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DESCRIPCION
Fucosidasa mutada
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a una ai-3/4 transfucosidasa que tiene una actividad sintética de transfucosidasa aumentada
y/o una actividad hidrolitica disminuida, y una termoestabilidad aumentada.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha aislado una a1-3/4 fucosidasa de tipo salvaje de Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 (SEQ ID
No. 18 del documento US 8361756, Sela et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 18964 (2008), Sela et al. Appl. Environ.
Microbiol. 78, 795 (2012); para su estructura cristalina, véase Sakurama et al. J. Biol. Chem. 287, 16709 (2012)). Esta
fucosidasa esta codificada por una secuencia de ADN de 1437 nucledtidos como se expone en la patente '756, que
codifica una secuencia de 478 aminoacidos. Segun la patente '756, los oligosacaridos de la leche humana ("HMO")
se pueden sintetizar poniendo en contacto un precursor que contiene oligosacaridos con esta fucosidasa de tipo
salvaje, y aislando luego un precursor que contiene oligosacaridos modificados. La proteina segiin SEQ ID No. 18 del
documento US 8361756 se denomina SEQ ID No. 1 en la presente solicitud.

El documento WO 2013/190531 se refiere a métodos para obtener mezclas de oligosacaridos mediante métodos
mediados por enzimas, siendo una de las posibles enzimas utilizadas la a1-3/4 fucosidasa de tipo salvaje aislada de
Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697.

Sin embargo, la a1-3/4 fucosidasa de tipo salvaje no ha sido totalmente adecuada para obtener oligosacaridos
fucosilados, particularmente HMO fucosilados. Por lo tanto, se han buscado mutantes de la enzima que tengan
preferiblemente una actividad sintética de transfucosidasa aumentada y/o una actividad hidrolitica reducida y/o una
termoestabilidad aumentada, especialmente una actividad sintética de transfucosidasa aumentada, una actividad
hidrolitica reducida y una termoestabilidad aumentada.

Osanjo et al. (Biochemistry 46, 1022 (2007)) describe la conversion de una a-L fucosidasa de Thermotoga maritima
en una a-L-transfucosidasa mediante evolucién dirigida.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una a1-3/4 transfucosidasa mutada que tiene una termoestabilidad aumentada, un
rendimiento sintético de transfucosidasa aumentado y/o una actividad hidrolitica significativamente reducida, en
comparacioén con la a1-3/4 transfucosidasa de tipo salvaje de SEQ ID No. 1, que tiene

- una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID
No. 1,y

- una mutacién en las posiciones de aminoacidos 135 y 174, y al menos una mutacién adicional en una posicion de
aminoacido seleccionada de 168, 237 y 413, estando dicha numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID
no. 1, en la que
- en la posicién 135, Trp (W) se sustituye por Phe o Tyr; en la posicién 168, Ser (S) se sustituye por Glu (E);

- en laposicién 174, Ala (A} se sustituye por Asn, His o Phe;
- en la posicién 237, Glu (E) se sustituye por Asn o His;

- en laposicién 413, Glu (E) se sustituye por Arg (R).

Segun otro aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento para obtener una a1-3/4 transfucosidasa mutada
mencionada anteriormente, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una secuencia de ADN que codifica la a1-3/4 transfucosidasa mutada, después

(b) expresar la a1-3/4 transfucosidasa mutada en una célula hospedante transformada con la secuencia de ADN
obtenida en la etapa (a).

Ademas, se proporciona un método para sintetizar un hidrato de carbono fucosilado, que comprende la etapa de hacer
reaccionar un dador de fucosilo y un aceptor de hidrato de carbono en presencia de una a1-3/4 transfucosidasa
mutante mencionada anteriormente, para transferir el resto de fucosilo del dador de fucosilo al aceptor de hidrato de
carbono.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
El primer aspecto de la invencion se refiere a una a1-3/4 transfucosidasa mutada que tiene una termoestabilidad
aumentada, un rendimiento sintético de transfucosidasa aumentado y/o una actividad hidrolitica significativamente
reducida, en comparacion con la a1-3/4 transfucosidasa de tipo salvaje de SEQ ID No. 1, que tiene:
- identidad sustancial (es decir, al menos 95 por ciento (%) de identidad de secuencia) con SEQ ID No.1,y
- mutacidon o mutaciones (es decir, un aminoacido reemplazado por otro aminoacido) en las posiciones de
aminoacidos 135 y 174, y al menos una mutacién adicional en una posicién de aminoacido seleccionada de 168,
237 y 413, estando dicha numeracién de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID No. 1, en la que:
- enlaposicion 135, Trp (W) se sustituye por Phe o Tyr;
- enlaposicion 168, Ser (S) se sustituye por Glu (E);
- enlaposicion 174, Ala (A) se sustituye por Asn, His o Phe;
- enla posicion 237, Glu (E) se sustituye por Asn o His;

- enlaposicion 413, Glu (E) se sustituye por Arg (R).

De ese modo, se puede obtener una a1-3/4 mutada que proporciona, en comparacion con la al-3/4 fucosidasa de tipo
salvaje de SEQ ID No. 1:

- aumento del rendimiento sintético de la transfucosidasa en una reaccién entre un dador de fucosilo y un aceptor
para producir un producto fucosilado, y/o

- hidrélisis significativamente reducida, de manera preferible practicamente indetectable, del producto fucosilado de
tal reaccion, asi como

- mayor termoestabilidad.

La expresion "hidrolisis practicamente indetectable del producto fucosilado" significa preferiblemente que si ocurre la
hidrélisis del producto fucosilado por la a1-3/4 transfucosidasa mutada de la presente invencion, la presencia de los
productos de hidrélisis en la muestra esta por debajo del nivel de deteccién. El experto en la técnica es consciente del
limite de deteccién de los diferentes métodos analiticos. Normalmente, los experimentos de hidrélisis enzimatica se
siguen mediante HPLC. En las condiciones utilizadas (véanse, por ejemplo, los Ejemplos 1 y 2), no se pueden detectar
los productos de hidrélisis a una concentracion inferior a alrededor de 1 %.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una ai-3/4 transfucosidasa mutada que tiene una identidad de
secuencia de al menos 95 % con SEQ ID No.1,y

a) una mutacion en las posiciones de aminoacidos 135y 174, y al menos una mutacioén adicional en una posicién
de aminoacido seleccionada de 168, 237 y 413, en la que:

- en la posicion 135, Trp (W) se sustituye por Phe o Tyr;
- en la posicion 168, Ser (S) se sustituye por Glu (E);
- enlaposicion 174, Ala (A) se sustituye por Asn, His o Phe;
- en la posicion 237. Glu (E) se sustituye por Asn o His;
- enlaposicion 413, Glu (E) se sustituye por Arg (R)
y

un mayor rendimiento sintético de la transfucosidasa en una reaccion entre un dador de fucosilo y un aceptor para
producir un producto fucosilado, y/o una actividad hidrolitica significativamente reducida, de manera preferible
practicamente indetectable, hacia el producto fucosilado de dicha reaccion, y una termoestabilidad mejorada, en
comparacioén con la a1-3/4 fucosidasa de tipo salvaje de SEQ ID No. 1.

El fragmento de polipéptido de la posicién de aminoacido 56 a 345 de SEQ ID No.1 se ha identificado como el dominio
conservado (una alineacién de secuencia que representa un dominio proteico conservado durante la evolucion

3
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molecular de la superfamilia a-L-fucosidasa) de la a1-3/4 fucosidasa de Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC
15697 por la Base de Datos de Dominios Conservados del Centro Nacional para Informacion Biotecnolégica
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). Las a-fucosidasas que contienen el dominio conservado de la a1-3/4 fucosidasa de
Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 con una identidad de secuencia de al menos 75 % se enumeran
enla Tabla 1.

Tabla 1.
Descripcién Identidad Numero de
acceso
a-L-fucosidasa | Bifidobacterium longum subsp. infantis EK3] 100 % KEY30716.1
a-L-fucosidasa [ Bifidobacterium longum] 93 % WP_013140205.1
fucosidasa a1-3/4 putativa [ Bifidobacterium kashiwanohense JCM 15439] 92 % KF163931.1
fucosidasa a 1-3/4 putativa [ Bifidobacterium scardovii] 75 % KF194501.1

Segln esta invencion, las expresiones "identidad sustancial" y "sustancialmente idénticos", en el contexto de dos o
mas secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos, significan preferiblemente que las dos 0 mas secuencias son
iguales o tienen al menos alrededor de 95 % de nucleétidos o restos de aminoacidos que son iguales cuando se
comparan y alinean para una correspondencia maxima en una ventana de comparacion o secuencias designadas de
acidos nucleicos 0 aminodacidos (es decir, las secuencias tienen al menos alrededor de 95 por ciento (%) de identidad).
El porcentaje de identidad de las secuencias de &cidos nucleicos o aminoacidos se puede medir utilizando algoritmos
de comparacion de secuencias BLAST 2.0 con parametros predeterminados, o mediante alineacién manual e
inspeccion visual (véase, por ejemplo, http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Segun esta invencién, el porcentaje de
identidad de un fragmento de polipéptido sustancialmente idéntico de la posicién de aminoacido 56 a 345 de SEQ ID
No. 1, o0 una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica de SEQ ID No. 1, o secuencias de acidos nucleicos
sustancialmente idénticas que codifican el fragmento de polipéptido de la posicién de aminoacido 56 a 345 de SEQ ID
No. 1 0 secuencias de acidos nucleicos sustancialmente idénticas que codifican la secuencia de aminoacidos completa
de SEQ ID No. 1 es al menos 95 %, preferiblemente al menos 96 %, mas preferiblemente al menos 97 %, alun mas
preferiblemente al menos 98 %, y lo mas preferible al menos 99 %. Adecuadamente, la definicién excluye
preferiblemente una identidad de secuencia del 100 %, tal como imponer un limite maximo en la identidad de secuencia
del 99,9 %, 99,8 % 0 99,7 %, 0 requerir que se presente al menos una diferencia de aminoacidos entre las secuencias
que se comparan. Esta definicién también se aplica al complemento de una secuencia de prueba, y a secuencias que
tienen deleciones y/o adiciones, asi como a aquellas que tienen sustituciones. Un ejemplo de un algoritmo que es
adecuado para determinar el porcentaje de identidad y similitud de secuencia es el algoritmo BLAST 2.2.20+, que se
describe en Altschul et al. Nucl. Acids Res. 25, 3389 (1997). BLAST 2.2.20+ se utiliza para determinar el porcentaje
de identidad de secuencia para los acidos nucleicos y proteinas de la invencion. El software para realizar analisis
BLAST estd disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Las fucosidasas transfieren un resto de fucosilo de un oligosacarido dador a un aceptor. Si el aceptor es otro hidrato
de carbono (mono- u oligosacarido), entonces la fucosidasa actiia como transfucosidasa (capaz de producir un
producto de hidrato de carbono fucosilado). Por otro lado, la misma fucosidasa puede transferir el mismo resto de
fucosilo, que se afiadi6 al aceptor de hidrato de carbono previamente, del producto a una molécula de agua, actuando
asi como una hidrolasa. Los dos procesos tienen lugar simultaneamente. El rendimiento sintético global es la relacion
entre las actividades de transfucosidasa e hidrélisis. Si el rendimiento sintético global es inferior a 1, entonces la
actividad de hidrolisis es dominante, y si el rendimiento sintético global es superior a 1, entonces la actividad de
transfucosidasa es dominante. El rendimiento sintético global experimental de la a1-3/4 fucosidasa de tipo salvaje de
Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 es alrededor de 0,03 (como se determina en la reaccién 3-FL +
LNnT = LNFP-Ill + Lac, véase el Ejemplo 1).

En comparacion, las fucosidasas mutantes de esta invencién muestran un rendimiento sintético general mucho mas
alto, preferiblemente mayor que 1, lo que significa una actividad de transfucosidasa mucho mas alta con respecto a la
actividad hidrolitica. En este sentido, una actividad sintética de transfucosidasa relativamente baja de un mutante de
esta invencion puede compensarse mediante una reduccion significativa en la actividad hidrolitica del mutante que da
como resultado un rendimiento sintético mejorado (es decir, la hidrélisis mediada por transfucosidasa del producto
fucosilado es significativamente menor que su sintesis mediada por transfucosidasa, de modo que el equilibrio de las
reacciones que compiten se desplaza hacia la formacién del producto). De manera similar, una actividad hidrolitica
relativamente alta de un mutante puede superarse mediante una mejora significativa en su actividad sintética de
transfucosidasa. Las a1-3/4 fucosidasas mutadas de esta invencién muestran una mejora sustancial en su rendimiento
sintético de transfucosidasa con respecto a la fucosidasa de tipo salvaje de SEQ ID No.1, es decir, una mejora de al
menos 50 veces, preferiblemente al menos 100 veces, mas preferiblemente al menos 500 veces, incluso mas
preferiblemente 1000 veces, particularmente 2000 veces con respecto a la fucosidasa de tipo salvaje. Como
consecuencia de este mayor rendimiento sintético de transfucosidasa, la cantidad de la a1-3/4 transfucosidasa mutada
de la invencion, utilizada en la sintesis de un producto fucosilado, se puede reducir significativamente y los tiempos
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de reaccién se pueden acortar significativamente, lo que puede reducir los costos de sintetizar productos de
oligosacaridos fucosilados, particularmente HMO fucosilados.

Adecuadamente, las fucosidasas mutantes de la invencion son fucosidasas no naturales, es decir, no se producen en
la naturaleza ni son de origen natural, sino que se producen como resultado de sintesis quimica, ingenieria genética
o métodos similares en el laboratorio, dando como resultado fucosidasas mutantes sintéticas.

La combinacién de mutaciones como se describié anteriormente imparte no sélo un rendimiento sintético de
transfucosidasa aun mejor a la enzima mutada sino también una estabilidad mejorada, particularmente estabilidad de
temperatura.

La a1-3/4 transfucosidasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos 95 % con SEQ ID No.1 como se describié anteriormente, y una mutacién de aminoacido:

- en la posicién de aminoacido 135y 174, y

- al menos en una posicién de aminoacido seleccionada de 168, 237 y 413.

En este aspecto, en la posicién 135, Trp (W) se sustituye por Phe o Tyr; en la posicién 168, Ser (S) se sustituye por
Glu (E); en la posicion 174, Ala (A) se sustituye por Asn, His o Phe; en la posicion 237, Glu (E) se sustituye por His

(H); y en la posicion 413, Glu (E) se sustituye por Arg (R).

Preferiblemente, la a1-3/4 transfucosidasa comprende, mas preferiblemente consiste en, la secuencia de SEQ ID NO
1 que tiene mutaciones:

- en la posicién de aminoacido 135y 174, y
- al menos en una posicién de aminoacido seleccionada de 168, 237 y 413.

En una realizacién mas preferida, la a1-3/4 transfucosidasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia de al menos 95 % con SEQ ID No.1 como se describié anteriormente, y una mutacion en la
secuencia de aminoacidos en la posicion 135 y 174 méas una posicion adicional seleccionada de 168 y 413.

En una realizacién mas preferida, la a1-3/4 transfucosidasa comprende, mas preferiblemente consiste en, la secuencia
de SEQ ID No. 1 que tiene mutaciones en la secuencia de aminoacidos en las posiciones 135y 174 mas una posicion
adicional seleccionada de 168 y 413.

Preferiblemente, la a1-3/4 transfucosidasa de este primer aspecto comprende una mutacién adicional en la posicién
de aminoacido seleccionada de 165, 168, 232, 237, 258, 260 y 274, y mas preferiblemente de 165, 168, 232, 258, 260
y 274.

Las a-fucosidasas que tienen al menos alrededor de 75 por ciento de identidad de secuencia con SEQ ID No. 1, se
enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2.
Descripcion Identidad Numero de
acceso
a-L-fucosidasa | Bifidobacterium longum subsp. infantis EK3] 99 % KEY30716.1
a-L-fucosidasa [ Bifidobacterium longum] 88 % WP 013140205.1
fucosidasa a1-3/4 putativa [ Bifidobacterium kashiwanohense JCM 15439] 87 % KF163931.1

Aln mas preferiblemente, la a1-3/4 transfucosidasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de secuencia de al menos 95 % con SEQ ID No.1 como se describié anteriormente, y mutaciones de aminoéacidos:

- en las posiciones de aminoacido 135y 174,
- en las posiciones de aminoacido 168 0 413, y
- una mutacién adicional en una posicién de aminoacido seleccionada de 165, 232, 258, 260 y 274.

Aln mas preferiblemente, la a1-3/4 transfucosidasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de secuencia de al menos 95 % con SEQ ID No.1 como se describié anteriormente, y mutaciones de aminoéacidos:

- en las posiciones de aminoacido 135, 174 y 413, y opcionalmente 168, y
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- una mutacién adicional en una posicién de aminoacido seleccionada de 165, 232, 258, 260 y 274.

Aln mas preferiblemente, la a1-3/4 transfucosidasa comprende, mas preferiblemente consiste en, la secuencia de
SEQ ID No.1 como se describié anteriormente que tiene mutaciones:

- en las posiciones de aminoacido 135, 174 y 413, y opcionalmente 168, y

- una mutacién adicional en una posicién de aminoacido seleccionada de 165, 232, 258, 260 y 274.

La combinacion anterior de mutaciones imparte no sélo un rendimiento sintético de transfucosidasa aun mejor a la
enzima mutada sino también una estabilidad alin mejor, particularmente estabilidad de temperatura, al tiempo que se
mantiene un rendimiento sintético de transfucosidasa aun mejor. Las mutaciones en 135 y 174 son las siguientes:

- en la posicion 135, como W135F o W135Y,

- enlaposicion 174, como A174F, A174H o A174N,

y en 165, 232, 258, 260 y 274 son preferiblemente las siguientes:

- en la posicion 165, como P165E,

- en la posicion 232, como R232A,

- en la posicion 258, como Q258R,

- en la posicion 260, como D260P,

- en la posicion 274, como N274A.

En el primer aspecto de la invencion, la a1-3/4 fucosidasa mutada que tiene una identidad de secuencia de al menos
95 % con SEQ ID No.1, dentro de la invencidon como se establece anteriormente, tiene una mutacion en la posicién de
aminoacido 174, y opcionalmente también 282, para proporcionar una actividad hidrolitica significativa o
completamente suprimida. En este sentido, en la posicion 174, Ala (A) se reemplaza preferiblemente por Phe (F), Asn
(N) o His (H), y en la posicion 282, Val (V) se reemplaza preferiblemente por Arg (R), Glu (E), His (H) o Lys (K). La
actividad hidrolitica suprimida es beneficiosa debido a que la enzima mutada entonces no degrada significativamente
el dador y/o el producto por hidrolisis. Como resultado, la reaccién de la transfucosidasa ya no esta controlada
cinéticamente, y se puede lograr una relacion sintesis/hidrélisis mucho mejor (lo que significa un mejor rendimiento
sintético). La mutacién en una o ambas, preferiblemente ambas, de las posiciones de aminoacido anteriores puede
proporcionar una actividad hidrolitica reducida al menos 100 veces, preferiblemente al menos 1000 veces, mas
preferiblemente al menos 10000 veces hacia los productos fucosilados.

Ademas, segun una determinada realizacion, una a1-3/4 fucosidasa mutada que tiene una identidad de secuencia de
al menos 95 % con SEQ ID No.1, y dentro de la invencién como se establece anteriormente, comprende la mutacion
de

- la posicion del aminoacido 174 y opcionalmente también 282, y

- al menos la posicién del aminoacido 165, 168, 232, 237, 258, 260 o 274.

La combinacién de mutaciones como se describié anteriormente imparte no s6lo una hidrélisis significativamente
reducida, de manera preferible practicamente indetectable, del producto fucosilado sino también una estabilidad
mejorada, particularmente estabilidad de temperatura.

Preferiblemente, en la mutacion del amino&cido en la posicion 174 y opcionalmente también 282, en la posicion 174,
Ala (A) se reemplaza por Phe (F), Asn (N) o His (H}, y/o en la posicién 282, Val (V) se reemplaza por Arg (R), Glu (E),
His (H) o Lys (K).

Segun el segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método para obtener una a1-3/4 transfucosidasa mutada
del primer aspecto de la invencién, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una secuencia de ADN que codifique la a1-3/4 transfucosidasa mutada, después

(b) expresar la a1-3/4 transfucosidasa mutada en una célula hospedante transformada con la secuencia de ADN
obtenida en la etapa (a).
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La etapa (a) se puede llevar a cabo de manera convencional obteniendo una secuencia de ADN mutante que codifica
la a1-3/4 transfucosidasa mutada de la invencion, a partir de una secuencia de ADN que codifica una proteina que
comprende un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de al menos 95 % con SEQ ID No. 1, o que
comprende, preferiblemente consiste en, toda la SEQ ID No. 1. En la etapa (b), la secuencia de ADN asi mutada se
introduce a continuacion a nivel génico mediante métodos de biologia molecular habituales. La secuencia de ADN de
las variantes enzimaticas se puede clonar en un vector de expresién que se puede introducir en una cepa de expresion
hospedante apropiada tal como E. coli, que contiene plasmidos de ADN con la informacion requerida para la regulacion
de la expresion de la variante enzimatica. La secuencia que codifica la variante enzimatica se puede colocar bajo el
control de un promotor inducible. Como resultado, afiadiendo un inductor, se puede controlar la expresién de la variante
enzimatica (generalmente, se utiliza isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG)). Las células hospedantes
transformadas se cultivan en medios nutritivos convencionales (por ejemplo, caldo Lennox, medio minimo M9), y se
inducen con IPTG. Después de la expresion, la biomasa se puede recolectar mediante centrifugacion. La enzima
mutada se puede aislar de la biomasa tras la lisis celular y la purificaciéon adecuadas. En este procedimiento, se pueden
utilizar métodos convencionales de centrifugacién, precipitacién, ultrafiltracion y/o cromatografia.

Segun el tercer aspecto de la invencién, se proporciona un método para sintetizar un hidrato de carbono fucosilado
mediante la reacciéon de un dador de fucosilo y un aceptor de hidrato de carbono en presencia de una ai1-3/4
transfucosidasa mutada del primer aspecto de la invencién, por lo cual el resto de fucosilo del dador de fucosilo se
transfiere al aceptor de hidrato de carbono.

En los parrafos siguientes, la expresion "puede portar" es equivalente a la expresién "opcionalmente porta’, y la
expresion "se puede sustituir" es equivalente a la expresion "se sustituye opcionalmente”.

El aceptor de hidrato de carbono utilizado en el tercer aspecto de la invencion puede ser cualquier mono- u
oligosacarido, preferiblemente un oligosacarido de 3-10 unidades de monosacarido que la a1-3/4 fucosidasa mutada
es capaz de aceptar. El aceptor de oligosacéarido contiene preferiblemente una unidad de N-acetil-glucosamina que
forma un fragmento de N-acetil-lactosamina (Galpp1-4GIcNAcp) o lacto-N-biosilo (Galpf1-3GIcNAcp) con una
galactosa adyacente y/o contiene una unidad de glucosa que estd ventajosamente en el extremo reductor y
preferiblemente tiene un grupo 3-OH libre. Mas preferiblemente, el aceptor de oligosacarido que tiene 3-10 unidades
comprende una porcién de N-acetil-lactosamina o lacto-N-biosilo y es de férmula 1, o es un derivado de lactosa de
férmula 2.

OR OR,
OH 3 QOH
OH OH
QLo i 0
R0 0 OH RO o OH
or @ or, °

OH 1 OH
férmula 1 férmula 2

en las que R1 es fucosilo o H,

R2 se selecciona de grupos N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo, en el que el grupo N-acetil-lactosaminilo puede
portar un resto de glicosilo que comprende uno o mas grupos N-acetil-lactosaminilo y/o uno o mas grupos lacto-N-
biosilo; cualquier grupo N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo puede estar sustituido con uno o mas restos de
sialilo y/o fucosilo,

Rs es H o un grupo N-acetil-lactosaminilo opcionalmente sustituido con un resto de glicosilo que comprende uno o
mas grupos N-acetil-lactosaminilo y/o uno o mas grupos lacto-N-biosilo; cualquier grupo N-acetil-lactosaminilo y
lacto-N-biosilo puede estar sustituido con uno o mas restos de sialilo y/o fucosilo, y

cada R4 independientemente es sialilo o H,

con la condicion de que al menos uno de Ri1 0 R4 no sea H.

Preferiblemente, los compuestos de férmula 1 son de férmulas 1a o 1b.

OR, OR
O 3a OH OH 36
O o 6]
Ry.0 g o O Ry0 8 QH
H ™y OH H ™
formula 1a formula 1b
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en las que R1 es como se define anteriormente,

R2a es un grupo N-acetil-lactosaminilo opcionalmente sustituido con un resto de glicosilo que comprende un grupo
N-acetil-lactosaminilo y/o un grupo lacto-N-biosilo; cualquier grupo N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo suno o
mas restos de sialilo y/o fucosilo, pero preferiblemente esta desprovisto de un resto de sialilo y/o fucosilo,

R3a es H o un grupo N-acetil-lactosaminilo opcionalmente sustituido con un grupo lacto-N-biosilo;

cualquier grupo N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo suno o mas restos de sialilo y/o fucosilo, pero
preferiblemente esta desprovisto de resto de sialilo y/o fucosilo,

R2p es un grupo lacto-N-biosilo opcionalmente sustituido con un resto de sialilo y/o fucosilo, pero preferiblemente
esta desprovisto de un resto de sialilo y/o fucosilo, y

Rsb es H o0 un grupo N-acetil-lactosaminilo opcionalmente sustituido con uno o dos grupos N-acetil-lactosaminilo
y/o un grupo lacto-N-biosilo; cualquier grupo N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo puede estar sustituido con uno
0 mas restos de sialilo y/o fucosilo, pero preferiblemente esta desprovisto de un resto de sialilo y/o fucosilo.

Mas preferiblemente, los compuestos de férmulas 1a y 1b tienen uno o mas de los siguientes enlaces y modificaciones:

- el grupo N-acetil-lactosaminilo en el resto de glicosilo de Rza en la formula 1a esta unido al otro grupo N-acetil-
lactosaminilo mediante un enlace interglicosidico 1-3,

- el grupo lacto-N-biosilo en el resto de glicosilo de Rza en la formula 1a esta unido al grupo N-acetil-lactosaminilo
mediante un enlace interglicosidico 1-3,

- el grupo lacto-N-biosilo en el resto de glicosilo de R3a en la formula 1a esta unido al grupo N-acetil-lactosaminilo
mediante un enlace interglicosidico 1-3,

- el grupo N-acetil-lactosaminilo en el resto de glicosilo de Ray en la férmula 1b esta unido a otro grupo N-acetil-
lactosaminilo mediante un enlace interglicosidico 1-3 0 1-6, y

- el grupo lacto-N-biosilo en el resto de glicosilo de Rap en la formula 1b esta unido al grupo N-acetil-lactosaminilo
mediante un enlace interglicosidico 1-3.

Aln mas preferiblemente, un compuesto de féormula 1a, 1b 0 2 se selecciona del grupo que consiste en 2'-O-
fucosillactosa (2'-FL), 3'-O-sialillactosa (3'-SL), lacto-N-tetraosa (LNT), lacto-N-neotetraosa (LNnT), lacto-N-
fucopentaosa | (LNFP-I, Fuca1-2GalB1-3GIcNAcp1-3Galp1-4Glc), Galp1-4GlcNAcB1-3GalB1-4[Fucai-3]Glc, lacto-N-
fucopentaosa V (LNFP-V, Gal1-3GIcNAcB1-3Galp1-4[Fucal1-3]Glc), Galp1-4GIlcNAcB 1-3Galp1-4[Fucal1-3]Glc, lacto-
N-hexaosa (LNH, GalB1-3GIcNAcB1-3[GalB1-4GIcNAcR1-6]Galp1-4Glc), lacto-N-nechexaosa (LNnH, Galp1-
4GIcNAcp1-3[Galp1-4GIcNAcB1-6]GalB1-4Glc), para-lacto-N-hexaosa (PLNH, Galp1-3GIcNAcp1-3Galpi-
4GIcNAcB1-3Galp1-4Glc), para-lacto-N-neohexaosa (pLNnH, Galf1-4GIcNAcB1-3Galp1-4GIcNAcB1-3Galp1-4Glc),
fucosil-LNH | (FLNH-I, Fuca1-2GalB1-3GIcNAcR1-3[Galp 1-4GIcNAcB1-6]Gal1-4Gle), fucosil-LNH Il (FLNH-1I, Galp1-
4[Fuca1-3]GIcNAcB1-6[GalB1-3GIcNAcB1-3]Galp1-4Glc), fucosil-para-LNH | (FpLNH-I, Galp1-3GIcNAcB1-3Galp1-
4[Fucail-3]GlcNAcB1-3GalB1-4Glc), fucosil-para-LNH 1l (FpLNH-II, Galp1-3[Fucai1-4]GIcNAcB1-3GalB1-4GIcNAcR1-
3Galp1-4Glc), GalB1-4GIcNAcB1-3Galp1-4[Fucal-3]GIcNAcR1-3Galp1-4Glc, Galp1-4[Fucal-3]GIcNAcB1-3Galp1-
4GIcNAcB1-3Galp1-4Gle, difucosil-LNH | (DFLNH-I, GalB1-4[Fucal-3]GlcNAcB1-6[Fucal-2Galp1-3GIcNACR1-
3]Galf1-4Glc), difucosil-para-LNH (DFpLNH, Galp1-3[Fucal-4]GlcNAcB1-3Galp1-4[Fucal-3]GIcNAcB1-3Galp1-
4Glc), difucosil-para-LNnH (DFpLNnH, Galp1-4[Fuca1-3]GIcNAcp1-3GalB1-4[Fucal-3]GIcNAcB1-3Galp1-4Glc),lacto-
N-octaosa (LNO, Galp1-3GIcNAcB1-3[Galp1-4GIcNAcp1-3GalB1-4GIcNAcB1-6]Galp1-4Glc), lacto-N-neooctaosa
(LNnQO, Galp1-4GIcNAcB1-3[GalB1-3GIcNAcB 1-3Galp1-4GlcNAcR1-6]Galp1-4Glc), iso-lacto-N-octaosa (iLNO, Galp1-
3GIcNAcB 1-3[Galp1-3GIcNAcR 1-3Galp1-4GIcNAcB1-6]Galp1-4Glc), para-lacto-N-octaosa (pLNO, Galp1-3GIcNAcB1-
3Galp1-4GIcNAcB1-3Galp1-4GIcNAcB1-3Galp1-4Glc), LST a (NeuAca2-3Galp1-3GIcNAcB1-3Galp1-4Glc), LST ¢
(NeuAca2-6Galp1-4GIcNAcB1-3GalB1-4Glc), sialil-LNH (SLNH, Galp1-3GIcNAcB1-3[NeuAca2-6GalB1-4GIcNAcB-
6]Galp1-4Glc), sialil-LNnH | (SLNnH-I, GalB1-4GIcNAcB 1-3[NeuAca2-6Galp1-4GIcNAcB 1-6]GalB1-4Glc), sialil-LNnH
Il (SLNnH-Il, GalB1-4GIcNAcB1-6[NeuAca2-6Galp1-4GIcNAcB1-3]Galp1-4Glc), disialil-LNT (DSLNT, NeuAca2-
3Galp1-3[NeuAca2-6]GIcNAcR1-3GalR1-4Glc), fucosil-siali-LNH (FSLNH, NeuAco2-3Galf1-3GIcNAcB1-3[Galp1-
4[Fucai-3]GIcNAcp1-6]GalB1-4Glc), fucosil-sialil-LNH [l (FSLNH-II, Fucai-2Galp1-3GIcNAcB1-3[NeuAca2-6Galp1-
4GIcNAcB1-6]Galp1-4Glc), disialil-LNH | (DSLNH-I, NeuAca2-6Galp1-4GIcNAcB1-6[NeuAca2-3Galp1-3GIcNACR1-
3]Galp1-4Glc), disialil-LNH 11 (DSLNH-II, Galp1-4GIcNAcB1-6[NeuAca2-3Galp1-3[NeuAca2-6]GIcNAcB1-3]Galp1-
4Glc) y disialil-LNnH (DSLNnH, NeuAca2-6Galf1-4GlcNAcB1-6[NeuAca2-6GalB1-4GIcNAcR1-3]Galf1-4Gic),
ventajosamente 2'-FL, 3'-SL, LNT, LNnT, LNFP-I, LNFP-V, LNH, LNnH, pLNH, pLNnH y DSLNT.

Una a1-3/4 fucosidasa mutada del primer aspecto de la invencién demuestra una fuerte selectividad a1-3/4 cuando se

lleva a cabo el método del tercer aspecto de la invencién. Como resultado, el producto de la reaccién es un mono- u
oligosacarido al1-3- o al-4-fucosilado, preferiblemente un oligosacarido de 3-10 unidades monoméricas,
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exclusivamente, y no se puede detectar ningun producto al-2-fucosilado. Preferiblemente, la a1-3/4 transfucosidasa
mutada traslada el resto de fucosilo de un dador apropiado a la posicion 3 de la glucosa en un aceptor de férmula 2,
a la posicién 3 de la N-acetil-glucosamina en un grupo N-acetil-lactosaminilo, preferiblemente terminal, en un aceptor
deférmula 1, 1a 0 1b, o a la posicion 4 de la N-acetil-glucosamina en un grupo lacto-N-biosilo, preferiblemente terminal,
en un aceptor de férmula 1, 1a o 1b. Por consiguiente, una a1-3/4 transfucosidasa mutada de la invencion se utiliza
preferiblemente para sintetizar HMO fucosilados tales como DFL, FSL o aquellos en los que el resto de fucosilo esta
unido a un resto de GIcNAc con enlace a1-3 o a1-4, mas preferiblemente a los HMO fucosilados enumerados en la
Tabla 3 a continuacién (para abreviaturas, véase Urashima et al. Milk Oligosaccharides, Nova Science Publishers, NY,
2011, Tabla 4 en las pags. 14-25).

Tabla 3.
aceptor producto
2'-PL DFL
3'-SL SFL
LNT LNFP-I|
LNT LNFP-III
LNFP-I LNDFH-|
LNFP-V LNDFH-II
GalB1-4GlcNAcB1-3GalB 1-4[Fucai-3]Glc LNDFH-III
LNH FLNH-II
LnH Galp1-4[Fucal-3]GlcNAcB1-3[Galp 1-4GIcNAcB1-
6]Galp1-4Glc
LnH Galp1-4GIcNAcp1-3[Galf1-4[Fucal-3]GIcNAcR1-
6]Galp1-4Glc
pLNH FpLNH-I
pLNH FpLNH-II
pLNH DFpLNH
pLNnH Galp1-4GlIcNAcp1-3Galf1-4[Fucal-3]GIcNAcB1-
3Galp1-4Glc
pLNnH Galp1-4[Fucal-3]GlcNAcB1-3Galp 1-4GIcNAcB1-
3GalB1-4Glc
FpLNH-I DFpLNH
FpLNH-II DFpLNH
Galp1-4GlIcNAcp1-3Galf1-4[Fucal-3]GIcNAcB1- DFpLNnH
3GalB1-4Glc
Galp1-4[Fucal-3]GlcNAcB1-3Galp 1-4GIcNAcB1- DFpLNnH
3GalB1-4Glc
FLNH-I DFLNH-|
FLNH-II DFLNH-II
Galp1-4[Fucal-3]GlcNAcB1-3[Galp1-4GIcNAcR1- DFLNnH
6]Galp1-4Glc
GalB1-4GlcNAcB1-3[Galp1-4[Fucal-3]GIcNAcB1- DFLNnH
6]Galp1-4Glc
DFLNH-| TFLNH
DFpLNnH TFpLNnH
DFpLNH TFpLNH-II
LST a FLST a
LSTc FLST ¢
SLNH FSLNH-II
SLNnH-II FSLNnH-I
FSLNH DFSLNH-I
FSLNH-II DFESLNH-III
DSLNT FDSLNT-I
DSLNH-II FDSLNH-I|
DSLNH-I FDSLNH-III
DSLNnH FDSLNnH

El fucosilo utilizado en el tercer aspecto de la invencién puede ser cualquier compuesto de fucosilo a partir del cual la
a1-3/4 fucosidasa mutada es capaz de transferir el resto de fucosilo a un aceptor de hidrato de carbono como se
describié anteriormente. Por consiguiente, el dador de fucosilo puede ser un sacarido de fucosilo a1-3 o al-4,
preferiblemente de 3 o 4 unidades de monosacarido que incluyen el resto de fucosilo, mas preferiblemente 3-FL o
DFL, o un compuesto de férmula 3
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en la que X se selecciona del grupo que consiste en azida, fluoro, fenoxi opcionalmente sustituido, piridiniloxi
opcionalmente sustituido, grupo A, grupo B, grupo C y grupo D

oA o Y YT E/\Oiij
| NYN A \ =
R, Ry

R O R,

A B C D
en los que Ra es independientemente H o alquilo, o dos grupos Ra vecinales representan un grupo =C(Ro)2, en el que
Ry es independientemente H o alquilo, Rc se selecciona independientemente del grupo que consiste en alcoxi, amino,
alguilamino y dialquilamino, R se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo y -C(=0) Re, en el que Re es OH,
alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, hidrazino, alquilhidrazino, dialquilhidrazino o trialquilhidrazino,
preferiblemente, X en la férmula 3 se selecciona del grupo que consiste en grupo fenoxi, p-nitrofenoxi, 2,4-dinitrofenoxi,
2-cloro-4-nitrofenoxi, 4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-iloxi, 4,6-dietoxi-1,3,5-triazin-2-iloxi, 2-etil-5-metil-3-oxo-(2H)-furan-4-
iloxi, 5-etil-2-metil-3-oxo-(2H)-furan-4-iloxi y 2,5-dimetil-3-oxo-(2H)-furan-4-iloxi. Ventajosamente, el dador de fucosilo
es 3-FL o DFL.
Una a1-3/4 transfucosidasa mutada de la invencién que comprende un polipéptido que tiene una identidad de
secuencia de al menos 95 % con SEQ ID No. 1, o que comprende, preferiblemente consiste en, la secuencia de SEQ
ID NO 1, y mutacién en la posicién de aminoacido 174 y en la posicion de aminoacido 135 o 168, es especialmente
adecuada para obtener
- DFL, si el dador de fucosilo es 3-FL y el aceptor de hidrato de carbono es 2'-FL,
- LNFP-II, si el dador de fucosilo es 3-FL o DFL y el aceptor es LNT,
- LNFP-III, si el dador de fucosilo es 3-FL o DFL y el aceptor es LNnT,
- LNDFH-I, si el dador de fucosilo es 3-FL o DFL y el aceptor es LNFP-I,

-y el producto es GalB1-4[Fucal-3]GIcNAcB1-3[GalB1-4GIcNAcB1-6]Galp1-4Glc, Galp1-4GIcNAcp1-3[Galf1-
4[Fuca1-3]GlcNAcp1-6]Galf1-4Glc y/o DFLNnH, si el dador de fucosilo es 3-FL o DFL y el aceptor es LNnH,

- Galp1-4[Fucal-3]GIcNAcB1-3Galp1-4GIcNAcB1-3GalB1-4Glc, si el dador de fucosilo es 3-FL o DFL y el aceptor
es pLNnH.

Mas preferiblemente, en una reaccién de fucosilacion, en la que el dador de fucosilo es 3-FL y el aceptor es

- LNnT para obtener LNFP-III,

- LNT para obtener LNFP-II,

- LNFP-I para obtener LNDFH-I,

- pLNnH para obtener Galp 1-4[Fuca1-3]GIcNAcB1-3Galp1-4GIcNAcB1-3Galp1-4Glc, o

- 2'-FL para obtener DFL,
esta especialmente favorecida la utilizacion de una a1-3/4 transfucosidasa que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 95 % con SEQ ID No. 1, y mutacién de tres
aminoacidos en las posiciones 174, en las posiciones 135, y en la posicién 413, y opcionalmente en 168, y que

opcionalmente tiene una mutacién adicional en la posicion de aminoacido seleccionada de 165, 232, 258, 260 y
274,
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o una a1-3/4 transfucosidasa que comprende, mas preferiblemente consiste en, la secuencia de SEQ ID No. 1 que
tiene mutaciones de tres amino&cidos en la posicion 174, en las posiciones 135, y en la posicion 413, y
opcionalmente en 168, y que opcionalmente tiene una mutacién adicional en la posicion de aminoacido
seleccionada de 165, 232, 258, 260 y 274.

EJEMPLOS

En los ejemplos siguientes se probaron mutantes de Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697; la o las
posiciones de mutacién son segin SEQ ID No. 1. No todos los mutantes probados son segun la invencion, y los que
no son segun la invencion se indican dentro de los ejemplos como "(comparativos)".

Ejemplo 1: rendimiento sintético mejorado de transfucosidasa de mutantes

Se investigo la actividad de transfucosidasa de mutantes en la reaccion 3-FL + LNnT = LNFP-IIl + Lac, en la que se
siguio la formacion de LNFP-III.

La reaccion se llevé a cabo a 30 °C en una escala de 150 pl usando LNnT 200 mM y 3-FL 200 mM. Las muestras se
tomaron tipicamente después de 1 h, 2h, 4 hy 20 h, y la reaccién se detuvo afiadiendo 390 pl de acetonitrilo/agua 1:1.

Se investig6 la actividad hidrolitica de mutantes en un procedimiento similar utilizando LNFP-III (50 mM) como Unico
sustrato, y se siguié el agotamiento de LNFP-IIl y la formacién de LNnT a lo largo del tiempo.

Condiciones de HPLC: se utilizé una columna Kinetex 2,6p HILIC 100A (150x4,6 mm) con un caudal de 1,8 ml/min
utilizando un 76 % de acetonitrilo y un 24 % de amortiguador de formiato de amonio 10 mM (pH 4). La elucién de
sustratos y productos se detecté a 195 nm. Para la cuantificacion de LNnT y LNFP-IIl, las areas de los picos se
compararon con un patrén externo.

Los datos de actividad medidos se resumen en la tabla siguiente. El rendimiento sintético se calculé como la relacién:
sintesis [U/mg]/hidrélisis [U/mg], en la que 1 U = produccion o hidrélisis de 1 umol de LNFP-III por minuto.

mutante rendimiento sintético mejora sobre WT

WT (tipo salvaje) (comparativo) 0,031 1
W135E (comparativo) 3,3 =100x
A174H (comparativo) 27 =850x
S168E-A174H-E413R (comparativo) 110 =3500x
W135E-A174F-V221A (comparativo) 75 ~2400x
W135E-A174F (comparativo) 225 =7300x
W135E-A174F-E413R (comparativo) 65 =2100x
W135E-S168E-A174F (comparativo) 45 =1500x
W135E-A174F-E237H-E413R (comparativo) 23 =750x
W135E-S168E-A174F-E237H (comparativo) 10 ~320x
W135E-A174F-E237H (comparativo) 9 =290x
W135F-A174N-E413R 21 =~700x
W135F-A174N-N274A-E413R 30 ~1000x
W135F-A174N-R232A-E413R 23 =750X
W135F-P165E-A174N-E413R 28 ~900x
W135F-A174N-D260P-E413R 23 =~750x
W135F-A174N-Q258R-E413R 26 ~850x

Ejemplo 2: Actividad hidrolitica reducida de mutantes

La actividad hidrolitica de los mutantes se investigd segun el procedimiento descrito en el Ejemplo 1.

mutante hidrélisis [U/mg]
WT (comparativo) 208
W135E (comparativo) 0,3
A174H (comparativo) 0,011
S168E-A174H-E413R (comparativo) 0,011
W135E-A174F-V221A (comparativo) 0,008
W135E-A174F (comparativo) 0,004
W135E-A174F-E413R (comparativo) 0,01
W135E-S168E-A174F (comparativo) 0,01
W135E-A174F-E237H-E413R (comparativo) 0,01
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mutante hidrélisis [U/mg]
W135E-S168E-A174F-E237H (comparativo) 0,01
W135E-A174F-E237H (comparativo) 0,01
W135F-A174N-E413R 0,04
W135F-A174N-N274A-E413R 0,04
W135F-A174N-R232A-E413R 0,05
W135F-P165E-A174N-E413R 0,05
W135F-A174N-D260P-E413R 0,04
W135F-A174N-Q258R-E413R 0,05

Ejemplo 3: Termoestabilidad mejorada de mutantes

La temperatura de fusién (Tm) es la temperatura a la cual permanece el 50 % de la actividad inicial de la enzima
después de 15 minutos de incubacién a temperaturas elevadas.

Las actividades se midieron mediante analisis de HPLC de la reaccion 3-FL + LNnT = LNFP-IIl + Lac, en la que se
siguio la formacion de LNFP-III.

Condiciones de HPLC: véase anteriormente

Aumento de la termoestabilidad (Tm) de la proteina de tipo salvaje de SEQ ID No. 1:

1 mutacion 2 mutaciones (comparativo) 3 mutaciones (comparativo)
(comparativo)
WT:52 | — S168E: 58 °C — S168E-E413R: 61 °C — | S168E-E237H-E413R: 63
°C °C
E237H: 57 °C E237H-E413R: 61 °C
E413R: 58 °C

Aumento de la termoestabilidad de mutantes disefiados para un mayor rendimiento sintético de transfucosidasa o una
actividad hidrolitica reducida:

A174H: 58 °C

— S168E-A174H-E413R: 62 °C — | S168E-A174H-E237H-E413R: 66 °C
(comparativo) — (comparativo) (comparativo)
W135E-A174F: 51 °C — W135E-A174F-E413R — W135E-A174F-E237H-E413R
(comparativo) (comparativo): 54 °C (comparativo): 58 °C
W135E-S168E-A174F W135E-S168E-A174F-E237H
(comparativo): 55 °C (comparativo): 60 °C
W135E-A174F-E237H
(comparativo): 56 °C

W135F-A174N-E413R: 58 | — | W135F-A174N-Q258R-E413R: 60 °C

¢C W135F-P165E-A174N-E413R: 61 °C
W135F-A174N-D260P-E413R: 61 °C
W135F-A174N-N274A-E413R: 62 °C
W135F-A174N-R232A-E413R: 62 °C

Ejemplo 4:_Actividad de transfucosidasa de mutantes puntuales unicos, no segun la invencion
A) Se detecté mutagénesis por saturacion en las posiciones 134, 135, 174 y 282 en las siguientes reacciones:
3-FL + LNnT — LNFP-Ill + Lac
3-FL + LNFP-I = LNDFH-I + Lac
La prueba se realizé en un amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH= 6,5, 37 °C, 150 pl), [3-FL] = 200 mM, [LNnT]
= 200 mM, [LNFP-1] = 200 mM, con 10 pl de extracto enzimatico bruto. Las conversiones se midieron después de 15

min, 30 min, 60 min y 20 horas. Las tablas siguientes muestran las conversiones (%) después de 30 min, 20 horas, y
la conversion maxima durante el transcurso. Los valores de WT estan en cursiva.
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conversién de LNFP-IIl (%)
P134 W135 Al174 V282

30 min | 20 h | conv. 30 20 h | conv. 30 20 h | conv. 30 20 h | conv.

max. min max. min max. min max.
A Ala 34 8 42 30 18 46 6 0 14 4 0 12
R Arg 8 42 42 1 37 37 31 44 55 13 17 35
N Asn 6 20 29 5 45 45 32 41 50 5 0 16
D Asp 2 37 37 21 36 51 3 39 39 28 0 28
C Cys 37 7 38 0 0 0 26 51 51 7 0 18
Q Gin 1 27 27 2 27 27 2 23 23 0 0 0
E Glu 24 0 24 17 35 51 19 54 54 23 0 23
G Gly 23 24 45 0 25 25 30 8 30 4 0 15
H His 0 0 0 7 44 44 30 59 61 5 0 13
| lle 9 18 30 9 40 40 6 51 51 4 0 11
L Leu 25 0 26 4 47 47 25 46 60 4 0 8
K Lys 4 39 39 4 46 46 32 49 55 16 15 32
M Met 30 7 41 5 42 42 6 50 50 8 6 14
F Phe 22 10 34 22 26 46 21 54 54 22 7 35
P Pro 6 0 14 1 31 31 1 18 18 2 15 15
S Ser 38 10 44 1 34 34 23 5 24 14 0 28
T Thr 36 7 40 4 38 38 19 22 35 11 0 22
W Trp 2 27 27 6 0 14 10 55 55 20 7 34
Y Tyr 15 10 23 40 5 43 21 48 48 14 0 14
\' Val 35 7 35 14 27 44 24 22 43 6 0 14

conversion de LNDFH-I (%)
P134 W135 Al174 V282

30min | 20h | conv. [ 30min | 20 h | conv. | 30 min [ 20 h | conv. | 30 min | 20 h | conv.

max. max. max. max.
A Ala 14 0 17 19 0 20 0 0 0 0 0 0
R Arg 23 41 41 4 19 19 0 0 2 10 0 41
N Asn 3 5 9 18 16 31 26 19 35 0 0 0
D Asp 0 4 4 26 5 32 3 8 6 0 0 4
C Cys 19 0 19 0 0 0 35 0 37 0 0 0
Q Gin 11 9 16 9 38 38 0 0 0 0 0 0
E Glu 35 5 38 20 4 26 12 9 12 0 0 0
G Gly 22 0 22 2 27 27 10 0 13 0 0 0
H His 0 0 0 3 31 31 8 21 21 0 0 0
| lle 7 0 9 14 21 25 0 5 5 0 0 0
L Leu 10 0 10 2 27 27 4 19 19 0 0 0
K Lys 36 31 40 3 22 22 0 4 4 0 0 12
M Met 17 0 18 11 24 24 0 14 14 3 5 6
F Phe 13 0 13 31 0 31 26 12 34 17 0 17
P Pro 0 0 0 0 3 3 0 6 6 6 0 6
S Ser 16 0 16 4 16 16 5 0 6 0 0 0
T Thr 16 0 16 12 11 18 11 6 17 0 0 0
W Trp 3 12 12 0 0 0 7 20 20 10 0 10
Y Tyr 9 0 9 15 0 20 30 27 37 0 0 0
\' Val 6 0 8 14 5 18 22 0 22 0 0 0

B) En la reaccién 3-FL + LNnT = LNFP-IIl + Lac

La prueba se realizé en un amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH= 6,5, 37 °C, 200 pl}, [3-FL] = 200 mM, [LNnT]
= 200 mM, extracto enzimatico = 2 0 0,5 mg/ml.

Condiciones de HPLC: se utilizé6 TSK Gel amide 80 (Tosoh, 3 um, 150 x 4,6 mm) con un caudal de 1 ml/min utilizando
56 % de acetonitrilo y 44 % de agua. La elucién de sustratos y productos se detecté mediante CAD y/o deteccién UV
a 195 nm.

Las tablas muestran la formacién de LNFP-III (%) en funcion del tiempo.
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Concentracion del extracto enzimatico: 2 mg/ml
15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas 22 horas

N216D 29,73 23,27 4,83 2,51 0,44 0,33 0,00
V221A 24,19 16,40 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V282K 27,29 31,51 38,10 28,07 30,81 25,63 10,92
P134A 40,46 37,37 32,85 27,17 19,58 14,86 6,16
W135F 42,53 43,66 44,57 42,06 37,76 31,71 19,52
W135A 45,58 44,14 40,11 35,03 27,97 23,01 14,20
W135E 27,22 38,91 44,19 43,59 39,49 35,53 26,51
W170F 40,06 32,92 29,91 24,04 14,04 8,79 2,11

A174S 38,40 34,58 30,90 26,98 20,28 16,55 9,51

A174H 48,05 49,32 49,16 49,30 48,60 48,10 46,17
Q244K 10,61 3,48 3,48 1,46 0,25 0,00 0,00

Concentracién del extracto enzimatico: 0,5 mg/ml
15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 7 horas 20 horas

N216D 29,00 28,00 28,00 22,50 14,60 3,00 0,00
V221A 26,00 22,00 20,50 14,60 7,80 2,00 0,00
V282K 7,70 9,20 13,80 21,60 27,00 21,00 17,80
P134A 27,80 30,00 32,00 32,00 27,60 12,00 9,60
W135F 7,60 10,40 17,40 25,25 34,20 30,40 28,50
W135A 17,60 21,90 30,00 36,00 35,30 18,00 15,60
W135E 7,00 10,40 18,90 27,90 36,30 31,80 29,30
W170F 27,30 28,70 29,90 32,00 28,80 9,80 7,70
A174S 21,20 23,40 23,30 27,30 25,20 7,30 7,20
A174H 17,20 19,90 26,30 34,00 42,00 44,00 44,00
Q244K 22,50 21,25 15,90 12,10 6,50 0,00 0,00

C) En la reaccién 3-FL + LNT = LNFP-Il + Lac

La prueba se realiz6 en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl), [3-FL] = 200 nM, [LNT] =
200 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacién de LNFP-II (%)

en funcién del tiempo.

15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6,5 horas 25 horas
N216D 43,9 39,7 34,2 28,8 20,7 16,3 5,4
V221A 35,6 31,7 25,8 18,0 10,7 6,2 0,7
V282K 20,8 27,6 31,8 30,2 39,7 38,6 25,9
P134A 13,4 19,7 26,7 34,6 36,4 34,6 23,2
W135F 445 44 1 41,7 37,4 31,2 29,5 23,7
W135A 21,5 25,8 31,7 39,5 454 46,1 40,7
W135E 39,4 43,2 45,2 45,6 42,2 39,7 29,2
W170F 17,2 22,8 30,0 38,6 45,9 46,7 41,2
A1748 45,1 44,0 43,0 40,0 32,6 29,9 16,0
A174H 40,1 40,7 39,9 36,9 32,1 28,5 18,8
Q244K 37,6 41,2 45,1 48,8 50,5 50,5 50,2
D) En la reaccién 3-FL + LNnH == Galp1-4[Fucal-3]GIcNAcB1-3[Galp1-4GIcNAcB1-6]Galp1-4Glc + Galpi-

4GIcNAcB1-3[Galp1-4[Fucal-3]GlcNAcB1-6]Gal1-4Glc + DFLNnH + Lac

La prueba se realiz6 en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl), [3-FL] = 200 mM, [LNnH]
= 100 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). Las tablas muestran la formacién de LNnH

monofucosilada y difucosilada (%), respectivamente, en funcién del tiempo.

15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6,5 horas 25 horas
N216D 0,0 4.8 11,8 10,8 0,0 0,0 n.d.
V282K 33,6 37,1 37,2 40,5 38,1 38,2 27,1
P134A 16,1 25,1 29,7 31,8 26,7 23,0 13,5
W135F 40,6 453 442 45,8 45,9 46,0 38,1
W135A 31,6 33,5 40,4 37,2 37,7 33,4 20,9
W135E 41,7 41,0 41,7 448 47.8 46,7 45,1
W170F 0,0 4.6 22,0 17,7 14,7 7,5 1,8
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15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6,5 horas 25 horas
A174S 0,0 0,0 5,2 8,3 n.d. 6,0 3,8
A174H 49,6 49,8 494 48,4 49,6 492 49,7

15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6,5 horas 25 horas
N216D 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 n.d.
V282K 3,2 5,7 6,4 7,2 6,3 5,1 2,3
P134A 0,0 2,0 3,0 4,0 3,5 1,8 0,0
W135F 9.1 13,7 12,5 14,7 16,3 13,8 6,3
W135A 3,4 4.1 8,9 7,3 6,3 4,5 0,3
W135E 10,2 9.1 8,4 11,2 16,1 16,3 11,4
W170F 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A174S 0,0 0,0 0,0 0,0 n.d. 0,0 0,0
A174H 22,2 25,3 24,3 27,1 26,6 26,8 25,4

E) En la reaccién 3-FL + pLNnH = Galp1-4[Fuca1-3]GlcNAcB1-3Galp1-4GIcNAcB1-3Galp1-4Glc + Lac

La prueba se realizé en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl}, [3-FL] = 100 0 200 mM,
[PLNnH] = 100 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). Las tablas muestran la formacién

de pLNnH fucosilada (%) en funcién del tiempo.

[3-FL]= 100 mM
15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas 25 horas
V282K 3,5 4,8 5,3 5,6 n,d, 2,0 0,0
P134A 1,4 1,6 2,3 3,7 1,5 0,0 0,0
W135F 11,6 11,2 10,4 9,5 9,5 9,5 6,3
W135A 1,8 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
W135E 11,9 9.6 11,4 11,0 10,0 10,2 10,2
W170F 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A174S 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A174H 38,0 40,0 43,0 44.0 44,0 44,0 40,0
Q244K n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
[3-FL]= 200 mM
15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6,5 horas 25 horas
V282K 27,0 35,5 31,0 34,7 30,8 29,5 7.8
P134A 10,6 20,8 28,5 25,7 19,6 14,0 6,4
W135F 43,8 47,7 49,0 48,0 43,9 39,1 21,2
W135A 21,8 28,9 36,1 32,6 25,8 19,0 10,2
W135E 46,0 42,3 45,6 46,0 35,2 41,5 25,2
W170F 0,0 4.3 7,3 3,1 2,7 1,0 0,0
A174S 0,0 3,0 2,7 4.3 1,8 1,2 0,0
A174H 57,6 60,1 59,8 60,7 60,7 60,6 58,1
Q244K 1,1 1,1 0,0 1,5 0,9 0,8 13,7

F) En la reaccion 3-FL + LNFP-I == LNDFH-I + Lac

La prueba se realiz6 en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl}, [3-FL] = 200 mM, [LNFP-
I] = 200 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacién de LNDFH-
| (%) en funcién del tiempo.

15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6,5 horas 25 horas
N216D 43,3 40,9 28,3 35,7 30,6 26,8 18,2
V221A 35,5 35,2 20,9 28,5 23,5 16,5 7.6
V282K 11,0 14,6 17,4 24,3 30,7 34,1 36,8
P134A 38,7 41,7 43,7 45,3 448 43,3 39,2
W135F 18,9 22,0 24,9 32,4 41 1 45,6 51,9
W135A 23,1 29,7 33,0 37,3 42,7 44 3 43,3
W135E 9,5 13,1 16,9 25,2 35,8 39,6 50,7
W170F 47 .3 42 4 445 42,0 38,0 35,6 29,0
A174S 21,8 24,5 25,6 28,7 29,9 30,7 31,7
A174H 0,9 2,0 2,7 2,9 294 6,5 15,7

1
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15 min

30 min

1 hora

2 horas

4 horas

6,5 horas

25 horas

Q244K

42,8

38,4

39,3

38,4

33,4

29,0

22,9

Se realiz6 otra prueba en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 30 2C, 140 pl), [3-FL] = 50 mM, [LNFP-
I] = 50 mM, extracto enzimatico = 10 ul. HPLC: véase el Ejemplo 1. La tabla muestra la formacién de LNDFH-I (%) en

funcion del tiempo.

G) En la reaccién DFL + LNnT = LNFP-III + 2'-FL

La prueba se realizo en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl), [DFL] = 200 mM, [LNnT] =
10 200 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacion de LNFP-III
(%) en funcién del tiempo.

15 min 4.5 horas

wT 10 0
P134A 33 17
P134V 20 11
W135F 20 37
W135A 21 25
W135E 14 37
W170F 33 8
A236D 38 26
A236H 39 14
E237N 13 38
Q244L 42 14
Q244H 42 12
Q244K 36 11
Q244G 41 12
Q244R 31 8
Q245E 36 12

15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 7 horas 25 horas

N216D 11,5 11,5 16,8 8,6 6,7 1,0 0,0
V282K 43 54 7,2 9.3 11,8 4,2 45
P134A 8,5 11,8 13,3 13,4 13,0 5,4 57
W135F 57 7,1 10,4 14,7 19,3 16,8 13,6
W135A 8,2 8,7 13,6 13,7 16,7 6,5 6,2
W135E 52 6,4 10,4 15,5 18,9 16,7 15,0
W170F 11,0 11,1 11,0 9,5 10,2 5,3 53
A1748 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A174H 0,0 0,0 1,7 3,3 4,4 5,9 9,8
Q244K 59 55 4,5 43 3,5 2,2 1,0

H) En la reaccién 3-FL + 2'-FL = DFL + Lac

15

La prueba se realizo en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl}, [3-FL] = 200 mM, [2'-FL] =

200 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacién de DFL (%) en

funcion del tiempo.

15 min 30 min 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas 25 horas
N216D 43,0 46,0 46,0 45,0 41,0 40,0 32,0
V282K 16,0 22,0 27,0 32,0 39,0 42,0 51,0
P134A 45,0 47,0 51,0 54,0 54,0 54,0 50,0
W135F 17,0 30,0 31,0 37,0 45,0 49,0 59,0
W135A 34,0 39,0 42,0 47,0 50,0 52,0 52,0
W135E 19,0 22,0 28,0 36,0 46,0 51,0 59,0
W170F 45,0 47,0 48,0 46,0 44,0 42,0 35,0
A1748 30,0 33,0 35,0 37,0 41,0 39,0 40,0
A174H 6,0 7,7 10,0 13,0 16,0 18,0 30,0
Q244K 31,0 33,0 33,0 32,0 31,0 30,0 19,0
20

Ejemplo 5: Mutantes multipuntuales
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A) En la reaccién 3-FL + LNnT = LNFP-IIl + Lac

La prueba se realiz6 en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl}, [3-FL] = 200 mM, [LNnT]
= 200 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacién de LNFP-III
(%) en funcién del tiempo.

15 min 30 min 1 2 4 6 23
hora | horas | horas | horas | horas
S168E-A174H-E413R (comparativo) 19,8 25,21 32,09 | 40,69 | 47,05 | 50,15 | 51,15
S168E-A174F (comparativo) 6,58 7.4 11,32 | 15,11 | 25,47 | 31,36 | 49,16
S168E-A174H-V282E (comparativo) 23,29 29,99 38,16 | 45,65 | 50,29 | 51,55 50,1
S168E-A174H-V221A (comparativo) 10,75 16,22 23,99 | 34,66 | 46,91 | 50,33 51,0
S168E-A174H-V221A-V282H (comparativo) 28,89 33,6 39,95 | 47,55 | 49,95 | 51,08 | 50,89
W135E-A174F-V221A (comparativo) 6,86 9,96 16,67 | 27,29 | 41,29 | 47,34 | 52,77
S168E-A174F-V221A-V282R (comparativo) 16,32 24,15 31,23 | 41,0 | 48,14 | 50,29 | 52,12
S168E-A174H-N216D (comparativo) 21,47 24,91 31,2 [ 39,08 | 46,3 | 49,34 | 51,65
W135E-A174F-N216D-V221A (comparativo) 40,38 41,75 44,09 | 47,96 | 49,18 | 50,01 48,95
S168E-A174H (comparativo) 17,47 21,52 28,17 | 36,21 | 43,01 | 46,31 51,08

Se realiz6 otra prueba en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 150 pl), [3-FL] = 200 mM, [LNT]
= 200 mM, extracto enzimatico = 0,67 mg/ml. Se tomaron muestras después de 3, 10, 15, 20, 30, 45, 61 y 115 min.
HPLC: véase el Ejemplo 1. La tabla muestra la actividad en [U/mg], en la que 1 U = produccién de 1 pmol de LNFP-I|
por min.

LNFP-1I1 [U/mg]
W135F-A174N-E413R 0,83
W135F-A174N-N274A-E413R 1,20
W135F-A174N-R232A-E413R 1,17
W135F-P165E-A174N-E413R 1,39
W135F-A174N-Q258R-E413R 1,32
W135F-A174N-D260P-E413R 0,90

B) En la reaccién 3-FL + LNT == LNFP-II + Lac

La prueba se realizé en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl), [3-FL] = 200 mM, [LNT] =
200 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacién de LNFP-II (%)
en funcion del tiempo.

15 min 30 min 1 2 4 6 23
hora | horas | horas | horas | horas
S168E-A174H-E413R (comparativo) 14,8 24,9 32,4 411 46,8 47.8 48,7
S168E-A174F (comparativo) 3,7 5,6 9,2 14,4 23,3 29,1 46,1
S168E-A174H-V282E (comparativo) 17,33 25,95 37,76 | 48,0 | 48,03 | 48,49 | 48,19
S168E-A174H-V221A (comparativo) 7.8 13,29 21,81 | 32,89 | 44,53 | 46,99 | 48,74
S168E-A174H-V221A-V282H 23,98 32,38 39,9 | 45,98 | 48,32 | 48,49 | 47,43
(comparativo)
W135E-A174F-V221A (comparativo) 5,2 9,31 1494 | 25,29 | 37,21 | 43,67 | 47,45
S168E-A174F-V221A-V282R 13,71 21,95 31,93 | 40,91 | 46,97 | 48,14 | 48,08
(comparativo)
S168E-A174H-N216D (comparativo) 19,91 25,1 32,9 | 39,71 | 46,39 | 47,89 | 47,58
W135E-A174F-N216D-V221A 344 38,56 4229 | 46,53 | 47,56 | 47,59 | 44,94
(comparativo)
S168E-A174H (comparativo) 16,07 21,65 29,02 | 36,21 | 42,63 | 44,8 48,08

Se realiz6 otra prueba en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 150 pl), [3-FL] = 200 mM, [LNT]
= 200 mM, extracto enzimatico = 0,67 mg/ml. Se tomaron muestras después de 3, 10, 15, 20, 30, 45, 61 y 115 min.
HPLC: véase el Ejemplo 1. La tabla muestra la actividad en [U/mg], en la que 1 U = produccién de 1 pmol de LNFP-I|
por min.

LNFP-Il [U/mg]
W135F-A174N-E413R 0,92
W135F-A174N-N274A-E413R 1,16
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LNFP-Il [U/mg]
W135F-A174N-R232A-E413R 1,39
W135F-P165E-A174N-E413R 1,28
W135F-A174N-Q258R-E413R 1,31
W135F-A174N-D260P-E413R 1,09

C) En la reaccion 3-FL + pLNnH = Galp1-4[Fuca1-3]GlcNAcR1-3Galp1-4GIcNAcB1-3Galp1-4Glc + Lac

La prueba se realiz6 en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl}, [3-FL] = 100, [pLNnH] =
5 100 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacién de pLNnH
fucosilada (%) en funcién del tiempo.

15 min | 30 min 1 hora 2 horas | 4 horas | 6 horas | 23 horas
S168E-A174H-E413R 26,1 32,25 40,54 45,64 49,44 50,79 50,0
(comparativo)
S168E-A174F (comparativo) 9,08 9,17 15,73 24,1 35,3 41,27 48,94
S168E-A174H-V282E 21,4 31,55 39,69 46,61 50,64 50,6 49,09
(comparativo)
S168E-A174H-V221A 13,14 21,01 30,18 42,49 49,8 50,74 50,13
(comparativo)
S168E-A174H-V221A-V282H 34,96 38,79 46,77 49,0 51,02 50,24 48,07
(comparativo)
W135E-A174F-V221A 9,71 14,7 22,21 33,64 45,31 50,31 52,07
(comparativo)
S168E-A174F-V221A-V282R 19,62 28,51 38,66 46,41 49,41 50,42 51,53
(comparativo)
S168E-A174H-N216D 29,14 34,9 40,1 46,49 50,9 50,66 49,0
(comparativo)
W135E-A174F-N216D-V221A 42,31 45,09 46,34 46,87 46,67 47,23 42,6
(comparativo)
S168E-A174H (comparativo) 26,69 32,46 41,38 45,87 48,6 n.d. n.d.
D) En la reacciéon 3-FL + LNFP-1 = LNDFH-I| + Lac
10
La prueba se realiz6 en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 200 pl}, [3-FL] = 200 mM, [LNFP-
I] = 200 mM, extracto enzimatico = 0,5 mg/ml. HPLC: véase el Ejemplo 4 B). La tabla muestra la formacién de LNDFH-
| (%) en funcién del tiempo.
15 min 30 min 1 2 4 6 23
hora | horas | horas | horas | horas
S168E-A174F (comparativo) 3,17 3,65 5,22 6,91 10,78 | 12,72 | 25,72
S168E-A174H-V221A (comparativo) 2,68 2,99 5,12 6,42 | 10,67 | 12,52 | 24,75
W135E-A174F-V221A (comparativo) 3,52 6,76 844 | 12,52 | 194 | 22,98 | 41,21
W135E-A174F-N216D-V221A 10,89 11,97 12,95 | 16,97 | 21,65 | 25,23 | 38,46
(comparativo)
15
Se realiz6 otra prueba en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C 150 pl), [3-FL] = 100 mM, [LNFP-
I] = 50 mM, extracto enzimatico = 10 pl de extracto crudo. HPLC: véase el ejemplo 1. La tabla muestra la formacién
de LNDFH-I (%) en funcién del tiempo.
7 min 220 min
W135E-A174F-E413R (comparativo) 6 40
W135Y-A174V-E413R (comparativo) 3 45
W135F-A174F-E413R 15 41
W135Y-A174F-E413R 28 52
W135Y-A174G-E413R (comparativo) 9 43
W135F-A174N-E413R 19 58
W135Y-A174N-E413R 20 57
W135Q-A174N-E413R (comparativo) 13 56
W135Y-A174S-E413R (comparativo) 14 47
W135F-A174S-E413R (comparativo) 11 52
20
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Se realiz6 otra prueba en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 30 °C, 140 pl}, [3-FL] = 50 mM, [LNFP-
I] = 50 mM, extracto enzimatico = 10 ul. HPLC: véase el Ejemplo 1. La tabla muestra la formacién de LNDFH-I (%) en
funcion del tiempo.

15 min 45h
W135E-A174F-A236E (comparativo) 14 50
W135E-A174F-L238A (comparativo) 17 51
)
)

W135E-A174F-T239H (comparativo 21 53
W135E-A174F-E241H (comparativo 19 52

Se realizé otra prueba en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 150 pul), [3-FL] = 200 mM, [LNFP-
I] = 200 mM, extracto enzimatico = 0,67 mg/ml. Se tomaron muestras después de 3, 10, 15, 20, 30, 45, 61 y 115 min.
HPLC: véase el Ejemplo 1. La tabla muestra la actividad en [U/mg], en la que 1 U = produccion de 1 umol de LNDFH-
| por min.

LNDFH-I [U/mg]

W135E-A174F (comparativo) 0,44
W135E-A174F-E241A (comparativo) 0,58
W135E-A174F-A236H (comparativo) 0,59
W135F-A174N-E413R 0,58
W135F-A174N-N274A-E413R 0,76
W135F-A174N-R232A-E413R 0,75
W135F-P165E-A174N-E413R 0,68
W135F-A174N-Q258R-E413R 0,45
W135F-A174N-D260P-E413R 0,64

E) En la reaccién 3-FL + 2'-FL = DFL + Lac

La prueba se realizo en amortiguador de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,5, 37 °C, 150 pl}, [3-FL] = 200 mM, [2'-FL] =
200 mM, extracto enzimatico = 0,67 mg/ml. Se tomaron muestras después de 3, 10, 15, 20, 30, 45, 61 y 115 min.
HPLC: véase el Ejemplo 1. La tabla muestra la actividad en [U/mg], en la que 1 U = produccién de 1 umol de 2'-FL por
min.

LFD [U/mg]
W135F-A174N-E413R 0,39
W135F-A174N-N274A-E413R 0,84
W135F-A174N-R232A-E413R 0,69
W135F-P165E-A174N-E413R 0,85
W135F-A174N-Q258R-E413R 0,49
W135F-A174N-D260P-E413R 0,36
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REIVINDICACIONES

1. Una a1-3/4 transfucosidasa mutada que tiene una termoestabilidad incrementada y un rendimiento sintético de
transfucosidasa incrementado y/o una actividad hidrolitica significativamente reducida, en comparacién con la a1-3/4
transfucosidasa silvestre de SEQ ID No. 1, que tiene:

- una secuencia de amino&cidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 95% con SEQ ID No. 1,y

- una mutacién en las posiciones de aminoacido 135 y 174, y al menos una mutacién adicional en una posicién
de aminoacido seleccionada de 168, 237 y 413, siendo la numeracién de dichos aminoacidos segun SEQ ID
No. 1,

donde:

- en la posicién 135, Trp (W) esta sustituido por Phe (F) o Tyr (Y);
- en la posicién 168, Ser (S) esta sustituida por Glu (E

- en la posicién 174, Ala (A) esta sustituida por Asn (N

- en la posicién 237, Glu (E) esta sustituido por His (H);

- en la posicién 413, Glu (E) esta sustituido por Arg (R).

);
), His (H) o Phe (F);

vvvv

2. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacion 1, que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende, mas preferiblemente consiste en, la secuencia de SEQ ID No. 1 que tiene las mutaciones citadas en la
reivindicacion 1.

3. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, que tiene una mutacién en la
posicion de aminoacido 168 0 413.

4. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacion 3, que tiene una mutacioén adicional en la posicion de
aminoacido seleccionada de 165, 232, 258, 260 y 274.

5. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacién 4, en la que la mutacion en la posicidon de aminoacido
seleccionada de 165, 232, 258, 260 y 274 se selecciona de las siguientes:

- en la posicién 165, P165E,
- en la posicién 232, R232A,
- en la posicién 258, Q258R,
- en la posicién 260, D260P,
- en la posicion 274, N274A.

6. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacion 1, que tiene
- un porcentaje de identidad de al menos 96% con SEQ ID No. 1.

7. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacion 6, que tiene un porcentaje de identidad de al menos 97%
con SEQ ID No. 1.

8. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacién 7, que tiene un porcentaje de identidad de al menos 98%
con SEQ ID No. 1.

9. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun la reivindicacion 8 que tiene un porcentaje de identidad de al menos 99%
con SEQ ID No. 1.

10. La a1-3/4 transfucosidasa mutada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la mutacién en la
posicion 135 es W135F.

11. La ai1-3/4 transfucosidasa mutada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde la a1-3/4
transfucosidasa mutada es un mutante de la a1-3/4 transfucosidasa silvestre aislada de Bifidobacterium longum
subesp. Infantis ATCC 15697, y las mutaciones consisten en W135F, A174N, E413R y opcionalmente una Unica
mutacién adicional seleccionada del grupo que consiste en P165E, D260P, N274A y R232A.

12. Un procedimiento para elaborar una a1-3/4 transfucosidasa mutada segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 11, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una secuencia de ADN que codifica la a1-3/4 transfucosidasa mutada, y a continuacién

(b) expresar la a1-3/4 transfucosidasa mutada en una célula anfitriona transformada con la secuencia de ADN obtenida
en la etapa (a).
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13. Un método para sintetizar un carbohidrato fucosilado que comprende la etapa de hacer reaccionar un donante de
fucosilo y un aceptor de carbohidrato en presencia de un mutante de a1-3/4 transfucosidasa segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, para transferir el residuo de fucosilo del donante de fucosilo al aceptor de carbohidrato;

preferiblemente donde el oligosacarido fucosilado es un a1-3 o un al-4-fucosiloligosacarido, preferiblemente en el que
el residuo de fucosilo esta unido al resto glucosa del oligosacarido con un enlace al1-3 o a un resto GlcNAc del
oligosacarido con un enlace a1-3 o a1-4, mas preferiblemente a un GlcNAc;

mas preferiblemente donde el oligosacarido fucosilado es un oligosacarido de leche humana, preferiblemente un
oligosacarido de leche humana fucosilado en el que el residuo de fucosilo esta unido al resto GlcNAc con un enlace
al-3o0al-4,0 DFL o SFL.

14. El método segun la reivindicacion 13, en el que el donante de fucosilo se selecciona de 3-FL o DFL y

el aceptor es LNnT para formar LNFP-I1;

el aceptor es LNT para formar LNFP-II;

el aceptor es LNFP-I para formar LNDFH-I;

el aceptor es LNnH para formar Gal31-4[Fucal-3]GIlcNAcB1-3[GalB1-4GIcNAcB1-6]GalB1-4Glc, GalB1-
4GlIcNAcB1-3[GalB1-4[Fuca1-3]GlcNacB1-6]GalB1-4Glc y/o DFLNnH,

el aceptor es pLNnH para formar Gal31-4[Fucai-3]GlcNAcR1-3GalBR1-4GIcNAcB1-3Gal31-4Glc,

o el donante es 3-FL y el aceptor es 2'-FL para formar DFL,

y donde la a1-3/4 transfucosidasa mutada es como se define en la reivindicacion 3.

15. El método segun la reivindicacion 14, en el que el donante de fucosilo es 3-FL y el aceptor es

LNnT para formar LNFP-II[;

LNT para formar LNFP-II;

LNFP-| para formar LNDFH-I;

pLNnH para formar GalB31-4[Fuca1-3]GIcNAcB1-3GalB31-4GIcNAcB1-3GalB31-4Gic,
2'-FL para formar DFL,

y donde la a1-3/4 transfucosidasa mutante es como se define en la reivindicacion 3 o 4.
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