccggaa
taaaatctte
ctattaccag

aaatcgcetg

< 213> Akkermansia muciniphila

<400> 2
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agcaccecgg
gttgaagatg
gaagcctttt
cacgaagcga
cegggtageyg
ggcggtaaag
tteatctacg
gcgtttegtt
cgtgeggaag
geettegaaa
gceggeoacca
agctttatca
gttgatgaag
caggaagcac
gatcagagtc
cgttttctga

cgtogetaa

atttcggceg
atagtgattt
acgatttcct
togeccogga
atcgtaccgt
aaggcctgga
ccaategtaa
tcgtgaatag
attggtatge
acgcatggta
ttoccgatcta
attgcecatga
atgataacct
gttttctgga
cggaagaagce

aacgtggtca

tgagggtatg
tgattacctg
ggaacgcgcea
ttttatgetg
taaactgeceg
tgcacatgcc
atcteateeg
cctgggceceg
cagctctatt
ccegggttac
ttggggtaat
ttttecegacg
gtggtgtgaa
agaaaccgaa
coegtegeaaa

tcgtatgcag
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Lys
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Asn
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<210>3
< 211> 996
<212> ADN

280
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< 213> Bacteroides fragilis

<400> 3
atgtgtgatt
gttgattttt
caatacgaag
tcacatttag
tttaacgttt
aggttgecectt
gtaaataaag
gatcctattc
ggaagagett
tataagttta
atggaaccta
gattttaatg
gagtatatta
tggcttcteg
attatgatga
tatagaaatg
attgaatatt
<210>4
<211> 331
<212> PRT

gcttgtetat
gggatggatt
tagtactatc
aatatgattg
gtgattatge
tatatgectat
ctttagacecg
gtgagacttt
ggaataatat
atattgettt
tgeaggtgaa
tggactcectt
tagaattgga
ataagacata
aatcatataa
aacaacgctt

attctcaatt

< 213> Bacteroides fragilis

<400> 4

catattgtta
tgatactatt
taatgagcca
tataaaaate
cataggtttt
atatgatgga
taaattttgt
ctttaaatta
aggaggacct
tgaaaatagt
ttectatteca
tgtaaatget
ttcttcaaag
tttggattgg
ggatgcgaag
ttgggggaga

gtttgataga
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330

gtcaaaatga
tctaacttta
gattatttat
atgtttatag
aattatattg
ttttcaaact
agtattgttg
ctatctagtt
gttgataata
agggtactgg
gtatattggg
catgattttg
gataaatatc
aaacaattgc
tatttggtta
tgtgaacgta
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15

Ala Lys Leu Tyr Lys
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ttttggaacg
agttcctgat
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aaagattgat
taaatgggca
agactctggt
tattagccaa
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tcaaagaatt
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Asn

Ser

Gly

Asn
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Leu

Asp
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Gln

Cys
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Gly

Tyr
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Asn

Ser

Gly

Ile
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Met
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Phe
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Tyr
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Gly

Phe
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Asn
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Tyr

Pro

170

Ala

Glu
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Trp
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Tyr
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Leu

Met
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Leu
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Ile Glu
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Agn Phe

275

Ala Lys

290

Gln
305
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<210>5
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Leu
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280

Asn
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< 213> Bacteroides fragilis

<400> 5
atggatatat
gaagatttac
gctgtggttt
gaaggacagc
gatcccgagt
gtgtatcctt
ccttataaga
gagtatctta
aattgtgaat
tatcagtttg
ttcaatcctt
tttgcteegyg
gccgctttta
aggaaacggc
ttaatcaggc
<210> 6
<211> 295
<212>PRT

tgattectttt
ctgggggctyg
tccatttgee
tttgggtggyg
tcagagagag
attatggacc
agaaggcatg
aggaattgat
tacctgttga
tgataagttt
tgttggccgg
gagaaaattqg
tgaatcaatg
ctttattatt

tttgocaaaa

< 213> Bacteroides fragilis

Gln

Leu Phe

ttataatacg
tgtgataacg
cgatttgcct
atggagtctg
ttttgactta
ggattatggg
tatgtttatt
gcagtatacc
ggatcgggga
tgagaatgcg
tactgttccg
ttttetggat
ctatgatgac
gtcgtttaca

aatacacgaa
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Arg Lys
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actgatcgaa
tcggtgatgg
gaatgtgaag
tggatggggt
aagatgctgg
tcgagtgata
gacatcgatt
cgggatacac
atagggaagg
gtctatctgg
atttgtactt
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Arg

Gln
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Arg Ile
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ggatgatatt
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tcatecgacaa
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gatcggggat
agaaaagttt
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cgagggagta
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Thr

115

Ser

Met

Glu

Gly

Tyr

195

val

Cys

Leu

Lys

20

Ile
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Ser

Gln

Leu

Asp

180

Val

Tyr

Phe

Ile

Glu

Ala

Met

Ser

Arg

85

Vval

Arg

Asp

Tyr

Bro

165

Tyr

Thr

Leu

Leu

Leu

Asp

Lys

Glu

Leu

Glu

Tyr

Aryg

Met

Thr

150

Val

Gln

Glu

Gly

Asp
230

Phe

Leu

Ala

Asp

55

Glu

Ser

Pro

Glu

Asn

135

Asp

Glu

Phe

Lys

Ala

215

Ile

Tyr

Pro

Asp

40

Glu

Cys

Phe

Tyr

Lys

120

Arg

Ile

Asp

val

Phe

200

Pro

Cys

ES 2 663 627 T3

Asn

Gly

25

Ala

Ile

Glu

Asp

Tyr

105

Pro

Ser

Asp

Arg

Ile

185

FPhe

Asn

Thr

Thr

10

Gly

val

Asp

Glu

Leu

30

Gly

Tyr

His

Ser

Gly

170

Ser

Asn

Ile

Phe

Met

Cys

Val

Lys

Asn

Trp

Pro

1lys

Arg

Tyr

155

Arg

Phe

Proc

Arg

Asp
235

18

Trp

Val

Phe

Arg

60

Tyr

Met

Asp

Lys

Gln

140

Gly

Asp

Glu

Leu

Glu

220

Ser

Gly

Ile

His

45

Glu

Ser

Gly

Tyr

Lys

125

Glu

Lys

Thr

Asn

Leu

205

Phe

Pro

Phe

Thr

30

Leu

Gly

Trp

Tyr

Gly

110

Ala

Tyr

Leu

Leu

Ala

190

Ala

Ala

Glu

Pro

15

Thr

Pro

Gln

Thr

His

95

Lys

Cys

Leu

Tyr

Leu

175

Ile

Gly

Pro

Gly

Leu

Asp

Asp

Leu

Lys

80

Gln

Met

Met

Lys

Arg

160

Ser

Gly

Thr

Gly

val
240
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Ala Ala Phe Met Asn Gln Cys Tyr Asp Asp Glu Ala Leu Tyr Glu Arg

245 250

255

Phe Tyr Ala Trp Arg Lys Arg Pro Leu Leu Leu Ser Phe Thr Lys Lys

260 265

270

Leu Glu Gln Val Arg Ser Asn Pro Leu Ile Arg Leu Cys Gln Lys Ile

275 280

His Glu Leu Lys Leu Gly Gly
290 295

<210>7

<211> 46

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 7
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgaaggagat agaacc
<210> 8
<211>33

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 8
taggacccag ctttcttgta caaagtggtc ccc 33
<210>9
<211>92

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 9

285

46

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgaaggagat acaaccatgg gccatcacca

tcatcaccac aaaacgcectga aaattagett te
<210> 10

<211>30

<212> ADN

19

60

92
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< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 10

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc 30
<210> 11

<211> 31

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 11

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt ¢ 31
<210> 12

<211>30

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 12

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc 30
<210> 13

<211>73

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 13

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgaaggagat acaaccatgt gtgattgctt
gtetateata ttg

<210> 14

<211>63

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador
20

60

73
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<400> 14

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggte ttattttcta tcaaacaatt gagaataata
tte

<210> 15

<211>79

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 15

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgaaggagat acaaccatgg atatattgat
tettttttat aatacgatg

<210> 16

<211>54

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 16

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc catatccctc ccaattttag ttcg 54
<210> 17

<211>38

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 17

agctagccat gggcaaaacg ctgaaaatta gctttctg 38
<210> 18

<211> 34

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 18

agctagctgce agttagcgac gcaggcegatt tttc 34
21

60

63

60

79
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<210> 19
<211>37

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 19

gatcaccatg ggctgtgatt gcttgtctat catattg 37

<210> 20
<211>44

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 20
gatcaggatc cttattttct atcaaacaat tgagaataat attc
<210> 21
<211>43

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 21
gatcaccatg gatatattga ttctttttta taatacgatg tgg
<210> 22
<211>38

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 22

gatcagaatt ctcatatccc tcccaatttt agttcgtg 38

44

43

22
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REIVINDICACIONES

1. Célula hospedadora, transformada o transfectada con una secuencia polinucleotidica exdgena, donde la
secuencia polinucleotidica esta contenida en un vector, y donde la secuencia polinucleotidica se selecciona a partir
del grupo constituido por a) las SEQ ID NOs: 3 y 5 de la lista de secuencias adjunta; b) una secuencia de acido
nucleico complementaria a las SEQ ID NOs: 3 o 5; c) secuencias de acido nucleico que se hibridan en condiciones
rigurosas con las secuencias de acido nucleico definidas en a) y b) o sus hebras complementarias, estando ligada
operablemente la secuencia polinucleotidica a secuencias de control reconocidas por la célula hospedadora
transformada con el vector, donde la secuencia polinucleotidica codifica un polipéptido con actividad alfa-1,3-
fucosiltransferasa, y donde la célula hospedadora se selecciona a partir del grupo constituido por hongos, incluidas
levaduras, y bacterias.

2. Célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que la célula hospedadora es una célula
de Escherichia coli.

3. Célula hospedadora de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que el acido
nucleico que codifica el polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa se adapta para el uso de codones de la
célula respectiva.

4. Uso de un polinucledtido que codifica un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa y que comprende
una secuencia seleccionada a partir del grupo constituido por a) las SEQ ID NOs: 3 o 5 de la lista de secuencia
adjuntas; b) una secuencia de acido nucleico complementaria a las SEQ ID NOs: 3 o 5; c) secuencias de acido
nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas con las secuencias de acido nucleico definidas en a) y b) o sus
hebras complementarias; o del vector tal como se reivindica en la reivindicacién 1, o de un polipéptido con actividad
alfa-1,3-fucosiltransferasa constituido por una secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del grupo constituido
por (a) una secuencia de aminoacidos mostrada en las SEQ ID NOs: 4 o 6; b) una secuencia de aminoacidos de una
variante alélica de una secuencia de aminoacidos mostrada en las SEQ ID NOs: 4 o 6, donde dicha variante alélica
esta codificada por una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con la hebra opuesta de
una molécula de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 o 5; y ¢) una secuencia de aminoacidos de un
ortélogo de una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 o 6, donde dicho ortélogo esta codificado
por una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula
de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 o 5, para la produccion de un oligosacarido fucosilado.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por que la produccion de dicho oligosacarido fucosilado se
realiza mediante la expresion heteréloga u homologa del polinucleétido que codifica la alfa-1,3-fucosiltransferasa.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, caracterizado por que el oligosacarido fucosilado es 3-fucosillactosa.
7. Método para producir oligosacaridos fucosilados, que comprende los pasos de:

a. proporcionar un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa constituido por una secuencia de
aminoacidos seleccionada a partir del grupo constituido por (a) una secuencia de aminoacidos mostrada
en las SEQ ID NOs: 4 o 6; b) una secuencia de aminoacidos de una variante alélica de una secuencia de
aminoacidos mostrada en las SEQ ID NOs: 4 o 6, donde dicha variante alélica esta codificada por una
molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula
de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 o 5; y c) una secuencia de aminoacidos de un ortélogo
de una secuencia de aminoacidos mostrada en las SEQ ID NOs: 4 o 6, donde dicho ortélogo esta
codificado por una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con la hebra
opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en las SEQ ID NOs: 3 0 5,

b. poner en contacto el polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa del paso a. con una mezcla que
comprende un sustrato donante que comprende un residuo de fucosa y un sustrato aceptor que
comprende un mono- u oligosacarido en condiciones en las que el polipéptido cataliza la transferencia de
un residuo de fucosa del sustrato donante al sustrato aceptor, para producir de esta manera un
oligosacarido fucosilado.

8. Método para producir oligosacaridos fucosilados, que comprende los pasos de:

a. cultivar, en condiciones adecuadas de nutrientes permisivas para la produccion del oligosacarido
fucosilado y permisivas para la expresion de un polipéptido con actividad alfa-1,3-fucosiltransferasa, una
célula hospedadora tal como se reivindica en las reivindicaciones 1 a 3;

b. proporcionar, simultaneamente o después del paso a., un sustrato donante que comprende un residuo de
fucosa y un sustrato aceptor que comprende un mono- u oligosacarido, con el fin de que el polipéptido
alfa-1,3-fucosiltransferasa catalice la transferencia de un residuo de fucosa del sustrato donante al
sustrato aceptor, para producir de esta manera un oligosacarido fucosilado; y

c. aislar dicho oligosacarido fucosilado a partir de la célula hospedadora o el medio de su crecimiento.

23
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9. Método de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, caracterizado por que el sustrato donante es GDP-fucosa.

10. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizado por que la GDP-fucosa la
proporciona una enzima expresada simultaneamente en la célula hospedadora o el metabolismo de la célula
hospedadora.
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M Conjunto de patrones proteicos pretefiidos PageRuler
1. 109(DET) =

2. IM1G9(DE) pDEST14-Amuc0760ca
184109{DE3) pOEST 14-N-His-Amucl¥Eca
JRA109(DER) pIEST 14-C-Hiz-Amuc0760co

Conjunto de patrones proteicos pretefiidos PageRuler
JM109[DE3) pDEST 14-Amuc0760¢co

IM109(DES) pDEST 14-M-His-Amucl760co
IMI109[DES) pDEST 14-C-Hig-Amuc0760co
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Terminador T7

Hindlll
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Xbal
Soh Promotor T7 amp Pl
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Fig. 3A
EcoRi Hindlll
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Fig. 3B
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Hindlll

Fromeoter T7

pDEST14-fucT7
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Xhol
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B
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Ncoi
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Secuencia del gen amuo0760co:

ATGAAAACGCTGAAAATTAGCTTTCTGCAAAGCACCCCGGATTTCGGCCGTGAGGGTATGCTGCAACTGCTGA
AATCTCGCTATCATGTGGTTGAAGATGATAGTGATTTTGATTACCTGGTGGCGACGCCGTGGTTCTATGTTAAC
CGTGAAGCCTTTTACGATTTCCTGGAACGCGCACCGGGCCATATTACCGTGATGTATGGTTGCCACGAAGCGA
TCGCCCCGGATTTTATGCTGTTCGATTATTACATTGGCCTGGACACCGTGCCGGGTAGCGATCGTACCGTTAAA
CTGCCGTATCTGCGCCATCACCTGGAAGAAGTTCATGGCGGTAAAGAAGGCCTGGATGCACATGCCCTGCTGG
CCAGCAAAACGGGTTTTTGTAACTTCATCTACGCCAATCGTAAATCTCATCCGAACCGCGATGCAATGTTTCAC
AAACTGAGTGCGTTTCGTTTCGTGAATAGCCTGGGCCCGCATCTGAACAATACCCCGGGCGATGGTCACCGTG
CGGAAGATTGGTATGCCAGCTCTATTCGCATGAAAAAACCGTACAAATTTTCTATCGCCTTCGAAAACGCATGG
TACCCGGGTTACACCAGCGAAAAAATCGTTACGTCTATGCTGGCCGGCACCATTCCGATCTATTGGGGTAATCC
GGATATTAGCCGTGAATTTAACAGTGCGAGCTTTATCAATTGCCATGATTTTCCGACGCTGGATGATGCGGCG
GCGTATGTGAAAAAAGTTGATGAAGATGATAACCTGTGGTGTGAAATTATGAGCCGCCCGTGGAAAACCCCG
GAACAGGAAGCACGTTTTCTGGAAGAAACCGAACGCGAAACGGCGAAACTGTATAAAATCTTCGATCAGAGT
CCGGAAGAAGCCCGTCGCAAAGGCGATGGTACCTGGGTGAGCTATTACCAGCGTTTTCTGAAACGTGGTCATC
GTATGCAGCTGGCCTGGCGTCGCCTGAAAAATCGCCTGCGTCGCTAA

Secuencia de la proteina Amuc0760co:

MKTLKISFLQSTPDFGREGMLQLLKSRYHVVEDDSDFDYLVATPWFYVNREAFYDFLERAPGHITVMYGCHEAIAP
DFMLFDYYIGLDTVPGSDRTVKLPYLRHHLEEVHGGKEGLDAHALLASKTGFCNFIYANRKSHPNRDAMFHKLSAFR
FVNSLGPHLNNTPGDGHRAEDWYASSIRMKKPYKFSIAFENAWYPGYTSEKIVTSMLAGTIPIYWGNPDISREFNSA

SFINCHDFPTLDDAAAYVKKVDEDDNLWCEIMSRPWKTPEQEARFLEETERETAKLYKIFDQSPEEARRKGDGTWY
SYYQRFLKRGHRMQLAWRRLKNRLRR

Fig. 5
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Secuencia del gen fucT6:
ATGTGTGATTGCTTGTCTATCATATTGTTAGTCAAAATGAAAAAGATTTATTTGAAATTTGTTGATTTTTGGGAT
GGATTTGATACTATTTCTAACTTTATTGTGGATGCTTTGTCCATTCAATACGAAGTAGTACTATCTAATGAGCCA
GATTATTTATTCTATTCATGTTTTGGAACGTCACATTTAGAATATGATTGTATAAAAATCATGTTTATAGGTGAA
AATATAGTTCCTGATTTTAACGTTTGTGATTATGCCATAGGTTTTAATTATATTGATTTTGGGGACCGTTACTTG
AGGTTGCCTTTATATGCTATATATGATGGATTTTCAAACTTGCAGAATAAAAAGATTGATGTAAATAAAGCTTT
AGACCGTAAATTTTIGTAGTATTGTTGTTTCAAATAATAAATGGGCAGATCCTATTCGTGAGACTTTCTTTAAATT
ACTATCTAGTTATAAGAAAGTAGACTCTGGTGGAAGAGCTTGGAATAATATAGGAGGACCTGTTGATAATAAA
TTGGATTTTATTAGCCAATATAAGTTTAATATTGCTTTTGAAAATAGTAGGGTACTGGGATATACAACAGAAAA
AATAATGGAACCTATGCAGGTGAATTCTATTCCAGTATATTGGGGAAATCCTTTGGTTGGTAAAGATTTTAATG
TGGACTCCTTTGTAAATGCTCATGATTTTGATTCTTTAGAAAGATTAGTTGAGTATATTATAGAATTGGATTCTT
CAAAGGATAAATATCTGGAAATGTTGGAAAAACCTTGGCTTCTCGATAAGACATATTTGGATTGGAAACAATT
GCTGTTAAATTTTATTAATAATATTATGATGAAATCATATAAGGATGCGAAGTATTTGGTTAATTATGGTCATGC
TGGAAAGTATAGAAATGAACAACGCTTTTIGGGGGAGATGTGAACGTAAATTTAAACTTCAAAGAATTATTGAA
TATTATTCTCAATTGTTTGATAGAAAATAA

Secuencia de la proteina FucT6:
MCDCLSHLLVKMKKIYLKFVDFWDGFDTISNFIVDALSIQYEVVLSNEPDYLFYSCFGTSHLEYDCIKIMFIGENIVPDF
NVCDYAIGFNYIDFGDRYLRLPLYAIYDGFSNLONKKIDVNKALDRKFCSIVVSNNKWADPIRETFFKLLSSYKKVDSG
GRAWNNIGGPVDNKLEFISQYKFNIAFENSRVLGYTTEKIMEPMQVNSIPVYWGNPLVGKDFNVDSFVYNAHDFDS
LERLVEYIIELDSSKDKYLEMLEKPWLLDKTYLDWKGLLLNFINNIMMKSYKDAKYLVNYGHAGKYRNEQRFWGRC
ERKFKLQRIIEYYSQLFDRK

Fig. 6
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Secuencia del gen fucT7:
ATGGATATATTGATTCTTTTTTATAATACGATGTGGGGATTTCCACTCGAGTTCCGAAAGGAAGATTTACCTGG
GGGCTGTGTGATAACGACTGATCGAAACCTCATTGCAAAGGCGGATGCTGTGGTTTTCCATTTGCCCGATTTGC
CTTCGGTGATGGAGGATGAAATCGATAAGCGGGAAGGACAGCTTTGGGTGGGATGGAGTCTGGAATGTGAA
GAGAATTATAGTTGGACGAAGGATCCCGAGTTCAGAGAGAGTTTTGACTTATGGATGGGGTATCATCAGGAG
GATGATATTGTGTATCCTTATTATGGACCGGATTATGGGAAGATGCTGGTTACGGCACGGAGGGAAAAGCCTT
ATAAGAAGAAGGCATGTATGTTTATTTCGAGTGATATGAACCGGAGTCATCGACAAGAGTATCTTAAGGAATT
GATGCAGTATACCGACATCGATTCGTATGGGAAACTATACCGTAATTGTGAATTACCTGTTGAGGATCGGGGA
CGGGATACACTTCTTAGTGTGATCGGGGATTATCAGTTTGTGATAAGTTTTGAGAATGCGATAGGGAAGGATT
ATGTGACAGAAAAGTTTTTCAATCCTTTGTTGGCCGGTACTGTTCCGGTCTATCTGGGAGCTCCCAATATTCGG
GAATTTGCTCCGGGAGAAAATTGTTTTCTGGATATTTGTACTTTCGATTCTCCCGAGGGAGTAGCCGCTTTTAT
GAATCAATGCTATGATGACGAGGCATTGTATGAACGTTTTTATGCATGGAGGAAACGGCCTTTATTATTGTCGT
TTACAAAAAAGTTAGAGCAAGTCCGGAGCAATCCGTTAATCAGGCTTTGCCAAAAAATACACGAACTAAAATT
GGGAGGGATATGA

Secuencia de la proteina FucT7:

MDILILFYNTMWGFPLEFRKEDLPGGCVITTDRNLIAKADAVVFHLPDLPSVMEDEIDKREGOLWVGWSLECEENY
SWTKDPEFRESFDLWMGYHQEDDIVYPYYGPDYGKMLVTARREKPYKKKACMFISSDMNRSHRQEYLKELMQYT

DIDSYGKLYRNCELPVEDRGRDTLLSVIGDYQFVISFENAIGKDYVTEKFFNPLLAGTVPVYLGAPNIREFAPGENCFL

DICTFDSPEGVAAFMNQCYDDEALYERFYAWRKRPLLLSFTKKLEQVRSNPLIRLCQKIHELKLGGI

Fig. 7
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Lactosa wemp)
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5000004 -

: 1: 3-Fucosillactosa purificada

4500007 £ producida por Amuc076co

400000° _ ' 2:3-Fucosillactosa en el sobrenadante
: del cultivo de la cepa de produccién

3500007 o | que porta FucTé
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Fig. 9A
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3 2:3-Fucosillactosa purificada,
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dal cultivo de la cepa de produccién
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