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DESCRIPCION
Modificaciones de CST-Il para una expresién de proteina aumentada
Campo de lainvencién

La presente invencion proporciona proteinas sialiltransferasa de Campylobacter que muestran expresién aumentada
comparadas con su forma sin modificar. También se incluyen los acidos nucleicos que codifican las proteinas
sialiltransferasa, como lo son los métodos para producir y usar las proteinas sialiltransferasas.

Antecedentes de lainvencién

Se reconoce ahora que los hidratos de carbono son de una importancia principal en muchos sucesos de
reconocimiento célula-célula, notablemente la adhesion de bacterias y virus a células de mamifero en patogénesis y
la interaccion leucocito-célula endotelial a través de selectinas en inflamacién (Varki (1993) Glycobiology 3: 97-130).
Ademas, se piensa que los gliconjugados sialilados que se encuentran en bacterias (Preston et al. (1996) Crit. Rev.
Microbiol. 22:139-180; Reuter et al. (1996) Biol. Chem. Hoppe-Seyler 377:325-342) imitan a oligosacaridos
encontrados en glicolipidos de mamiferos para evadir la respuesta inmune del huésped (Moran et al. (1996) FEMS
Immunol. Med. Microbiol. 16:105-115). Se considera que la imitacidén molecular de estructuras del huésped por la
parte sacarido del lipopolisacarido (LPS) es un factor de virulencia de varios patdégenos de las mucosas, que usan
esta estrategia para evadir una respuesta inmune del huésped (Moran. et al. (1996) FEMS Immunol. Med. Microbiol.
16: 105-115; Moran et al. (1996) J. Endotoxin Res. 3: 521-531).

Las estructuras de oligosacéaridos implicados en estos y otros procesos son potenciales agentes terapéuticos, pero
se necesita mucho tiempo y son caros para hacerlos por medios quimicos tradicionales. Una via muy prometedora
para la produccion de estructuras de oligosacaridos especificos es mediante el uso de enzimas que los hacen in
vivo, las glicosiltransferasas. Tales enzimas se pueden usar como catalizadores regio- y estereoselectivos para la
sintesis in vitro de oligosacaridos (Ichikawa et al. (1992) Anal. Biochem. 202: 215-238). Las sialiltransferasas son un
grupo de glicosiltransferasas que transfieren acido sidlico de un nucleétido azucar activado a oligosacaridos
aceptores encontrados en glicoproteinas, glicolipidos o polisacaridos. El gran numero de estructuras de
oligosacarido sialiladas ha llevado a la caracterizacion de muchas sialiltransferasas diferentes implicadas en la
sintesis de varias estructuras. Se han aislado y caracterizado sialiltransferasas de mamiferos y otros eucariotas y de
microbios incluyendo C. jeuni, Neisseria, Haemophilus, y E. coli. (Tsuiji et al. (1996) Glycobiology 6:v-vii; patentes en
EE UU No. 6.503.744; 6.699.705; 6.096.529; 6.210.933; y Weisgerber et al. (1991) Glycobiol. 1:357-365).

La sintesis enzimatica de oligosacaridos a gran escala depende de la disponibilidad de cantidades suficientes de las
glicosiltransferasas requeridas. Sin embargo, la produccion de glicosiltransferasas en cantidades suficientes para su
uso en la preparacién de estructuras de oligosacaridos ha sido problematica. La presente invencion resuelve este y
otros problemas.

Breve compendio de lainvencion

En un aspecto, la presente invencidon proporciona una proteina sialiltransferasa con etiqueta que incluye una
secuencia de aminoacidos con al menos el 95% de identidad a SEQ ID NO:4 y una etiqueta MGS en el extremo
amino de SEQ ID NO:4. La proteina sialiltransferasa con etiqueta tiene actividad sialiltransferasa.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un acido nucleico que codifica la proteina sialiltransferasa con
etiqueta anterior. En una forma de realizacién, la invencion proporciona un vector de expresion que incluye el acido
nucleico. En otra forma de realizacion, la presente invencién proporciona un vector de expresion de SEQ ID NO:3
para expresar una proteina sialiltransferasa con etiqueta. En una forma de realizacion mas, la invencién proporciona
una célula huésped que comprende el vector de expresion.

En otro aspecto la invencion proporciona un método de hacer una proteina sialiltransferasa con etiqueta, cultivando
la célula huésped anterior en condiciones adecuadas para la expresion de la proteina sialiltransferasa con etiqueta.
El método de hacer la proteina sialiltransferasa con etiqueta también puede incluir un paso de purificaciéon de la
proteina sialiltransferasa con etiqueta.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método in vitro para producir un producto de oligosacarido
sialilado, poniendo en contacto un sustrato aceptor que comprende un oligosacarido con una sialiltransferasa con
etiqueta de antes, y un sustrato donante de acido sialico; y después permitir la transferencia de acido sialico del
sustrato donante al sustrato aceptor para producir el producto de oligosacarido sialilado. La produccién del producto
de oligosacarido sialilado ocurre in vitro.
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Breve descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona un mapa de restriccion del plasmido pNT1, el vector pcwin2 construido para expresar una
proteina CSTIl con etiqueta MGS. El recuadro muestra las secuencias de aminoacidos N-terminales y de &cido
nucleico 5’ de la proteina CSTII en los vectores de expresion pNT1 y pNT2.

La figura 2 proporciona la secuencia de aminoacidos traducida completa de la proteina CSTIl expresada del vector
de expresion pNT1. La etiqueta MGS amino-terminal esta entre paréntesis.

La figura 3 proporciona los componentes de medios rico y simple.
La figura 4 proporciona un esquema del proceso de purificacion de CST-II.

La figura 5 proporciona un gradiente en pasos en Q-Sepharosa. Columna: XK26 con resina Q-Sepharosa FF (40 ml).
Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) Tris 20 mM, pH 8,3 (tampdn A). Carga de 130 ml de homogenizado
clarificado (13 g de precipitado sin EDTA). La columna se lavd con 5 VC de tampoén A. Elucion en gradiente en
pasos con tampon B (NaCl 1 M en tampon A): 4 VC de tampén B al 15%, 4 VC de tampon B al 25%, 4 VC de
tampon B al 50%. Velocidad de flujo: 115 cm/h. Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras de las fracciones para
SDS-PAGE (figura 4) y ensayo enzimatico de CST-Il. El histograma de la actividad enzimatica de CST-Il se
representa en el cromatograma en rojo. Se juntd la fraccion 5 de elucion de Q-Sepharosa para una purificacion
posterior. FT = flujo que pasa (Flow Through).

La figura 6 proporciona el andlisis por SDS-PAGE de las fracciones del gradiente por pasos de Q-Sepharosa. Se
muestran las muestras de las fracciones de Q-Sepharosa de la figura 3. Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1:
Homogenizado de CST-II (10 pl). Carril 2: fraccion 1 del flujo que pasa (10 pl). Carril 3: fraccion 2 del flujo que pasa
(10 pl). Carril 4: fraccion 3 del flujo que pasa (10 ul). Carril 5: fraccion 4 del flujo que pasa (10 ul). Carril 6: fraccion 5
del flujo que pasa (10 pl). Carril 7: fraccion 6 del flujo que pasa (10 pl). Carril 8: Mezcla flujo que pasa/lavado (22,5
ul). Carril 9: Fraccion de elucion 1 (14 pl). Carril 10: Fraccién de elucién 2 (2,8 pl). Carril 11: Fraccién de eluciéon 3
(2,4 pl). Carril 12: Fraccién de elucién 4 (3 pl). Carril 13: Fraccion de elucion 5 (1,5 pl). Carril 14: Fraccion de elucion
4 (4,4 pl). Carril 15: Fraccion de elucion 7 (4,4 pl). Carril 16: Fraccion de elucion 8 (11,8 pl). Carril 17: Fraccion de
elucion 9 (3 pl). Carril 18: Fraccion de elucion 10 (1,8 pl). Los geles de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se
tineron mediante Simply Blue Safe Stain. La fraccion de elucién 5 de Q-Sepharosa (mostrada en el carril 13) se
recogid para purificacion posterior.

La figura 7 proporciona los gradientes en pasos en Q-Sepharosa con y sin dilucién de la solucion de carga.
Columna: XK16 Q-Sepharosa FF (20 ml). Homogenizado clarificado cargado (2 g con EDTA 5 mM, 20 ml). Figura
7A: sin diluir, conductividad: 4,66 ms/cm. Figura 7B: diluido 1:1 con tampdn A (Tris 50 mM, pH 8,3), conductividad:
3,3 ms/cm. Las columnas se lavaron con 5 CV de tampén A. Elucién de gradiente en pasos con tampén B (NaCl 1 M
en tampodn A): 5 VC de tampon B al 15%, 5 VC de tampon B al 100%. Velocidad de flujo: 115 cm/h. Absorbancia a
280 nm. El histograma de la actividad enzimatica de CST-Il se representa en el cromatograma en rojo. Las
fracciones de CST-Il se juntaron como se indica.

La figura 8 proporciona el analisis por SDS-PAGE de las mezclas de fracciones de las purificaciones de CST-Il en Q-
Sepharosa. Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: mezcla de fraccion del gradiente en pasos en Q-Sepharosa del
homogenizado sin diluir (figura 5A) (10 ug). Carril 2: mezcla de fraccién del gradiente en pasos en Q-Sepharosa del
homogenizado diluido (figura 5B) (10 pg). Carril 3: mezcla de fraccion del gradiente lineal en Q-Sepharosa del
homogenizado diluido (figura 7) (10 pg). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue
Safe Stain.

La figura 9 proporciona elucion con gradiente lineal en Q-Sepharosa. Columna: XK16 con resina Q-Sepharosa FF
(20 ml). Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) Tris 50 mM, pH 8,3 (tampdn A). Homogenizado clarificado (2 g de
precipitado con EDTA, 20 ml diluido 1:1 con tampén A, conductividad: 3,3 ms/cm). Columna lavada con 5 VC de
tampon A. Gradiente de elucion lineal con tampén B (NaCl 1 M en tampén A): tampon B del 0-15% durante 10 VC
seguido por 5 VC con tampén B al 100%. Velocidad de flujo: 115 cm/h. Absorbancia a 280 nm. Las fracciones se
juntaron como se muestra. El histograma de la actividad enzimatica de CST-II se representa en el cromatograma en
rojo.

La figura 10 proporciona SP-Sepharosa HP- pH 6,8. Columna: XK16 con resina SP-Sepharosa HP (20 ml).
Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) de fosfato de sodio 25 mM, pH 6,8 (tampdn A). CST-Il purificada (Q-
Sepharosa de la figura 3) (24 ml) diluida y ajustada el pH a 6,5 y filtrada por 0,2 micrémetros. Se cargé la CST-II
condicionada (82 ml, 3,8 ms/cm, A280: 0,855 UA). La columna se lavé con 5 VC de tampoén A. Gradiente de elucion
con tampén B (NaCl 1 M en tampdn A): tampén B del 0-100% durante 10 VC. Velocidad de flujo: equilibrio, carga y
lavado a 150 cm/h, elucion a 80 cm/h. Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras del flujo que pasa (FT) y las
fracciones de elucion 1-3 para SDS-PAGE.
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La figura 11 proporciona el analisis por SDS-PAGE de las fracciones de SP-Sepharosa HP - pH 6,8. Est = See Blue
Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-Il purificada por Q-Sepharosa (de la figura 3) (10 pg). Carril 2: Carga en SP-Sepharosa
HP (figura 8) (19,8 ul). Carril 3: Mezcla flujo que pasal/lavado de SP-Sepharosa HP (23,6 pl). Carril 4: mezcla de
elucion 1 de SP-Sepharosa HP concentrada 13 x (30 pl). Carril 5: mezcla de elucion 2 de SP-Sepharosa HP
concentrada 4,8 x (30 pl). Carril 6: mezcla de elucion 3 de SP-Sepharosa HP concentrada 3,3 x (30 pl). El gel de
SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Safe Stain.

La figura 12 proporciona SP-Sepharosa HP - pH 6,0. Columna: XK16 con resina SP-Sepharosa HP (20 ml).
Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) de MES 25 mM, pH 6,0 (tampén A). La CST-Il purificada (Q-Sepharosa de
la figura 3) (20 ml) se diluyd, el pH se ajusté a 6,0 y se filtré por 0,2 micrometros. Se cargo la CST-II condicionada
(40 ml, 2,4 ms/cm, A280: 1,20 UA). La columna se lavé con 5 VC de tampén A. Gradiente de elucién con tampén B
(NaCl 1 M en tampén A): tampén B del 0-100% durante 10 VC. Velocidad de flujo: equilibrio, carga y lavado a 150
cm/h, elucién a 80 cm/h. Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras del flujo que pasa (FT)/lavado y las fracciones
de elucién 1-5 para SDS-PAGE (figura 11). Las fracciones 2-5 se juntaron para una purificacion posterior.

La figura 13 proporciona el andlisis por SDS-PAGE de las fracciones de SP-Sepharosa HP - pH 6,0. Est = See Blue
Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-Il purificada por Q-Sepharosa (10 ug). Carril 2: Carga en SP-Sepharosa HP (figura 10)
(10 ul). Carril 3: Mezcla flujo que pasa/lavado de SP-Sepharosa HP (30 pl). Carril 4: Fracciéon 1 de SP-Sepharosa HP
(10 pg). Carril 5: Fraccién 2 de SP-Sepharosa HP (10 ug). Carril 6: Fraccion 3 de SP-Sepharosa HP (10 pg). Carril 7:
Fraccién 4 de SP-Sepharosa HP (10 ug). Carril 8: Fraccion 5 de SP-Sepharosa HP (10 pg). Carril 9: Mezcla de
elucion de las fracciones 2-5 de SP-Sepharosa HP (10 pg). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifi6
mediante Simply Blue Safe Stain.

La figura 14 proporciona una comparacion de hidroxiapatita de tipo | y tipo Il. Columna: Tricorn 5 empaquetada con
figura 14A: hidroxiapatita de tipo | (1 ml) — 40 micrdmetros, figura 14B: hidroxiapatita de tipo Il (1 ml — 40
micrémetros). Equilibrio: 5 volimenes de columna (VC) de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5 (tampdn A). Se diluyd
CST-ll purificada por Q-Sepharosa y SP-Sepharosa HP (de la figura 10) (1 ml, glicerol al 50%, A280: 1,22 UA) con
fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5 (3 ml) y se cargé. La columna se lavé con 10 VC de tampoén A. Gradiente de elucién
de tampoén B (NaCl 1,5 M en tampon A): B del 0-100% durante 20 VC. Velocidad de flujo: 153 cm/h (0,5 mi/min).
Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras del flujo que pasa (FT)/lavado y las mezclas de fracciones 1y 2 para
SDS-PAGE.

La figura 15 proporciona el andlisis por SDS-PAGE de las mezclas de fracciones de CST-II de la cromatografia en
hidroxiapatita (HA) de tipo | y tipo Il (40 micrometros). Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-II purificada por Q-
Sepharosa (figura 10) (1,0 ug). Carril 2: Mezcla flujo que pasa/lavado de HA de tipo | (20 ul). Carril 3: mezcla de
elucion 1 de HA de tipo | (1,0 ug). Carril 4: mezcla de elucion 2 de HA de tipo | (1,0 pg). Carril 5: Mezcla flujo que
pasa/lavado de HA de tipo Il (20 pl). Carril 6: mezcla de elucion 1 de HA de tipo Il (1,0 pg). Carril 7: mezcla de
elucion 2 de HA de tipo 1l (1,0 pg). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid con el kit de tincién de plata
Wako.

La figura 16 proporciona cromatografia en hidroxiapatita de tipo Il (40 micrémetros) — 10 ml. Columna: XK16
hidroxiapatita de tipo Il — 40 micrémetros (10 ml). Equilibrio: 5 VC de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5 (tampdn A).
CST-Il purificada por Q-Sepharosa (30 ml, glicerol al 50%, A280: 5,56 UA) diluida con fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5
(120 ml). El pH se ajustd a 6,0 y se filtr6 por 0,2 micrémetros. Se cargd la CST-ll condicionada (150 ml,
conductividad: 1,65 ms/cm, A280: 1,043 UA). La columna se lavé con 5 VC de tampédn. Elucion en gradiente con
tampon B (NaCl 1,5 M en tampon A): B del 0-100% durante 20 VC, seguido por 5 VC de fosfato de sodio 500 mM,
pH 6,5). Velocidad de flujo: 119 cm/h (4 ml/min). Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras de mezclas de
fracciones para SDS-PAGE. FT = flujo que pasa.

La figura 17 proporciona el analisis por SDS-PAGE de las fracciones hidroxiapatita (HA) de tipo Il (40 micrometros,
10 ml). Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: Homogenizado de CST-Il (10 pl). Carril 2: CST-Il purificada por Q-
Sepharosa (10 pg). Carril 3: Carga de HA (figura 14) (10 pl). Carril 4: Fraccion 1 del flujo que pasa en HA (10 ul).
Carril 5: Fraccién 2 del flujo que pasa en HA (10 pl). Carril 6: Mezcla flujo que pasa/lavado de HA (12,7 pl). Carril 7:
fraccion de elucion 1 de HA (20 pl). Carril 8: fraccion de elucién 2 de HA (30 pl). Carril 9: fraccion de elucion 3 de HA
(30 pl). Carril 10: fraccion de elucion 4 de HA (30 pl). Carril 11: = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 12: fracciéon de
elucion 5 de HA (30 pl). Carril 13: fraccion de elucién 6 de HA (10 pg). Carril 14: fraccién de elucion 7 de HA (10 pg).
Carril 15: fraccion de elucion 8 de HA (10 pg). Carril 16: fraccion de elucion 9 de HA (10 pg). Carril 17: fraccion de
elucion 10 de HA (30 pl). Carril 18: Mezcla de elucion de las fracciones 7-9 de HA (10 pg). Carril 19: fraccion de
elucion 11 de HA (10 pg). Los geles de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifieron mediante Simply Blue Safe
Stain.

La figura 18 proporciona cromatografia en fenil Sepharosa de alta sustitucién. Columna: Fenil Sepharosa de alta
sus. (1,0 ml). Absorbancia a 280 nm. Muestra: CST-I| purificada por Q-Sepharosa (condicionada en tampén B: NaCl
2 M, Tris-HCI 25 mM, pH 7,2), 1,0 ml, 4,2 mg. Gradiente: de 0-10 minutos, B al 100%, 10-40 minutos, B del 100-0%;
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40-60 minutos, tampoén A al 100% (Tris-HCI 25 mM, pH 7,2). Las fracciones 1-5 se recogieron y analizaron por SDS-
PAGE. Las fracciones se almacenaron a 4°C.

La figura 19 proporciona el analisis por SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia en fenil Sepharosa (alta
sustitucion). Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-II purificada por Q-Sepharosa (10 pl). Carril 2: Fraccion 1 de
fenil de alta sus (figura 16) (5,0 pl). Carril 3: Fracciéon 2 de fenil de alta sus (5,0 pl). Carril 4: Fraccion 3 de fenil de
alta sus (5,0 pl). Carril 5: Fraccion 4 de fenil de alta sus (5,0 yl). Carril 6: Fraccion 5 de fenil de alta sus (5,0 pl). El
gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifié con el kit de tinciéon de plata Wako.

La figura 20 proporciona cromatografia en fenil Sepharosa (baja sustitucion). Columna: Fenil Sepharosa de baja sus.
(1,0 ml). Absorbancia a 280 nm. Muestra: CST-Il purificada por Q-Sepharosa (condicionada en tampon B: NaCl 2 M,
Tris-HCI 25 mM, pH 7,2), 1,0 ml, 4,2 mg. Gradiente: de 0-10 minutos, B al 100%, 10-25 minutos, B del 100-0%; 25-
50 minutos, tampén A al 100% (Tris-HCI 25 mM, pH 7,2). Las fracciones 1-4 se recogieron y analizaron por SDS-
PAGE. Las fracciones se almacenaron a 4°C.

La figura 21 proporciona el analisis por SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia en fenil Sepharosa (baja
sustitucion). Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-Il purificada por Q-Sepharosa (10 pl). Carril 2: Fraccion 1 de
fenil de baja sus (figura 18) (5,0 pl). Carril 3: Fraccion 2 de fenil de baja sus (5,0 pl). Carril 4: Fraccion 3 de fenil de
baja sus (5,0 pl). Carril 5: Fraccion 4 de fenil de baja sus (5,0 ul). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se
tifld con el kit de tincién de plata Wako.

La figura 22 proporciona cromatografia en fenil Sepharosa (baja sustitucién) con etilenglicol al 20%. Columna: Fenil
Sepharosa de baja sus. (1,0 ml). Absorbancia a 280 nm. Muestra: CST-Il purificada por Q-Sepharosa (condicionada
en tampon B: NaCl 2 M, Tris-HCI 25 mM, pH 7,2), 1,0 ml, 4,2 mg. Gradiente: de 0-10 minutos, B al 100%, 10-25
minutos, B del 100-0%; 25-50 minutos, tampon A al 100% (Tris-HCI 25 mM, etilenglicol al 20%, pH 7,2). Las
fracciones 1-4 se recogieron y analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones se almacenaron a 4°C.

La figura 23 proporciona el analisis por SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia en fenil Sepharosa (baja
sustitucion) (con etilenglicol al 20%). Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-II purificada por Q-Sepharosa (10
pl). Carril 2: Fraccion 1 de fenil Sepharosa de baja sus (etilenglicol) (figura 20) (5,0 ul). Carril 3: Fraccion 2 de fenil
Sepharosa de baja sus (etilenglicol) (5,0 pl). Carril 4: Fraccion 3 de fenil Sepharosa de baja sus (etilenglicol) (5,0 pl).
Carril 5: Fraccion 4 de fenil Sepharosa de baja sus (etilenglicol) (5,0 pl). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-
20% se tifio con el kit de tincion de plata Wako.

La figura 24 proporciona cromatografia en butil Sepharosa con etilenglicol al 20%. Columna: Butil Sepharosa (1,0
ml). Absorbancia a 280 nm. Muestra: CST-II purificada por Q-Sepharosa (condicionada en tampén B: NaCl 3 M, Tris-
HCI 25 mM, pH 7,2), 1,0 ml, 4,2 mg. Gradiente: de 0-10 minutos, B al 50% de, 10-20 minutos, B del 50-0%; 20-30
minutos, tampoén A al 100% (Tris-HCI 25 mM, etilenglicol al 20%, pH 7,2). Las fracciones 1 y 2 se recogieron y
analizaron por SDS-PAGE (figura 23). Las fracciones se almacenaron a 4°C.

La figura 25 proporciona el analisis por SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia en butil Sepharosa (con
etilenglicol al 20%). Est = See Blue Plus 2 (10 pl). Carril 1: CST-Il purificada por Q-Sepharosa (10 ul). Carril 2:
Fraccion 1 de butil Sepharosa con etilenglicol (figura 22) (5,0 ul). Carril 3: Fraccidon 2 de butil Sepharosa con
etilenglicol (5,0 yl). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid con el kit de tinciéon de plata Wako.

La figura 26 proporciona el analisis por SDS-PAGE del cribado de excipientes de CST-Il (acetato de celulosa). Se
intercambio6 el tampon de CST-Il a tampones de fosfato de sodio que contenian varios excipientes (descritos en la
tabla 2) usando filtros de centrifugacion de acetato de celulosa. Se tomé una muestra de cada solucion de CST-II
con el tampén intercambiado (30 pl) para comparar y confirmar la recuperacion de proteina. Est = See Blue Plus 2
(15 pl). Carril 1: Dilucion y ajuste de pH iniciales de CST-II (30 pl). Carril 2: Tampon de CST-Il intercambiado con
fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 ul). Carril 3: Tampén de CST-ll intercambiado con NaCl 0,1 M,
fosfato de sodio 10 mM, pH 6,5 (30 ul). Carriles 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17: blancos. Carril 5: Tampén de CST-II
intercambiado con NaCl 0,2 M, fosfato de sodio 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Carril 7: Tampdn de CST-Il intercambiado
con sacarosa 0,5 M, fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Carril 9: Tampo6n de CST-Il intercambiado
con manitol 0,1 M, fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Carril 10: Tampén de CST-II intercambiado
con manitol 0,1 M, sacarosa 0,5 M, fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Carril 12: Tampodn de CST-
Il intercambiado con glicerol al 10%, fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Carril 14: Tampon de
CST-Il intercambiado con sorbitol 0,1 M, fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Carril 16: Tampon de
CST-ll intercambiado con Tween-20 al 0,02%, fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Carril 18:
Tampoén de CST-ll intercambiado con trehalosa 0,1 M, fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (30 pl). Los
geles de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifieron mediante Simply Blue Safe Stain.

La figura 27 proporciona la purificacion en Q-Sepharosa de CST-II (elucién en gradiente por pasos) con y sin Tween-
20. Superposicidon de cromatogramas que muestran la purificacién en Q-Sepharosa con (cromatograma azul) y sin
Tween-20 (cromatograma rojo de puntos) en las soluciones de carga y elucién. Columna: XK26 con resina Q-
Sepharosa FF (50 ml). Tampén A: Tris 50 mM, pH 8,3 (cromatograma azul: sin Tween-20, cromatograma rojo de
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puntos: Tween-20 al 0,005%). Tampon B: NaCl 1 M en tampdn A. Equilibrio de la columna: 5 volumenes de columna
(VC) de tampoén A. Homogenizado clarificado cargado (5 g de precipitado con EDTA 10 mM (y para el cromatograma
azul solo: Tween-20 al 0,02%), 50 ml, diluido con 150 ml de tampdn A, conductividad: 3,12 ms/cm). Columna lavada
con 5 VC de tampdn A. Elucion con gradiente por pasos con tampén B: 4 VC de tampén B al 15%, 4 VC de tampon
B al 100%. Velocidad de flujo de 113 cm/h (10 ml/min). Absorbancia a 280 nm. Se recogieron mezclas de fraccion 1
(Tween-20) y 2 (sin Tween-20) y se tomaron muestras para SDS-PAGE.

La figura 28 proporciona un analisis por SDS-PAGE de las purificaciones de CST-ll en Q-Sepharosa con y sin
Tween-20. Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-Il purificada por Q-Sepharosa con Tween-20 (5,0 pg). Carril
2: CST-ll purificada por Q-Sepharosa sin Tween-20 (5,0 ug). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifio
mediante Simply Blue Safe Stain.

La figura 29 proporciona la purificacion de CST-Il en hidroxiapatita de tipo Il — 20 micrémetros (azul) y 40
micrometros (rojo). Superposicién de cromatogramas que muestran la purificacion de CST-Il (después de Q
Sepharosa con Tween-20, figura 25) en hidroxiapatita (HA) de tipo |l de tamafio de particula de 20 micrometros
(trazo azul) o tamafio de particula de 40 micrometros (trazo rojo de puntos). Columna: columna XK16 con resina
hidroxiapatita de tipo Il (10 ml) (cromatograma azul: 20 micrometros, cromatograma rojo de puntos: 40 micrometros).
Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) fosfato de sodio 5 mM, Tween-20 al 0,005%, pH 6,5 (tampdn A). Carga:
CST-ll purificada por Q Sepharosa (5 ml de la figura 25). Columna lavada con 10 VC de tampoén A. Elucion en
gradiente desde el 0-100% de tampdn B (NaCl 1,5 M en tampoén A) durante 25 VC, seguido por 5 VC de tampén B al
100% y VC de fosfato de sodio 500 mM, pH 6,5. Velocidad de flujo 4,0 ml/min (120 cm/h). Absorbancia a 280 nm. Se
recogieron mezclas de fracciones 1 (20 micrometros, azul) y 3 (40 micrometros, rojo) como se muestra y se
analizaron por SDS-PAGE.

La figura 30 proporciona un analisis por SDS-PAGE de las mezclas de fracciones de hidroxiapatita de tipo Il (20
micrometros y 40 micréometros) antes y después de cromatografia en SP Sepharosa HP. Est = See Blue Plus 2 (15
ul). Carril 1: CST-II purificada por Q Sepharosa e hidroxiapatita (HA) de tipo Il (20 micrémetros) (figura 27, mezcla de
fracciones 1, 5,0 pg). Carril 2: CST-Il purificada por Q Sepharosa, hidroxiapatita (HA) de tipo Il (20 micrémetros) y
SP Sepharosa HP (figura 29, mezcla de fracciones 2, 5,0 pg). Carril 3: CST-Il purificada por Q Sepharosa e
hidroxiapatita (HA) de tipo 1l (40 micrémetros) (figura 27, mezcla de fracciones 3, 5,0 ug). Carril 4: CST-Il purificada
por Q Sepharosa, hidroxiapatita (HA) de tipo Il (40 micrometros) y SP Sepharosa HP (figura 29, mezcla de
fracciones 4, 5,0 ug). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Safe Stain.

La figura 31 proporciona cromatografia en SP-Sepharosa HP de CST-II parcialmente purificada por Q Sepharosa e
hidroxiapatita de tipo Il (20 micrometros y 40 micrometros). El cromatograma de la purificacion en SP-Sepharosa HP
de CST-Il parcialmente purificada por Q Sepharosa e hidroxiapatita de tipo Il (20 micrometros) se muestra en azul.
El cromatograma superpuesto (lineas rojas) representa la purificacion en SP-Sepharosa HP de CST-II parcialmente
purificada por Q Sepharosa e hidroxiapatita de tipo Il (40 micrémetros). Columna: XK16 resina SP-Sepharosa HP
(10 ml). Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) con MES 25 mM, pH 6,0 que contenia Tween-20 al 0,005%
(tampdn A). Carga: CST-Il parcialmente purificada (de la figura 27) ajustada al Tween al 0,02% y dializada contra
MES 25 mM, NaCl 10 mM, pH 6,0 y filirada por 0,2 micrémetros (42,3 ml de cada una, pH 6,0, conductividad: 3,6
ms/cm, A280: 0,261 UA). La columna se lavé con 5 VC de tampdn A. Elucion en gradiente con tampén B (NaCl 1 M
en tampon A): tampoén B del 0-50% durante 15 VC, tampén B al 50% durante 1 VC, 5 VC de tampdn B al 100%.
Velocidad de flujo 120 cm/h (4,0 mi/min). Absorbancia a 280 nm. Se recogieron muestras de mezclas de fracciones
de CST-Il 2 (HA 20 micrémetros, azul) y 4 HA (40 micrémetros, rojo) para SDS-PAGE.

La figura 32 proporciona la cromatografia en Superdex 200 de CST-II purificada. Columna: Superdex 200 10/30 GL.
CST-Il purificada (Q Sepharosa, hidroxiapatita de tipo Il, SP Sepharosa HP, filtrada (Mustang E) y formulada en
glicerol al 50%) almacenada a -20°C. Inyectados 250 pl (711 pg) en la columna. Fase movil: fosfato de sodio 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,2. Velocidad de flujo 0,5 ml/min. Absorbancia a 280 nm. Se recogieron las mezclas de
fracciones 1-3 y se analizaron por SDS-PAGE.

La figura 33 proporciona un analisis por SDS-PAGE de fracciones de Superdex 200 de CST-II. Est = See Blue Plus 2
(15 pl). Carril 1: CST-II purificada: carga en Superdex 200 (10 pg). Carril 2: fraccion 1 de Superdex 200 (figura 30)
concentrada 17,6 x (30 pl). Carril 3: fraccion 2 de Superdex 200 (10 pg). Carril 4: fraccion 3 de Superdex 200
concentrada 16,3 x (30 pl). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Safe Stain.

La figura 34 proporciona un analisis por SDS-PAGE para la actividad proteolitica en mezclas de purificacion de CST-
Il. Se incubaron las mezclas de purificacion de CST-Il a 32°C durante 14 horas y se analizé la evidencia de actividad
proteolitica por gel de SDS-PAGE (aumento en el nimero o intensidad de fragmentos proteoliticos). Est = See Blue
Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-Il purificada por Q Sepharosa, almacenada a -20°C (10 pg). Carril 2: CST-Il purificada
por Q Sepharosa, incubada a 32°C (10 pg). Carril 3: CST-Il purificada por Q Sepharosa y HA de tipo I, almacenada
a -20°C (10 pg). Carril 4: CST-II purificada por Q Sepharosa y HA de tipo Il, incubada a 32°C (10 pg). Carril 5: CST-II
purificada por Q Sepharosa, HA de tipo Il y SP Sepharosa HP, almacenada a -20°C (10 pg). Carril 6: CST-II
purificada por Q Sepharosa, HA de tipo Il y SP Sepharosa HP, incubada a 32°C (10 ug). El gel de SDS PAGE de
Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Safe Stain.
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La figura 35 proporciona una cromatografia de exclusién molecular de CST-Il homogenizada en varias condiciones
(prevencion de protedlisis). Columna: Superdex 200 10/30GL. Fase movil: tampdn de prueba de homogenizacion
(descrito posteriormente) con NaCl 150 mM. Absorbancia a 280 nm. Muestra: inyectados 250 ul de CST-II (filtrada
por 0,2 micrémetros) homogenizada en los siguientes tampones: cromatograma de pH 4: acetato de sodio 50 mM,
pH 4,0. Cromatograma de pH 6,0: MES 50 mM, pH 6,0. Cromatograma de pH 8,3: Tris 50 mM, pH 8,3.
Cromatograma de pH 8, EDTA: Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,3. Cromatograma de pH 8,3, mezcla de proteasas:
Tris 50 mM, pH 8,3 mas mezcla de inhibidores de proteasas. Las fracciones de elucion de CST-IlI recogidas
(mostradas en una caja) se analizaron por SDS-PAGE.

La figura 36 proporciona un analisis por SDS-PAGE de las fracciones en Superdex 200 del experimento de
homogenizaciéon de CST-Il (prevencion de protedlisis). Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: Homogenizado de
CST-ll en Tris 50 mM, pH 8,3 (10 pl). Carril 2: Homogenizado de CST-Il en Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,3 (10 pl).
Carril 3: Homogenizado de CST-Il en MES 50 mM, pH 6,0 (10 ul). Carril 4: Homogenizado de CST-Il en Tris 50 mM,
pH 8,3 mas mezcla de inhibidores de proteasas (10 pl). Carril 5: Homogenizado de CST-Il en Tris 50 mM, pH 8,3
mas fraccion SEC (10 pl). Carril 6: Fraccion SEC de homogenizado de CST-Il en Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,3
(10 pl). Carril 7: Fracciéon SEC de homogenizado de CST-Il en MES 50 mM, pH 6,0 mas (10 pl). Carril 4: Fraccion
SEC de homogenizado de CST-Il en Tris 50 mM, pH 8,3 mas mezcla de inhibidores de proteasas (10 yl). La muestra
homogenizada a pH 4,0 no se corrio en el gel, ya que no se obtuvo pico de CST-Il de la purificacion de Superdex
200. El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Safe Stain.

La figura 37 proporciona una purificacion preparativa en Q-Sepharosa FF de CST-Il. Columna: Vantage S con resina
Q-Sepharosa FF (1,5 L). Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) de Tris 50 mM, Twen-20 al 0,005%, pH 8,3
(tampdn A). Carga: Homogenizado clarificado (150 g de precipitado con EDTA 10 mM, 1,5 L, conductividad 6,1
ms/cm). La columna se lavé con 5 VC de tampon A. Elucion en gradiente por pasos con tampon B (NaCl 1 M en
tampon A): 5 VC de tampon B al 15%, 5 VC de tampdn B al 100%. Velocidad de flujo: 100 ml/min (49 cm/h).
Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras de las fracciones para SDS-PAGE (figura 36) y ensayo de CST-II
(tabla 5). La fraccion 2 de elucion de Q-Sepharosa (600 ml) se recogid para purificacion adicional. FT = flujo que
pasa.

La figura 38 proporciona un analisis por SDS-PAGE de las fracciones de la purificacion preparativa en Q-Sepharosa
FF de CST-Il. Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: Homogenizado de CST-Il (5 pl). Carril 2: Fraccién 1 del flujo
que pasa en Q-Sepharosa (figura 35) (15 pl). Carril 3: Fraccion 2 del flujo que pasa en Q-Sepharosa (15 pl). Carril 4:
Fraccion 3 del flujo que pasa en Q-Sepharosa (15 pl). Carril 5: Fraccion 4 del flujo que pasa en Q-Sepharosa (15 pl).
Carril 6: Fraccion 5 del flujo que pasa en Q-Sepharosa (15 pl). Carril 7: Fraccion de elucion 1 de Q-Sepharosa (30
ul). Carril 8: Fraccion de elucion 2 de Q-Sepharosa (2,5 pl, 10 ug). Carril 9: Fraccion de elucion 3 de Q-Sepharosa
(15 pl). Carril 10: Fraccion de elucion 4 de Q-Sepharosa (10 pl). Carril 11: Fraccién de elucion 5 de Q-Sepharosa (1
ul). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Safe Stain. La fraccion de elucion 2
de Q-Sepharosa (mostrada en el carril 8) se prepar6 para purificacion posterior.

La figura 39 proporciona purificacion preparativa en hidroxiapatita de tipo Il (20 micrometros) de CST-Il. Columna:
XK50 hidroxiapatita de tipo Il — 20 micrémetros (320 ml). Equilibrio: 5 volumenes de columna (VC) de fosfato de
sodio 10 mM, Tween-20 al 0,005%, pH 6,5 (tampdn A). Carga: Fraccién de elucion 2 de Q-Sepharosa (600 ml, figura
35) (pH ajustado, diluida, ajustada con Tween-20 y filtrada por 0,2 micrémetros: 4,2 L, pH = 6,54, conductividad = 4,0
ms/cm, A280 = 1,004 UA). La columna se lavé con 5 VC de tampén A. Elucién en gradiente de tampén B desde el 0-
100% durante 25 VC (tampdn B = cloruro de sodio 1,5 M, fosfato de sodio 10 mM, Tween-20 al 0,005%, pH 6,5), 5
VC de tampén B al 100%, seguido por 5 VC de fosfato de sodio 500 mM, pH 6,5. Velocidad de flujo: 39,3 ml/min
(120 cm/h). Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras de las fracciones para SDS-PAGE (figura 38) y ensayo de
CST-II- Se recogid la mezcla de fraccion de elucion 5 para purificacion posterior. FT = flujo que pasa.

La figura 40 proporciona un analisis por SDS-PAGE de las fracciones de la purificacion preparativa en hidroxiapatita
(HA) de tipo Il (20 micrémetros) de CST-Il. Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: Fraccion de elucion 2 de CST-Il de
Q-Sepharosa (10 pg). Carril 2: Fraccion del flujo que pasa 1 de HA (figura 39) (20 pl). Carril 3: Fraccion del flujo que
pasa 2 de HA (20 pl). Carril 4: Fraccion del flujo que pasa 3 de HA (20 pl). Carril 5: Fraccion del flujo que pasa 4 de
HA (20 pl). Carril 6: Fraccion del flujo que pasa 5 de HA (20 pl). Carril 7: Mezcla de elucién de HA 1 (20 pl). Carril 8:
Mezcla de elucion de HA 2 (20 pl). Carril 9: Mezcla de elucién de HA 3 (20 pl). Carril 10: Fraccion de eluciéon de HA 4
(20 pl). Carril 11: Fraccion de elucion de HA 5 (10 pg). Carril 12: Fracciéon de elucién de HA 6 (10 pl). Carril 13:
Fraccion de elucion de HA 7 (20 pl). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tiid mediante Simply Blue
Safe Stain. La fraccion de elucion 5 de hidroxiapatita de tipo Il (mostrada en el carril 11) se preparé para purificacion
posterior.

La figura 41 proporciona la purificacion preparativa en SP Sepharosa HP de CST-Il. Columna: XK50 SP-Sepharosa
HP (300 ml). Equilibrio: 5 volimenes de columna (VC) de MES 25 mM, Tween-20 al 0,005% (tampén A). Carga:
CST-Il parcialmente purificada por Q Sepharosa e hidroxiapatita de tipo Il (20 micrometros) (Mezcla de elucion de
HA 5, figura 37, 1,65 L) (dializada, diluida, filtrada por 0,2 micrémetros, 6 L, pH = 6,03, conductividad = 3,9 ms/cm
A280: 0,291 UA). La columna se lavé con 5 VC de tampon A. Gradiente de eluciéon de tampdn B desde el 0-50%
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durante 15 VC (Tampon B = NaCl 1 M en tampon A), mantener tampén B al 15% durante 1 VC, 5 VC de tampén B al
100%. Velocidad de flujo 39,3 ml/min (120 cm/h). Absorbancia a 280 nm. Se tomaron muestras de las fracciones
para SDS-PAGE (figura 40) y ensayo de CST-Il (tabla 7). Mezcla de elucion 2 de SP Sepharosa HP elegida para
procesamiento y formulacion adicional.

La figura 42 proporciona el andlisis por SDS-PAGE de las fracciones de la purificacion preparativa en SP-Sepharosa
HP de CST-Il. Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-Il purificada por Q-Sepharosa e hidroxiapatita de tipo Il
(20 micrometros) (fraccion de elucién 5, 19,4 ul, 10 ug). Carril 2: Mezcla flujo que pasa/lavado de SP-Sepharosa HP
(30 pl). Carril 3: Mezcla de eluciéon 1 de SP-Sepharosa HP (10 pg). Carril 4: Mezcla de elucion 2 de SP-Sepharosa
HP (10 pg). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Safe Stain. La mezcla de
elucion 2 de SP-Sepharosa HP (mostrada en el carril 4) se eligié para la formulacion final.

La figura 43 proporciona el analisis por SDS-PAGE de CST-Il formulada. Gel tefiido con Simply Blue Safe (A): Est =
See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: mezcla de fracciones 2 de SP-Sepharosa HP (figura 39, 10 pg). Carril 2: CST-II
formulada (10 pg). El gel de SDS PAGE de Tris-glicina del 4-20% se tifid mediante Simply Blue Stain Safe. Gel
tefido con plata (B): Est = See Blue Plus 2 (15 pl). Carril 1: CST-II formulada (8 ug). El gel de SDS PAGE de Tris-
glicina del 4-20% se tifié con el kit de tinciéon de plata Wako.

La figura 44 proporciona el analisis de pureza por HPLC de CST-ll formulada. Condiciones de RP HPLC Csj:
Columna; Zorbax 300SB-C3 (150 x 2,1 mm, 5 micrémetros), P/N 883750-909; S/N USL B001354. Detector:
Beckman System Gold 168, haz de diodo, UV 214 nm. Temperatura de la columna; 45°C. Velocidad de flujo: 0,6
ml/min. Eluyentes: A: TFA al 0,1% en agua; B: TFA al 0,09% en acetonitrilo. Gradiente: B al 40% de durante 1
minuto, después B del 40% al 60% en 20 minutos(1%/min), del 60% al 80% en 2 minutos, isocratico durante 1
minuto, del 80% al 40% en 2 minutos, isocratico de B al 40% durante 6 minutos. Inyeccién: 4 pyg de CST-II
purificada. El pico pequefio que eluye a 14,3 minutos es un fragmento de protedlisis de CST-Il (~10 kDa).

Descripcion detallada de lainvencién
I Introduccién

La presente invencion proporciona una proteina sialiltransferasa con etiqueta segun las reivindicaciones adjuntas
que se expresa en bacterias a niveles que son mayores que los de la proteina sialiltransferasa parental sin etiqueta.
La invenciéon también proporciona vectores de expresion y células huésped que se pueden usar para obtener los
niveles mayores de produccién de proteina.

1. Definiciones

Como se usa en el presente documento “polipéptido sialiltransferasa” se refiere a una proteina que tiene actividad
sialiltransferasa y que comprende el motivo A de sialiltransferasa y el motivo B de sialiltransferasa como se divulga
en el presente documento. Como se usa en el presente documento “motivo A de sialiltransferasa” se refiere a una
secuencia de aminoacidos encontrada en los polipéptidos sialiltransferasa, es decir, DVFRCNQFYFED/E, (SEQ ID
NO:11), y variantes conservativamente modificadas de esa secuencia. Por tanto, el motivo A de sialiltransferasa se
refiere a DVFRCNQFYFED, (SEQ ID NO:13) y DVFRCNQFYFEE, (SBQ ID NO:14), y variantes conservativamente
modificadas de esas secuencias, también. Como se usa en el presente documento “motivo B de sialiltransferasa” se
refiere a una secuencia de aminoacidos encontrada en polipéptidos sialiltransferasa, es decir, RITSGVYMC, (SEQ
ID NO:12) y variantes conservativamente modificadas de esa secuencia. En general, el motivo A de sialiltransferasa
se encuentra amino terminal respecto a sialiltransferasa B en un polipéptido sialiltransferasa. El espaciamiento entre
los dos motivos de sialiltransferasa no es critico. En algunas formas de realizacion, aproximadamente 30, 35, 40, 44,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 105 o 110 residuos de
aminoacidos separan los dos motivos. Tipicamente, el espaciamiento entre los dos motivos es entre, por ejemplo, 80
y 100 residuos o entre 90 y 95 residuos, y para algunas formas de realizacion habitualmente es, por ejemplo, 91, 92
o 93 residuos de aminoacidos. Los motivos de sialiliransferasa se describen adicionalmente en la solicitud
internacional PCT/CA2005/001432, presentada el 16 de septiembre de 2005. Las proteinas sialiltransferasas pueden
ser de organismos procariotas, tales como bacterias. En algunas formas de realizacion, las proteinas
sialiltransferasa son de Campylobacter. En una forma de realizacién mas, las proteinas sialiltransferasa son de
Campylobacter jejuni. Las proteinas sialiltransferasa de Campylobacter incluyen, por ejemplo, las proteinas Cstl,
Cstll y Cstlll.

En algunas formas de realizacion, la proteina sialiltransferasa se refiere a un polipéptido que tiene al menos el 95%,
el 96%, el 97%, el 98% o el 99% de identidad a SEQ ID NO:4. El polipéptido sialiltransferasa tiene actividad
sialiltransferasa, es decir, la proteina cataliza la transferencia de un sustrato donante, tal como una molécula
activada de acido sialico, a un sustrato aceptor, tal como un oligosacarido, glicolipido o glicoproteina. Este grupo de
polipéptidos sialiltransferasa incluye proteinas que catalizan la adicién del residuo de acido sialico en un enlace 02,3,
proteinas que catalizan la adiciéon del residuo de acido sidlico en un enlace a2,8, y proteinas de funcion dual que
catalizan la adicién del residuo de acido sialico en un enlace 02,3 y un enlace a2,8. En una forma de realizacion
preferida, el polipéptido sialiltransferasa es de Campylobacter jejuni, por ejemplo, un polipéptido CSTII. Los ejemplos
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de proteinas sialiltransferasa de Campylobacter se encuentran en, por ejemplo, la patente en EE UU No. 6.503.744
concedida el 7 de enero de 2003 y la patente en EE UU No. 6.699.705 concedida el 2 de marzo de 2004, que se
incorporan ambas en el presente documento mediante referencia; y secuencias divulgadas en los siguientes
nimeros de acceso: CAA40567, CAB73395, AAL09368, AAL36462, ZP_00322176, ZP_00321441, ZP_00155359;
ZP_00156191, AAL05990, AAG43979, AAKO03258, AAF13495, AAK96001, AAK91725, AAL06004, CAB73395,
AAL09368, NP_245125, y AAL36462.

Como se usa en el presente documento, un “polipéptido sialiltransferasa truncado” o variantes gramaticales, se
refiere a un polipéptido sialiltransferasa que se ha manipulado para eliminar al menos un residuo de aminoacido,
relativo al polipéptido sialiltransferasa salvaje que se da en la naturaleza, siempre que el polipéptido sialiltransferasa
truncado retenga actividad enzimatica. Por ejemplo, los polipéptidos Cst-l de C. jejuni que comprenden los
aminoacidos 1 a 285 son activos; los polipéptidos Cst-1l de C. jejuni que comprenden los aminoacidos 1 a 255 son
activos; y los polipéptidos Cst-1ll de C. jejuni que comprenden los aminoacidos 1 a 255 son activos.

Como se usa en el presente documento, una “proteina o polipéptido sialiltransferasa con etiqueta” se refiere a una
sialiltransferasa que esta codificado por una secuencia de acido nucleico que incluye la etiqueta de aminoacidos
MGS en el extremo amino de la proteina. En algunas formas de realizacion una proteina expresada por ese acido
nucleico empieza con la metionina del MGS. En otras formas de realizacion, se puede producir la degradacion
proteolitica de la proteina expresada y la proteina producida es una mezcla de proteinas, incluyendo proteinas que
empiezan con la metionina, glicina o serina de la etiqueta MGS o la metionina nativa de la sialiltransferasa. En una
forma de realizacion mas, la mayor parte de la proteina producida empieza con la glicina de la secuencia MGS. En
una forma de realizacion, entre el 50 y el 99% de la proteina sialiltransferasa con etiqueta empieza con la glicina de
la secuencia MGS. En otra forma de realizacion, el 50%, el 51%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el
85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, o el 99% de la proteina
sialiltransferasa con etiqueta empieza con la glicina de la secuencia MGS.

“Variantes conservadoramente modificadas” se aplica tanto a secuencias de aminoacidos como de acidos nucleicos.
Con respecto a secuencias particulares de acidos nucleicos, variantes conservadoramente modificadas se refiere a
esos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o sustancialmente idénticas, o donde el
acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas. Debido a la
degeneracion del cédigo genético, un gran numero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier
proteina determinada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU, todos codifican el aminoacido alanina. Por
tanto, en cada posicion donde una alanina se especifica por un codon, el codén se puede cambiar a cualquiera de
los codones correspondientes descritos sin cambiar el polipéptido codificado. Tales variaciones de acidos nucleicos
son “variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones conservadoramente modificadas. Cada secuencia
de acido nucleico en el presente documento que codifica un polipéptido también describe cada posible variacion
silenciosa del acido nucleico. El experto en la materia reconocera que cada codén en un acido nucleico (excepto
AUG, que es normalmente el Unico coddén para metionina, y TGG que es normalmente el Gnico codén para
triptéfano) se puede modificar para dar una molécula funcionalmente idéntica. Segun esto, cada variacion silenciosa
de un &cido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita con respecto al producto
de expresion, pero no con respecto a las secuencias sonda reales.

Con respecto a las secuencias de aminoacidos, el experto en la materia reconocera que las sustituciones,
deleciones o adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que cambia,
afade o deleciona un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es una
“variante conservadoramente modificada” donde el cambio produce la sustitucién de un aminoacido por un
aminoacido quimicamente similar. Las tablas de sustituciones conservadoras que proporcionan aminoacidos
funcionalmente similares se conocen bien en la técnica. Tales variantes conservadoramente modificadas son
ademas de y no excluyen variantes polimdrficas, homadlogos interespecie y alelos de la invencion.

Los expertos en la materia reconoceran que muchos aminoacidos se pueden sustituir entre si en una proteina sin
afectar la funciéon de la proteina, es decir, una sustitucién conservadora puede ser la base de una variante
conservadoramente modificada de una proteina tales como las sialiltransferasas divulgadas. Sigue una lista
incompleta de sustituciones conservadoras de aminoacidos. Los siguientes ocho grupos contienen cada uno
aminoacidos que son sustituciones conservadoras entre si: 1) alanina (A), glicina (G); 2) acido aspartico (D), acido
glutdmico (E); 3) asparragina (N), glutamina (Q); 4) Arginina (R), lisina (K); 5) isoleucina (1), leucina (L), metionina
(M), valina (V), alanina (A); 6) fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W); 7) serina (S), treonina (T), cisteina (C); y 8)
cisteina (C), metionina (M) (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

Las células y métodos de la invencion son utiles para producir un producto sialilado, en general transfiriendo un
grupo acido sidlico de un sustrato donante a una molécula aceptora. Las células y métodos de la invencién también
son utiles para producir un azucar producto sialilado que comprende residuos adicionales de azucar, en general
transfiriendo un monosacarido adicional o un grupo sulfato desde un sustrato donante a una molécula aceptora. La
adicion en general tiene lugar en el extremo no reductor de un oligosacarido, polisacarido (por ejemplo, heparina,
carragenina, y similares) o un grupo glucidico sobre un glicolipido o glicoproteina, por ejemplo, una biomolécula. Las
biomoléculas como se definen en el presente documento incluyen, pero no estan limitadas a, molécula
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biolégicamente significativas tales como hidratos de carbono, oligosacaridos, proteinas (por ejemplo, glicoproteinas)
y lipidos (por ejemplo, glicolipidos, fosfolipidos, esfingolipidos y gangliésidos).

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas:

Ara = arabinosilo;

Fru = fructosilo;

Fuc = fucosilo;

Gal = galactosilo;

GalNAc = N-acetilgalactosaminilo;
Glc = glucosilo;

GIcNAc = N-acetilglucosaminilo;
Man = manosilo; y

NeuAc = sialilo (N-acetilneuraminilo).

El término “acido sialico” o “grupo acido sialico” se refiere a cualquier miembro de una familia de azucares
carboxilados de nueve carbonos. EI miembro mas comun de la familia del acido sialico es el acido N-acetil-
neuraminico (acido 2-ceto-5-acetamido-3,5-dideoxi-D-glicero-D-galactononulopiranos-1-onico (con frecuencia
abreviado como Neu5Ac, NeuAc o NANA). Un segundo miembro de la familia es acido N-glicolil-neuraminico
(Neu5Gc o NeuGc), en el que el grupo N-acetilo de NeuA esta hidroxilado. Un tercer miembro de la familia del acido
sidlico es acido 2-ceto-3-desoxi-nonulosénico (KDN) (Nadano et al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 11550-11557;
Kanamori et al., J. Biol. Chem. 265: 21811-21819 (1990)). También se incluyen acidos sidlicos sustituidos en 9 tal
como un 9-O-acilo de C4-Cs-NeuS5Ac como 9-O-lactil-NeuS5Ac o 9-O-acetil-Neu5Ac, 9-desoxi-9-fluoro-NeuSAc y 9-
azido-9-desoxi-Neu5Ac. Para una revision de la familia del acido sidlico, véase, por ejemplo, Varki, Glycobiology 2:
25-40 (1992); Sialic Acids: Chemistry, Metabolism and Function, R. Schauer, Ed. (Springer-Verlag, Nueva York
(1992)). La sintesis y uso de los compuestos de acido sialico en un procedimiento de sialilacion se divulga en la
solicitud internacional WO 92/16640, publicada el 1 de octubre de 1992.

Un “sacarido producto sialilado” se refiere a un oligosacarido, polisacarido (por ejemplo, heparina, carragenina, y
similares) o un grupo glucidico, sin conjugar o conjugado a un glicolipido o glicoproteina, por ejemplo, una
biomolécula, que incluye un grupo acido sialico. Se puede usar cualquiera de los grupos de acido sialico anteriores
asi como derivados de acido sidlico PEGilados. En algunas formas de realizacion también se afiaden otros grupos
glucidicos, por ejemplo, fucosa, galactosa, glucosa, GalNAc o GIuNAc al sustrato aceptor para producir el sacarido
producto sialilado. Los ejemplos de sacaridos productos sialilados incluyen, por ejemplo, sialilactosa.

El término “PEG” se refiere a poli(etilenglicol). PEG es un polimero ejemplar que se ha conjugado a péptidos. Se ha
demostrado que el uso de PEG para derivar agentes terapéuticos peptidicos reduce la inmunogenicidad de los
péptidos y prolonga el tiempo de depuracion de la circulacion. Por ejemplo, la patente en EE UU No. 4.179.337
(Davis et al.) se refiere a péptidos no inmunogénicos, tales como enzimas y hormonas peptidicas acoplados a
polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol. Se usan entre 10 y 100 moles de polimero por mol de péptido y se
mantiene al menos el 15% de la actividad fisioldgica.

Un “sustrato aceptor” o un “sacarido aceptor” para una glicosiltransferasa, por ejemplo, una sialiltransferasa, es un
grupo oligosacarido que puede actuar como un aceptor para una glicosiltransferasa particular. Cuando el sustrato
aceptor se pone en contacto con la correspondiente glicosiltransferasa y un sustrato donante de azucar, y otros
componentes de la mezcla de reaccion necesarios, y la mezcla de reaccién se incuba durante un periodo de tiempo
suficiente, la glicosiltransferasa transfiere residuos de azucar del sustrato donante de azucar al sustrato aceptor. El
sustrato aceptor puede variar para diferentes tipos de una glicosiltransferasa particular. Segun esto, el término
“sustrato aceptor” se toma en contexto con la glicosiltransferasa particular de interés para una aplicacion particular.
En el presente documento se describen sustratos aceptores para sialiltransferasas y glicosiltransferasas adicionales.

Un “sustrato donante” para glicosiltransferasas es un nucleétido azucar activado. Los sustratos donantes para
sialiltransferasas, por ejemplo, son nucleétidos azucar activados que comprenden el acido sidlico deseado. Por
ejemplo, en el caso de NeuAc, el azicar activado es CMP-NeuAc. Los sistemas bacterianos, vegetales y fungicos,
algunas veces pueden usar otros nucleétidos azucar activados.

Se considera que los oligosacaridos tienen un extremo reductor y un extremo no reductor, sea o no el sacérido en el
extremo reductor de hecho un azucar reductor. Segun la nomenclatura aceptada, los oligosacaridos se representan
en el presente documento con el extremo no reductor a la izquierda y el extremo reductor a la derecha. Todos los
oligosacaridos descritos en el presente documento se describen con el nombre a abreviatura para el sacarido no
reductor (por ejemplo, Gal), seguido por la configuracién del enlace glicosidico (a o B), el enlace de anillo, la posicion
del anillo del sacarido reductor implicado en el enlace, y después el nombre o abreviatura del sacarido reductor (por
ejemplo, GIcNAc). El enlace entre dos azlcares se puede expresar, por ejemplo, como 2,3, 2—3, o (2,3). Cada
sacérido es una piranosa o furanosa.
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El término “poner en contacto” se usa en el presente documento de forma intercambiable con los siguientes:
combinado con, afadido a, mezclado con, pasado sobre, incubado con, deslizado sobre, etc.

Se pueden encontrar gran parte de la nomenclatura y procedimientos generales de laboratorio requeridos en esta
solicitud en Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. El manual se denomina de aqui en adelante “Sambrook et al.”

“Escala comercial” se refiere a produccion a escala de gramos de un producto sialilado en una unica reaccion. En
formas de realizacion preferidas, escala comercial se refiere a la produccion de mas de aproximadamente 50, 75,
80, 90, 100, 125, 150, 175 o0 200 gramos de producto sialilado.

Las proteinas recombinantes de la invencién se pueden construir y expresar como una proteina de fusién con una
“etiqueta de purificacién” molecular en un extremo, lo que facilita la purificacién o identificaciéon de la proteina. Tales
etiquetas también se pueden usar para la inmovilizacién de una proteina de interés durante la reaccion de
glicosilacion. Las etiquetas adecuadas incluyen “etiquetas epitopos”, que son una secuencia de proteina que es
especificamente reconocida por un anticuerpo. Las etiquetas epitopo en general se incorporan a proteinas de fusion
para permitir el uso de un anticuerpo facilmente disponible para detectar de forma inequivoca o aislar la proteina de
fusion. Una “etiqueta FLAG” es una etiqueta epitopo comunmente usada, reconocida especificamente por un
anticuerpo monoclonal anti-FLAG, que consiste en la secuencia AspTyrLysAspAspAspAsplLys o una variante
sustancialmente idéntica de la misma. Los expertos en la materia conocen otras etiquetas adecuadas, e incluyen,
por ejemplo, una etiqueta de afinidad tal como un péptido hexahistidina, que se unira a iones metalicos tales como
iones niquel o cobalto o una etiqueta myc. Las proteinas que comprenden etiquetas de purificacion se pueden
purificar usando un compafiero de unién que se une a la etiqueta de purificacién, por ejemplo, anticuerpos contra la
etiqueta de purificacion, iones o resinas de niquel o cobalto, y amilosa, maltosa o ciclodextrina. Las etiquetas de
purificacion también incluyen dominios de unién a maltosa y dominios de unién a almidon. Los expertos en la
materia conocen la purificacion de proteinas con dominios de unidon a maltosa. Los dominios de unién a almidon se
describen en el documento WO 99/15636. La purificacion de afinidad de una proteina de fusién que comprende un
dominio de unién a almidén usando una resina de betaciclodextrina (BCD) derivada se describe en el documento
USSN 60/468.374, presentado el 5 de mayo de 2003.

El término “acido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos en forma mono- o
bicatenaria, y a menos que se limite de otra manera, abarca analogos conocidos de nucledtidos naturales que
hibridan con acidos nucleicos de una manera similar a los nucleétidos naturales. A menos que se indique de otra
manera, una secuencia de acido nucleico particular incluye la secuencia complementaria de la misma. Los términos
acido nucleico, “secuencia de acido nucleico” y “polinucleétido” se usan de forma intercambiable en el presente
documento.

El término “operativamente unido” se refiere a la unién funcional entre un secuencia de control de la expresién de
acido nucleico (tal como un promotor, secuencia sefial, o haz de sitios de unién de factores de transcripcion) y una
segunda secuencia de acido nucleico, en donde la secuencia de control de expresion afecta a la transcripcion y/o
traduccion del acido nucleico correspondiente a la segunda secuencia.

El término “recombinante” cuando se usa con referencia a una célula indica que la célula replica un acido nucleico
heterdélogo, o expresa un péptido o proteina codificado por un acido nucleico heterélogo. Las células recombinantes
pueden contener genes que no se encuentran en la forma nativa (no recombinante) de la célula. Las células
recombinantes también pueden contener genes encontrados en la forma nativa de la célula en donde los genes se
modifican y reintroducen en la célula por medios artificiales. El término también abarca células que contienen un
acido nucleico enddégeno a la célula que se ha modificado sin eliminar el &acido nucleico de la célula; tales
modificaciones incluyen las obtenidas por reemplazo génico, mutacion especifica de sitio y técnicas relacionadas.

Un “acido nucleico recombinante” se refiere a un acido nucleico que se construyo artificialmente (por ejemplo,
formado por unién de dos fragmentos de acido nucleico naturales o sintéticos). Este término también aplica a acidos
nucleicos que se producen por replicacion o transcripcion de un acido nucleico que se construyé de forma artificial.
Un “polipéptido recombinante” se expresa por transcripcion de un acido nucleico recombinante (es decir, un acido
nucleico que no es nativo a la célula o que se ha modificado de su forma natural), seguido por la traduccion del
transcrito resultante.

Un “polinucledtido heterdlogo” o un “acido nucleico heterélogo”, como se usa en el presente documento, es uno que
se origina de una fuente exdgena a la célula huésped particular, o, si es de la misma fuente, estd modificado de su
forma original. Por tanto, un gen de glicosiltransferasa heterélogo en una célula huésped procariota incluye un gen
de glicosiltransferasa que es enddgena a la célula huésped particular pero que se ha modificado. La modificacion de
la secuencia heterdloga se puede producir, por ejemplo, tratando el ADN con una enzima de restriccion para generar
un fragmento de ADN que pueda estar operativamente unido a un promotor. Las técnicas tales como la mutagénesis
dirigida también son utiles para modificar una secuencia heteréloga.
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Una “subsecuencia” se refiere a una secuencia de acido nucleico o aminoacidos que comprende una parte de una
secuencia mas larga de acido nucleico o aminoacidos (por ejemplo, polipéptido), respectivamente.

Un “casete de expresion recombinante” o simplemente un “casete de expresion” es una construccion de acido
nucleico, generada de forma recombinante o sintética, con elementos de acido nucleico que pueden afectar la
expresion de un gen estructural en huéspedes compatibles con tales secuencias. Los casetes de expresion incluyen
al menos promotores y opcionalmente, sefiales de terminacion de la transcripcion. Tipicamente, el casete de
expresion recombinante incluye un acido nucleico que se va a transcribir (por ejemplo, un acido nucleico que codifica
un polipéptido deseado) y un promotor. También se pueden usar factores adicionales necesarios o utiles en efectuar
la expresion como se describe en el presente documento. Por ejemplo, un casete de expresion también puede incluir
secuencias de nucleotidos que codifican una secuencia sefial que dirige la secrecidon de una proteina expresada de
la célula huésped. También se pueden incluir en un casete de expresion sefales de terminacion de la transcripcion,
potenciadores y otras secuencias de acido nucleico que influyen la expresién génica.

Un “polipéptido de fusién sialiltransferasa” o un “polipéptido de fusion glicosiltransferasa” de la invencion es un
polipéptido que contiene un dominio catalitico de glicosiltransferasa y un segundo dominio catalitico de una enzima
accesoria (por ejemplo, una CMP-Neu5Ac sintetasa). El polipéptido de fusion es capaz de catalizar la sintesis de un
nucleétido azucar (por ejemplo, CMP-Neu5Ac) asi como la transferencia del residuo de azucar del nucleétido azucar
a una molécula aceptora. Tipicamente, los dominios cataliticos de los polipéptidos de fusidon seran al menos
sustancialmente idénticos a los de glicosiltransferasas y las proteinas de fusién de las que derivan los dominios
cataliticos. En algunas formas de realizaciéon, un polipéptido CMP-acido sidlico sintasa y un polipéptido
sialiltransferasa se fusionan para formar un Unico polipéptido. Los expertos en la materia conocen muchas enzimas
sialiltransferasa y se pueden usar en los métodos de la invencion. Por ejemplo, se describe una fusiéon entre un
polipéptido CMP-acido sidlico sintasa de Neisseria y una proteina sialiltransferasa de Neisseria en, por ejemplo, el
documento WO99/31224 y Gilbert et al., Nat Biotechnol. 16:769-72 (1998). Se pueden usar ofras fusiones en la
invencion, por ejemplo, entre un polipéptido CMP-acido sidlico sintasa de Neisseria y una sialiltransferasa de
Campylobacter.

Una “enzima accesoria”’, como se denomina en el presente documento, es una enzima que esta implicada en
catalizar una reaccioén que, por ejemplo, forma un sustrato u otro reactivo para una reaccion de glicosiltransferasa.
Una enzima accesoria puede, por ejemplo, catalizar la formacién de un nucleétido azicar que se usa como grupo
donante de azucar por una glicosiltransferasa. Una enzima accesoria también puede ser una que se usa en la
generacion de un nucledtido trifosfato que se requiere para la formacion de un nucleétido azucar, o en la generacion
del azucar que se incorpora en el nucleétido azucar.

Un “dominio catalitico” se refiere a una parte de una enzima que es suficiente para catalizar una reaccion enzimatica
que normalmente se lleva a cabo por la enzima. Por ejemplo, un dominio catalitico de una sialiltransferasa incluira
una parte suficiente de la sialiltransferasa para transferir un residuo de acido sialico de un donante de azucar a un
sacérido aceptor. Un dominio catalitico puede incluir una enzima entera, una subsecuencia de la misma, o puede
incluir secuencias adicionales de aminoacidos que no estan unidas a la enzima o subsecuencia como se encuentra
en la naturaleza.

El término “aislado” se refiere a material que esta sustancial o esencialmente libre de componentes que interfieren
con la actividad de una enzima. Para células, sacaridos, acidos nucleicos y polipéptidos de la invencion, el término
“aislado” se refiere a material que esta sustancial o esencialmente libre de componentes que normalmente
acompafian al material como se encuentra en su estado nativo. Tipicamente, los sacaridos, proteinas o acidos
nucleicos aislados de la invencién son al menos aproximadamente el 50%, el 55%, 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el
80% o el 85% puros, habitualmente al menos aproximadamente el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el
96%, el 97%, el 98% o el 99% puros, medido por la intensidad de la banda en un gel tefiido con plata u otro método
para determinar la pureza. Se puede indicar la pureza u homogeneidad por un nimero de medios bien conocidos en
la técnica, tales como electroforesis en gel de poliacrilamida de una muestra de proteina o acido nucleico, seguido
por visualizacién tras la tincién. Para ciertos fines se necesitara alta resoluciéon y se utilizara HPLC o un medio
similar para la purificacion. Para oligonucleétidos u otros productos sialilados, la pureza se puede determinar
usando, por ejemplo, cromatografia en capa fina, HPLC o espectroscopia de masas.

Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos o mas secuencias de acido nucleico o
polipéptidos, se refiere a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especificado de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para la
maxima correspondencia, medido usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o por
inspeccion visual.

La frase “sustancialmente idénticos”, en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos o0 mas
secuencias o subsecuencias que tienen al menos el 60%, preferiblemente el 80% o el 85%, lo mas preferiblemente
al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% de identidad de
nucledtidos o residuos de aminoacidos, cuando se comparan y alinean para la maxima correspondencia, medido
usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o por inspeccion visual. Preferiblemente, la
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identidad sustancial existe sobre una regiéon de la secuencia que tiene al menos aproximadamente 50 residuos de
longitud, mas preferiblemente sobre una region de al menos aproximadamente 100 residuos, y lo mas
preferiblemente las secuencias son sustancialmente idénticas sobre al menos aproximadamente 150 residuos. En
una forma de realizacion mas preferida, las secuencias son sustancialmente idénticas sobre la longitud entera de las
regiones codificantes.

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

El alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacién se puede realizar, por ejemplo, por el algoritmo de
homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la busqueda para el método de similitud
Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paquete de software genético de Wisconsin, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por inspeccién visual (véase, en general, Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing
Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (1995 Suplemento) (Ausubel)).

Los ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud
de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-410 y Altschuel et al. (1977) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente. El software para realizar los
analisis de BLAST esta publicamente disponible a través del Centro Nacional para Informaciéon de Biotecnologia
(www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo implica primero identificar pares de secuencias de alta puntuacion (HSP)
identificando palabas cortas de longitud W en la secuencia problema, que coincide o satisface alguna puntuacion
umbral de valor positivo T cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una base de datos de
secuencias. T se denomina umbral de puntuacién de palabra vecina (Altschul et al., anteriormente). Estas
coincidencias iniciales de palabras vecinas actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas
largas que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia durante tanto como se pueda aumentar la puntuaciéon acumulativa de alineamiento. Las puntuaciones
acumulativas se calculan usando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacién recompensa para
un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacién de penalizacion para residuos mal emparejados;
siempre < 0). Para secuencias de aminodacidos, se usa una matriz de puntuaciéon para calcular la puntuacion
acumulativa. La extension de las coincidencias de palabra en cada direccion se paran cuando: la puntuacion
acumulativa de alineamiento desciende en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; la puntuacion acumulativa
se hace cero o menor, debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de residuos de puntuaciéon negativa; o
se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad
y velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto una longitud
de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas hebras. Para secuencias
de aminoacidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10,
y la matriz de puntuacion BLOSUM®62 (véase Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915 (1989)).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA
90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la menor suma de
probabilidad (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la que se produjera una coincidencia entre
dos secuencias de nucleétidos 0 aminoacidos al azar. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una
secuencia de referencia si la menor suma de probabilidad en una comparacion del acido nucleico de prueba con el
acido nucleico de referencia es menor de aproximadamente 0,1, mas preferiblemente menor de aproximadamente
0,01 y los mas preferiblemente menor de aproximadamente 0,001.

Una indicacion adicional de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticos es
que el polipéptido codificado por el primer acido nucleico tenga inmunoldgicamente reactividad cruzada con el
polipéptido codificado por el segundo acido nucleico, como se describe posteriormente. Por tanto, tipicamente un
polipéptido es sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, donde los dos polipéptidos se
diferencian solo por sustituciones conservadoras. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son
sustancialmente idénticas es que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones rigurosas, como se describe a
continuacion.

La frase “que hibrida especificamente con”, se refiere a la unién, formacién de duplex o hibridacién de una molécula

solo a una secuencia de nucledtidos particular en condiciones rigurosas cuando esa secuencia esta presente en una
mezcla compleja de ADN o ARN (por ejemplo, celular total).
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El término “condiciones rigurosas” se refiere a las condiciones en las que una sonda hibridara con su subsecuencia
diana, pero no con otras secuencias. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en
circunstancias diferentes. Las secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mas altas. En
general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5°C menor que el punto de
fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tm es la temperatura (a una
fuerza iénica, pH y concentracion de acido nucleico definidas) a la que el 50% de las sondas complementarias a la
secuencia diana hibrida con la secuencia diana en equilibrio. (Como las secuencias diana en general estan
presentes en exceso, a la Tm, el 50% de las sondas estan ocupadas a equilibrio). Tipicamente, las condiciones
rigurosas seran esas en las que la concentracién de sal es menor de aproximadamente 1,0 N de i6n Na®,
tipicamente aproximadamente de 0,01 a 1,0 M de concentracion de i6n Na* (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la
temperatura es al menos aproximadamente 30°C para sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucledtidos) y al
menos aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo, mayores de 50 nucledtidos). Las condiciones
rigurosas también se pueden alcanzar con la adicion de agentes desestabilizantes tales como formamida. Para
amplificacion por PCR de alta rigurosidad, es tipica una temperatura de aproximadamente 62°C, aunque las
temperaturas de hibridacion muy rigurosas pueden variar desde aproximadamente 50°C hasta aproximadamente
65°C, dependiendo de la longitud y especificidad del cebador. Las condiciones de ciclo tipicas para amplificaciones
tanto muy como poco rigurosas incluyen una fase de desnaturalizacion de 90-95°C durante 30-120 segundos, una
fase de hibridacion que dura 30-120 segundos y una fase de extensién a aproximadamente 72°C durante 1-2
minutos. Los protocolos y directrices para reacciones de amplificacién poco y muy rigurosas estan disponibles, por
ejemplo, en Innis, et al. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications Academic Press, N.Y.

Las frases “se une especificamente a” o “especificamente inmunorreactivo con”, cuando se refieren a un anticuerpo
se refiere a una reaccion de union que es determinante de la presencia de la proteina u otro antigeno en presencia
de una poblacion heterogénea de proteinas, sacaridos y otros productos bioldgicos. Por tanto, en condiciones de
inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificados se unen preferentemente a un antigeno particular y no se
unen en cantidad significativa a otras moléculas presentes en la muestra. La unién especifica a un antigeno en tales
condiciones requiere un anticuerpo que se selecciona por su especificidad para un antigeno particular. Se puede
usar una variedad de formatos de inmunoensayos para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos
con un antigeno particular. Por ejemplo, los inmunoensayos ELISA en fase sdlida se usan rutinariamente para
seleccionar anticuerpos monoclonales especificamente inmunorreactivos con un antigeno. Véase, Harlow y Lane
(1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, para una descripcién de
formatos y condiciones de inmunoensayos que se pueden usar para determinar la inmunorreactividad especifica.

“Anticuerpo” se refiere a un polipéptido que comprende una region marco de un gen de inmunoglobulina o
fragmentos de los mismos que se une especificamente y reconoce un antigeno. Los genes reconocidos de
inmunoglobulinas incluyen los genes de las regiones constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu,
asi como la miriada de genes de la region variable de la inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como
kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las
clases de inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Tipicamente, la regién de unién a antigeno
de un anticuerpo sera la mas critica en la especificidad y afinidad de union.

Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) ejemplar comprende un tetramero. Cada tetramero esta
compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, cada par tiene una cadena “ligera” (aproximadamente
25 kDa) y una “pesada” (aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N de cada cadena define una regién variable de
aproximadamente 100 a 110 aminoacidos o més principalmente responsables para el reconocimiento del antigeno.
Los términos cadena ligera variable (V.) y cadena pesada variable (Vy) se refieren a estas cadenas ligera y pesada,
respectivamente.

Los anticuerpos existen, por ejemplo, como inmunoglobulinas intactas o como un numero de fragmentos bien
caracterizados producidos por la digestion con varias peptidasas. Por tanto, por ejemplo, la pepsina digiere un
anticuerpo por debajo de los enlaces disulfuro en la region bisagra para producir F(ab)’z, un dimero de Fab que él
mismo es una cadena ligera unida a Vy-Cnx1 por un puente disulfuro. El F(ab)', se puede reducir en condiciones
moderadas para romper el enlace disulfuro en la regién bisagra, convirtiendo de esta manera el dimero F(ab)'; en un
mondémero Fab’. El monémero Fab’ es esencialmente Fab con parte de la regiéon bisagra (véase, Fundamental
Immunology (Paul ed., 3% ed. 1993). Mientras que se definen varios fragmentos de anticuerpo en términos de la
digestiéon de un anticuerpo intacto, el experto apreciard que tales fragmentos se pueden sintetizar de nuevo
quimicamente o usando metodologia de ADN recombinante. Por tanto, el término anticuerpo, como se usa en el
presente documento, también incluye fragmentos de anticuerpo producidos por la modificacién de los anticuerpos
completos o los sintetizados de nuevo usando metodologias de ADN recombinante (por ejemplo, Fv de cadena
unica) o los identificados usando librerias de presentacion en fagos (véase, por ejemplo, McCafferty et al., Nature
348:552-554 (1990)).

Para la preparacién de anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos recombinantes, monoclonales o policlonales, se
pueden usar muchos métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Kohler & Milstein, Nature 256:495-497
(1975); Kozbor et al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et al., pp. 77-96 en Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985); Coligan, Current Protocols in Immunology (1991); Harlow & Lane, Antibodies, A
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Laboratory Manual (1988); y Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (22 ed. 1986)). Los genes que
codifican las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de interés se pueden clonar de una célula, por ejemplo, los
genes que codifican un anticuerpo monoclonal se pueden clonar de un hibridoma y usarse para producir un
anticuerpo monoclonal recombinante. También se pueden hacer genotecas que codifican cadenas pesadas y ligeras
de anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas o células plasmaticas. Las combinaciones aleatorias de
productos de genes de cadenas pesadas y ligeras generan un gran conjunto de anticuerpos con diferentes
especificidad antigénica (véase, por ejemplo, Kuby, Immunology (3% ed. 1997)). Las técnicas para la produccion de
anticuerpos de cadena Unica o anticuerpos recombinantes (patente en EE UU 4.946.778, patente en EE UU No.
4.816.567) se pueden adaptar para producir anticuerpos contra polipéptidos de esta invencion. Ademas, se pueden
usar ratones transgénicos u otros organismos tales como otros mamiferos, para expresar anticuerpos humanizados
o humanos (véase, por ejemplo, las patentes en EE UU No. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425;
5.661.016, Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368:856-859 (1994); Morrison,
Nature 368:812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14:845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology
14:826 (1996); y Lonberg & Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995)). De forma alternativa, se puede usar
tecnologia de presentacion en fagos para identificar anticuerpos y fragmentos Fab heteroméricos que se unen
especificamente a antigenos seleccionados (véase, por ejemplo, McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990);
Marks et al., Biotechnology 10:779-783 (1992)). Los anticuerpos también se pueden hacer biespecificos, es decir
capaces de reconocer dos antigenos diferentes (véase, por ejemplo, el documento WO 93/08829, Traunecker et al.,
EMBO J. 10:3655-3659 (1991); y Suresh et al., Methods in Enzymology 121:210 (1986)). Los anticuerpos también
pueden ser heteroconjugados, por ejemplo, dos anticuerpos o inmunotoxinas unidos covalentemente (véase, por
ejemplo, la patente en EE UU No. 4.676.980, documentos WO 91/00360; WO 92/200373; y EP 03089).

En una forma de realizacion, el anticuerpo se conjuga a un grupo “efector”. El grupo efector puede ser cualquier
nimero de moléculas, incluyendo grupos marcadores tales como marcadores radioactivos o marcadores
fluorescentes para su uso en ensayos diagndsticos.

La frase “se une especificamente (o selectivamente)’ a un anticuerpo o “especificamente (o selectivamente)
inmunorreacciona con”, cuando se refiere a una proteina o péptido, se refiere a un reacciéon de uniéon que es
determinante de la presencia de la proteina, con frecuencia en una poblacion heterogénea de proteinas y otros
productos biolégicos. Por tanto, en condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificados se
unen a una proteina particular al menos dos veces el nivel de fondo y mas tipicamente mas de 10 a 100 veces el
nivel de fondo. La unién especifica a un anticuerpo en tales condiciones requiere un anticuerpo que se selecciona
por su especificidad para una proteina particular. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales hechos contra la proteina
IgE, variantes polimérficas, alelos, ortélogos y variante conservadoramente modificadas, o variantes de ayuste, o
partes de las mismas, se pueden seleccionar para obtener solo esos anticuerpos policlonales que son
especificamente inmunorreactivos con proteinas IgE y no con otras proteinas. Esta seleccion se puede lograr
restando los anticuerpos que dan reaccién cruzada con otras moléculas. Se pueden usar una variedad de formatos
de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina particular. Por
ejemplo, los inmunoensayos ELISA en fase sélida se usan rutinariamente para seleccionar anticuerpos
monoclonales especificamente inmunorreactivos con un antigeno (véase, por ejemplo, Harlow & Lane, Antibodies, A
Laboratory Manual, (1988) para una descripcion de formatos y condiciones de inmunoensayos que se pueden usar
para determinar la inmunorreactividad especifica).

Un “antigeno” es una molécula que es reconocida y se une a un anticuerpo, por ejemplo, péptidos, hidratos de
carbono, moléculas organicas o moléculas mas complejas tales como glicolipidos y glicoproteinas. La parte del
antigeno que es la diana de la unién del anticuerpo es un determinante antigénico y un grupo funcional pequefio que
corresponde a Unico determinante antigénico se llama hapteno.

Un “marcador’” es una composicion detectable por medios espectroscéficos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, los marcadores utiles incluyen, **P, '®I, colorantes fluorescentes,
reactivos densos a los electrones, enzimas (por ejemplo, comunmente usadas en ELISA), biotina, digoxigenina o
haptenos y proteinas para los que estan disponibles antisueros o anticuerpos monoclonales (por ejemplo, el
polipéptido de SEQ ID NO: 3 se puede hacer detectable, por ejemplo, incorporando un radiomarcador en el péptido,
y usarse para detectar anticuerpos especificamente reactivos con el péptido).

El término “inmunoensayo” es un ensayo que usa un anticuerpo para unirse especificamente a un antigeno. El
inmunoensayo se caracteriza por el uso de propiedades de union especificas de un anticuerpo particular para aislar,
dirigirse a y/o cuantificar el antigeno.

El término “molécula soporte” significa una molécula inmunogénica que contiene determinantes antigénicos
reconocidos por células T. Una molécula soporte puede ser una proteina o puede ser un lipido. Una proteina soporte
se conjuga a un polipéptido para hacer el polipéptido inmunogénico. Las proteinas soporte incluyen hemocianina de
lapa californiana, hemocianina de cangrejo herradura y seroalbimina bovina.
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El término “adyuvante” significa una sustancia que aumenta de forma no especifica la respuesta inmune al antigeno.
Los adyuvantes incluyen adyuvante de Freund, completo o incompleto, adyuvante de oro Titermax, alumbre y LPS
bacteriano.

M. Polipéptidos sialiltransferasa

Los polipéptidos sialiltransferasa de la invencion tipicamente comprenden dos motivos: motivo A de sialiltransferasa,
DVFRCNQFYFEDV/E, y variantes conservadoramente modificadas de esa secuencia y motivo B de sialiltransferasa,
RITSGVYMC vy variantes conservadoramente modificadas de esa secuencia. En algunas formas de realizacion, los
polipéptidos sialiltransferasa comprenden el motivo A de sialiltransferasa DVFRCNQFYFED o DVFRCNQFYFEE, y
el motivo B de sialiltransferasa RITSGVYMC. Los polipéptidos sialiliransferasa de la invencion catalizan la
transferencia de un grupo de acido sialico de un sustrato donante a un sustrato aceptor.

En algunas formas de realizacién, los polipéptidos sialiltransferasa también comprenden otros residuos de
aminoacidos que parecen ser importantes para la actividad enzimatica. Por ejemplo, se ha resuelto la estructura de
Cst-1l de la cepa OH4384 de Campylobacter jejuni (véase, por ejemplo, Chiu et al., Nat. Struc. Mol. Biol. 11:163-170
(2004)). El analisis mutacional de la enzima Cst-ll demostré que, por ejemplo el residuo de arginina del motivo B de
sialiltransferasa se requiere para la actividad. El residuo de arginina del motivo B de sialiltransferasa se denomina
R129 en Cst-Il y se correlaciona con R165 de la secuencia consenso de sialiliransferasa de la figura 1. Otros
residuos de aminoacidos que parecen ser importantes para la actividad catalitica incluyen Y156 de Cst-Il, Y162 de
Cst-1l y H188 de Cst-Il. Por tanto, en algunas formas de realizacion, los polipéptidos sialiltransferasa comprenden el
motivo A de sialiltransferasa, el motivo B de sialiltransferasa y un residuo de aminoacido correspondiente a Y192
consenso; o el motivo A de sialiltransferasa, el motivo B de sialiltransferasa y un residuo de aminoacido
correspondiente a Y192 consenso y un residuo de aminoacido correspondiente a Y199 o H226 consenso; o el
motivo A de sialiltransferasa, el motivo B de sialiltransferasa y un residuo de aminoacido correspondiente a Y199
consenso; o el motivo A de sialiltransferasa, el motivo B de sialiltransferasa y un residuo de aminoacido
correspondiente a Y199 consenso y un residuo de aminoacido correspondiente a H226 consenso; o el motivo A de
sialiltransferasa, el motivo B de sialiltransferasa y un residuo de aminoacido correspondiente a H226 consenso; o el
motivo A de sialiltransferasa, el motivo B de sialiltransferasa y un residuo de aminoacido correspondiente a Y192
consenso, un residuo de aminoacido correspondiente a Y199 y un residuo de aminoacido correspondiente a H226
consenso.

Otros residuos de aminoacidos pueden ser importantes para la actividad enzimatica, basados en los datos
estructurales y se pueden incluir en los polipéptidos sialiltransferasa con motivos A y B de sialiliransferasa, por
ejemplo, residuos de aminoacidos correspondientes a los residuos consenso N44, N86, Q93, D190, F191, S198,
F215 o Y222. Los expertos en la materia notaran al revisar la figura 1, que en los residuos consenso S198, Y222 y
F215, se pueden tolerar otros aminoacidos. Ademas, N86 y Q93 se delecionan de polipéptidos sialiltransferasa, por
ejemplo, de algunos polipéptidos sialiltransferasa de H. influenzae. Los residuos de aminoacidos anteriores se
pueden incluir en un polipéptido sialiltransferasa, es decir, un polipéptido de forma Unica o en cualquier combinacion,
incluyendo combinaciones con residuos de aminoacidos correspondientes a Y192, Y199 o H226 consenso.

Los polipéptidos sialiltransferasa también se pueden modificar, siempre que mantengan actividad sialiltransferasa.
Las modificaciones incluyen truncamientos, descritos anteriormente, y, en algunas formas de realizacion,
mutagénesis dirigida de la proteina.

Se puede usar la mutagénesis dirigida para cambiar la especificidad del aceptor de un polipéptido sialiltransferasa
que comprende motivos de secuencia conservados. Algunos polipéptidos sialiltransferasas pueden sialilar una
molécula aceptora formando enlaces 02,3 y/o a2,8. Por ejemplo, las enzimas Cstll de las cepas OH4382, OH4384,
0:10 y O:41 de C. jejuni son todas capaces de formar enlaces 02,3 y/o 02,8. La mutaciéon de Asn51 a un residuo de
treonina eliminé la capacidad de Cstll de OH4382, OH4384 de afiadir acido sialico en un enlace a2,8. Sin embargo,
la mutacion de Thr51 a asparragina en una cepa monofuncional O:19, produjo una enzima que era capaz de afiadir
un acido sialico tanto en enlace 02,3 asi como 02,8 (véase, por ejemplo, Gilbert et al., J. Biol. Chem. 277:327-337
(2002).

La mutagénesis dirigida se puede usar para cambiar la actividad enzimatica o estabilidad global de proteina.
Ademas, una mutacion del residuo 1le53 a una serina o glicina en enzimas Cstll de las cepas OH4382, OH4384, de
C. jejuni produjo aumentos grandes de actividad enzimatica. Véase, por ejemplo, Chiu et al., Nat. Struc. Mol. Biol.
11:163-170 (2004).

V. Aislamiento de acidos nucleicos que codifican polipéptidos sialiltransferasa

Los expertos en la materia conocen los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos sialiltransferasa para su uso
en la presente invencion. Los acidos nucleicos adecuados (por ejemplo, ADNc, gendmico o subsecuencias (sondas))
se pueden clonar o amplificar por métodos in vitro tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la
reaccion en cadena de la ligasa (LCR), el sistema de amplificacion basado en transcripcion (TAS) o el sistema de
replicaciéon de secuencia autosostenida (SSR). Los expertos en la materia conocen muy bien de una amplia variedad
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de metodologias de amplificacion in vitro. Se encuentran ejemplos de estas técnicas e instrucciones suficientes para
dirigir a los expertos en la materia a través de muchos ejercicios de clonaciéon en Berger y Kimmel, Guide to
Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger);
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning - A Laboratory Manual (22 ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Press, NY, (Sambrook et al.); Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds.,
Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (1994
Suplemento) (Ausubel); Cashion et al., patente en EE UU numero 5.017.478; y Carr, Patente Europea No.
0.246.864.

Se puede preparar un ADN que codifica un polipéptido sialiltransferasa por cualquier método adecuado descrito
anteriormente, incluyendo, por ejemplo, clonaciéon y restriccion de secuencias apropiadas con enzimas de
restriccion. En una forma de realizacién preferida, los acidos nucleicos que codifican polipéptidos sialiltransferasa se
aislan por métodos de clonacién rutinarios. Se puede usar una secuencia de nucleétidos de un polipéptido
sialiltransferasa como se proporciona en, por ejemplo, SEQ ID NO:4 y 5, u otra base de datos de secuencias (véase
anteriormente) para proporcionar sondas que hibriden especificamente con un gen que codifica un polipéptido
sialiltransferasa; o con un ARNm que codifica un polipéptido sialiltransferasa (por ejemplo, en una transferencia de
tipo Southern o Northern). Una vez que se identifica el acido nucleico diana que codifica el polipéptido
sialiltransferasa, se puede aislar segun métodos estandar que conocen los expertos en la materia (véase, por
ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Vols. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory; Berger y Kimmel (1987) Methods in Enzymology, Vol. 152: Guide to Molecular Cloning Techniques, San
Diego: Academic Press, Inc.; o Ausubel et al. (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing y
Wiley-Interscience, Nueva York). Ademas, los acidos nucleicos aislados se pueden cortar con enzimas de restriccion
para crear acidos nucleicos que codifican el polipéptido sialiltransferasa de longitud total, o subsecuencias del
mismo, por ejemplo, que contienen subsecuencias que codifican al menos una subsecuencia de un dominio
catalitico de un polipéptido sialiltransferasa. Estos fragmentos de enzimas de restriccion, que codifican un
polipéptido sialiltransferasa o subsecuencias del mismo, se pueden ligar después, por ejemplo, para producir un
acido nucleico que codifica una proteina sialiltransferasa.

Un acido nucleico que codifica un polipéptido sialiltransferasa ¢, o una subsecuencia del mismo, se puede
caracterizar ensayando el producto expresado. Se pueden usar ensayos basados en la deteccion de las
propiedades fisicas, quimicas o inmunoldgicas de las proteinas expresadas. Por ejemplo, se puede identificar una
sialiltransferasa clonada por la capacidad de una proteina codificada por el acido nucleico para catalizar la
transferencia de un grupo acido sialico de un sustrato donante a un sustrato aceptor. En un método, se emplea
electroforesis capilar para detectar los productos de reaccion. Este ensayo muy sensible implica el uso de derivados
aminofenilo de sacarido o disacarido que estan marcados con fluoresceina como se describe en Wakarchuk et al.
(1996) J. Biol. Chem. 271 (45): 28271-276. Para ensayar para a2,3-sialiltransferasa, se usa Lac-FCHASE como
sustrato. Para ensayar para a2,8-sialiltransferasa, se usa GM3-FCHASE como sustrato. (Véase, por ejemplo, la
patente en EE UU No. 6.503.744). Se pueden detectar los productos de reaccion de otras glicosiltransferasas
usando electroforesis capilar, por ejemplo, para ensayar una enzima IgtC de Neisseria, se pueden usar FCHASE-
AP-Lac o FCHASE-AP-Gal, mientras que para la enzima IgtB de Neisseria un reactivo apropiado es FCHASE-AP-
GlcNAc (Wakarchuk, anteriormente). Otros métodos para la deteccidon de productos de reaccion oligosacaridos
incluyen cromatografia en capa fina y CG/EM y se divulgan en la patente en EE UU No. 6.503.744.

Ademas, un acido nucleico que codifica un polipéptido sialiltransferasa o una subsecuencia del mismo, se puede
sintetizar quimicamente. Los métodos adecuados incluyen el método del fosfotriéster de Narang et al. (1979) Meth.
Enzymol. 68: 90-99; el método del fosfodiéster de Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 109-151; el método de la
dietilfosforamidita de Beaucage et al. (1981) Tetra. Lett., 22: 1859-1862; y el método del soporte sélido de la patente
de EE UU No. 4.458.066. La sintesis quimica produce un oligonucleétido monocatenario. Este se puede convertir en
ADN bicatenario mediante hibridacién con una secuencia complementaria, o mediante polimerizacién con una ADN
polimerasa que usa la cadena sencilla como molde. El experto en la materia reconoce que mientras que la sintesis
quimica de ADN con frecuencia esta limitada a secuencias de aproximadamente 100 bases, se pueden obtener
secuencias mas largas por ligacién de secuencias mas cortas.

Los acidos nucleicos que codifican polipéptidos sialiltransferasas o subsecuencias de los mismos, se pueden clonar
usando métodos de amplificaciéon de ADN tal como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Por tanto, por
ejemplo, la secuencia o subsecuencia del acido nucleico se amplifica por PCR, usando un cebador sentido que
contiene un sitio de enzima de restriccion (por ejemplo, Ndel) y un cebador antisentido que contiene otro sitio de
enzima de restriccion (por ejemplo, Hindlll). Esto producira un acido nucleico que codifica el polipéptido o
subsecuencia sialiltransferasa deseado y que tiene sitios de enzimas de restriccion terminales. Este acido nucleico
se puede ligar después facilmente en un vector que contiene un acido nucleico que codifica la segunda molécula y
que tiene los sitios apropiados de enzimas de restriccion correspondientes. El experto en la materia puede
determinar los cebadores de PCR adecuados usando la informacién de secuencias proporcionada en GenBank u
otras fuentes. También se pueden afadir sitios apropiados de enzimas de restriccién al acido nucleico que codifica
la proteina sialiltransferasa o una subsecuencia de proteina de la misma por mutagénesis dirigida. El plasmido que
contiene la secuencia o subsecuencia de nucleétidos que codifica la sialiltransferasa se corta con las endonucleasas
de restriccion apropiadas y después se liga en un vector apropiado para amplificacion y/o expresion segun métodos
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estandar. Se encuentran ejemplos de técnicas suficientes para dirigir a expertos en la materia a través de métodos
de amplificacién in vitro en Berger, Sambrook y Ausubel, asi como Mullis et al., (1987) patente en EE UU No.
4,683,202; PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innis et al., eds) Academic Press Inc. San Diego,
CA (1990) (Innis); Arnheim & Levinson (1 de Octubre, 1990) C&EN 36-47; The Journal Of NIH Research (1991) 3:
81-94; (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173; Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87,
1874; Lomell et al. (1989) J. Clin. Chem., 35: 1826; Landegren et al., (1988) Science 241: 1077-1080; Van Brunt
(1990) Biotechnology 8: 291-294; Wu y Wallace (1989) Gene 4: 560; y Barringer et al. (1990) Gene 89: 117.

Algunos acidos nucleicos que codifican proteinas sialiltransferasas se pueden amplificar usando cebadores de PCR
basados en la secuencia de proteinas sialiliransferasa previamente identificadas, por ejemplo, Cst-I (véase, por
ejemplo, la patente en EE UU No. 6.689.604); Cst-Il (véase, por ejemplo, la patente en EE UU No. 6.503.744) y Cst-
lll. Los ejemplos de cebadores de PCR que se pueden usar para amplificar acidos nucleicos que codifican proteinas
sialiltransferasas incluyen los siguientes pares de cebadores:

Para acidos nucleicos de Cst-I:

CJ18F: 5’ (41-mero, sitio Ndel en cursiva)
5'C TTA GGA GGT CAT ATG ACA AGG ACT AGA ATG GAA AAT GAAC 3'

CJ40R: 3’ con cola de 6 His (60-mero, sitio Sall en cursiva, etiqueta (His)s_en negrita)
5 CC TAG GTC GACTCATTAGTG GTGATG GTG GTGATG TTCCCCTTTCTCAAACTCTCTCTTC 3"

Para acidos nucleicos de Cst-Il:
CJ-131: 5' CTTAGGAGGTCATATGAAAAAAGTTATTATTGCTGGAAATG 3'y
CJ-132: 5' CCTAGGTCGACTTATTTTCCTTTGAAATAATGCTTTATATC 3';

Para acidos nucleicos de Cst-IlI:
CstH-5p: 5' GGGGGGCATATGAGTATGAATATTAATGCTTTG 3'y
CstH-3p: 5' GGGGGGGTCGACTCATTATCTATTTTTATTTGCATATTTTTC 3'

En algunas bacterias, los acidos nucleicos que codifican la proteina sialiltransferasa se pueden aislar amplificando
un locus cromosoémico especifico, por ejemplo, el locus LOS de C. jejuni, y después identificar una sialiltransferasa
tipicamente encontrada en ese locus (véase, por ejemplo, la patente en EE UU No. 6.503.744). Los ejemplos de
cebadores de PCR que se pueden usar para amplificar un locus LOS que comprende los acidos nucleicos que
codifican la proteina sialiltransferasa incluyen los siguientes pares de cebadores:

CJ42: cebador en heptosilTasa-Il
5'GC CAT TAC CGT ATC GCC TAA CCA GG 3' 25-mero

CJ43: cebador en heptosilTasa-I
5' AAA GAA TAC GAA TTT GCT AAA GAG G 3' 25-mero.

Se pueden comparar otras propiedades fisicas de un polipéptido sialiliransferasa recombinante expresado de un
acido nucleico particular a las propiedades de sialiltransferasas conocidas para proporcionar otro método de
identificar secuencias o dominios adecuados del polipéptido sialiltransferasa que son determinantes de especificidad
del sustrato aceptor y/o actividad catalitica. De forma alternativa, se puede mutar un gen de polipéptido
sialiltransferasa putativo o gen de polipéptido sialiltransferasa recombinante y establecer su papel como una
sialiltransferasa, o el papel de secuencias o dominios, detectando una variacién en la estructura de un hidrato de
carbono normalmente producido por el polipéptido sialiltransferasa, sin mutar, natural o control. Los expertos en la
materia reconoceran que la mutacion o modificacion de polipéptidos sialiltransferasa de la invencion puede estar
facilitada por técnicas de biologia molecular para manipular los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos
sialiltransferasa, por ejemplo, PCR.

Se pueden identificar los dominios funcionales de polipéptidos sialiltransferasa recién identificados usando métodos
estandar para mutar o modificar los polipéptidos y probar las actividades tales como actividad de sustrato aceptor y/o
actividad catalitica, como se describe en el presente documento. Los dominios funcionales de los varios polipéptidos
sialiltransferasa se pueden usar para construir acidos nucleicos que codifican sialiltransferasas y los dominios
funcionales de uno o mas polipéptidos sialiltransferasa. Se puede probar después el sustrato aceptor deseado o la
actividad catalitica de estas proteinas de fusion multi-sialiltransferasa.

En un planteamiento ejemplar para clonar acidos nucleicos que codifican proteinas sialiltransferasa, las secuencias
conocidas de acido nucleico o aminoacidos de sialiltransferasas clonadas se alinean y comparan para determinar la
cantidad de identidad de secuencia entre varias sialiltransferasas. Esta informacion se puede usar para identificar y
seleccionar dominios de proteina que confieren o modulan actividades sialiltransferasa, por ejemplo, actividad de
sustrato aceptor y/o actividad catalitica basandose en la cantidad de identidad de secuencia entre las
sialiltransferasas de interés. Por ejemplo, se pueden usar dominios que tienen identidad de secuencia entre las
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sialiltransferasas de interés y que se asocian con una actividad conocida, para construir proteinas sialiltransferasas
que contienen ese dominio y que tienen la actividad asociada con ese dominio (por ejemplo, especificidad de
sustrato aceptor y/o actividad catalitica).

V. Expresiéon de polipéptidos sialiltransferasa en células huésped

En preferidas los polipéptidos sialiltransferasa con etiqueta de la invencién se expresan en células huéspedes E.
coli. En una forma de realizacion mas preferida, se usan las cepas JM109 o BNN93 de E. coli como células
huéspedes.

En otra forma de realizacion preferida, se usa el vector de expresidon pcWin2 para expresar la proteina
sialiltransferasa con etiqueta en una célula huésped E. coli. El vector pcWin2 es conocido. Véase, por ejemplo, el
documento WO/2005/067601 (2005).

Las proteinas sialiltransferasa de la invencion se pueden expresar en una variedad de células huésped, incluyendo
E. coli, otros huéspedes bacterianos y levadura. Las células huéspedes son preferiblemente microorganismos, tales
como, por ejemplo, células de levadura, células bacterianas o células fungicas filamentosas. Los ejemplos de células
huéspedes adecuadas incluyen, por ejemplo, Azotobacter sp. (por ejemplo, A. vinelandii), Pseudomonas sp.,
Rhizobium sp., Erwinia sp., Escherichia sp. (por ejemplo, E. coli), Bacillus, Pseudomonas, Proteus, Salmonella,
Serratia, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, Paracoccus y Klebsiella sp., entre muchas otras. Las células pueden ser de
cualquiera de varios géneros, incluyendo Saccharomyces (por ejemplo, S. cerevisiae), Candida (por ejemplo, C.
utilis, C. parapsilosis, C. krusei, C. versatilis, C. lipolytica, C. zeylanoides, C. guilliermondii, C. albicans y C.
humicola), Pichia (por ejemplo, P. farinosa y P. ohmeri), Torulopsis (por ejemplo, T. candida, T. sphaerica, T. xylinus,
T. famata y T. versatilis), Debaryomyces (por ejemplo, D. subglobosus, D. cantarellii, D. globosus, D. hansenii y D.
japonicus), Zygosaccharomyces (por ejemplo, Z. rouxii y Z. bailii), Kluyveromyces (por ejemplo, K marxianus),
Hansenula (por ejemplo, H. anomala y H. jadinii), y Brettanomyces (por ejemplo, B. lambicus y B. anomalus).
Ejemplos de bacterias Utiles incluyen, pero no estan limitados a, Escherichia, Enterobacter, Azotobacter, Erwinia,
Klebsielia, Bacillus, Pseudomonas, Proteus, y Salmonella.

Una vez expresados en una célula huésped, los polipéptidos sialiltransferasa se pueden usar para producir
productos sialilados. Por ejemplo, los polipéptidos sialiltransferasa se pueden aislar usando técnicas de purificacion
de proteinas estandar y usarse en reacciones in vitro descritas en el presente documento para hacer productos
sialilados. También se pueden usar los polipéptidos sialiltransferasa parcialmente purificados en reacciones in vitro
para hacer productos sialilados como se pueden las células huésped permeabilizadas. También se pueden usar las
células huéspedes en un sistema in vitro (por ejemplo, produccidn fermentativa) para producir productos sialilados.

Tipicamente, el polinucleétido que codifica los polipéptidos sialiltransferasa se coloca bajo el control de un promotor
que es funcional en la célula huésped deseada. Se conocen bien una variedad extremadamente amplia de
promotores y se pueden usar en los vectores de expresion de la invencién, dependiendo de la aplicacion particular.
Normalmente, el promotor seleccionado depende de la célula en que el promotor tiene que ser activo. También se
incluyen, opcionalmente, otras secuencias de control de la expresion, tales como sitios de union a ribosomas, sitios
de terminacion de la transcripcion y similares. Las construcciones que incluyen una o mas de estas secuencias de
control se denominan “casetes de expresion”. Segun esto, la invencién proporciona casetes de expresion en los que
se incorporan los acidos nucleicos que codifican proteinas de fusidon para expresion a alto nivel en una célula
huésped deseada.

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

Para la expresion de las proteinas sialiltransferasas en células procariotas diferentes de E. coli, se requiere un
promotor que funcione en la especie procariota particular. Tales promotores se pueden obtener de genes que se han
clonado de la especie, 0 se pueden usar promotores heterélogos. Por ejemplo, el promotor hibrido trp-lac funciona
en Bacillus ademas de E. coli.

Se incluye convenientemente un sitio de unién a ribosomas (RBS) en los casetes de expresion de la invencion. Un
RBS en E. coli, por ejemplo, consiste en una secuencia de nucleétidos de 3-9 nucledtidos de longitud localizada de
3-11 nucledtidos en 5’ del codén de iniciacion (Shine y Dalgarno, Nature (1975) 254: 34; Steitz, En Biological
regulation and development: Gene expression (ed. R.F. Goldberger), vol. 1, p. 349, 1979, Plenum Publishing, NY).
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Se pueden usar promotores constitutivos o regulados en la presente invencion. Los promotores regulados pueden
ser ventajosos porque las células huésped se pueden hacer crecer hasta altas densidades antes de que se induzca
la expresion de las proteinas de fusién. En algunas situaciones el alto nivel de expresiéon de proteinas heterélogas
reduce el crecimiento celular. Un promotor inducible es un promotor que dirige la expresién de un gen donde el nivel
de expresion es alterable por factores medioambientales o de desarrollo tales como, por ejemplo, temperatura, pH,
condiciones anaerobias o aerobias, luz, factores de transcripcion y agentes quimicos. Tales promotores se
denominan en el presente documento promotores “inducibles”, que permiten controlar el tiempo de expresion de la
glicosiltransferasa o enzima implicada en la sintesis del nucleétido azucar. Los expertos en la materia conocen
promotores inducibles para E. coli y otras células huéspedes bacterianas. Estos incluyen, por ejemplo, el promotor
lac, el promotor del bacteriéfago lambda Py, el promotor hibrido trp-lac (Amann et al. (1983) Gene 25: 167; de Boer
et al. (1983) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 80: 21), y el promotor del bacteriéfago T7 (Studier et al. (1986) J. Mol. Biol.;
Tabor et al. (1985) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 82: 1074-8). Estos promotores y su uso se discuten en Sambrook et
al., anteriormente. Un promotor inducible particularmente preferido para la expresién en procariotas es un promotor
dual que incluye un componente del promotor tac unido a un componente promotor obtenido de un gen o genes que
codifican enzimas implicadas en el metabolismo de la galactosa (por ejemplo, un promotor de un gen de UDP
galactosa 4-epimerasa (galE)). El promotor dual tac-gal, que se describe en la publicacion de la solicitud de patente
PCT No. WO98/20111.

Una construccion que incluye un polinucledtido de interés operativamente unido a sefiales de control de expresion
génicas que, cuando se coloca en una célula huésped apropiada, dirige la expresién del polinucleétido se denomina
un “casete de expresion”. Los casetes de expresion que codifican las proteinas de fusiéon de la invencion con
frecuencia se colocan en vectores de expresién para su introduccién en la célula huésped. Los vectores tipicamente
incluyen, ademas del casete de expresion, una secuencia de acido nucleico que permite que el vector se replique
independientemente en una o mas células huéspedes seleccionadas. En general, esta secuencia es una que
permite que el vector se replique independientemente del ADN cromosdmico del huésped e incluye origenes de
replicacién o secuencias de replicacion autonoma. Tales secuencias se conocen bien para una variedad de
bacterias. Por ejemplo, el origen del replicaciéon del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de las bacterias
gram negativas. De forma alternativa, el vector se puede replicar integrandose en el complemento genémico de la
célula huésped y replicandose segun la célula experimenta replicacion de ADN. Un vector de expresion preferido
para la expresion de las enzimas en células bacterianas es pTGK, que incluye un promotor dual tac-gal y que se
describe en la publicacién de la solicitud de patente PCT No. WO98/20111.

La construccion de construcciones de polinucleétidos en general requiere el uso de vectores capaces de replicarse
en bacterias. Una plétora de kits estan comercialmente disponibles para la purificacion de plasmidos de bacterias
(véase, por ejemplo, EasyPrepd, FlexiPrepJ, ambos de Pharmacia Biotech; StrataCleanJ, de Stratagene; y el
sistema de expresion QlAexpress, Qiagen). Los plasmidos aislados y purificados se pueden manipular después
adicionalmente para producir otros plasmidos y usar para transfectar células. También es posible la clonacién en
Streptomyces o Bacillus.

Con frecuencia se incorporan marcadores de seleccion en los vectores de expresion usados para expresar los
polinucledtidos de la invencion. Estos genes pueden codificar un producto génico, tal como una proteina, necesario
para la supervivencia o crecimiento de células huésped transfectadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo.
Las células huésped no transformadas con el vector que contiene el gen de seleccidén no sobreviviran en el medio de
cultivo. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a antibidticos u otras toxinas,
tales como ampicilina, neomicina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. De forma alternativa, los marcadores de
seleccion pueden codificar proteinas que complementan deficiencias auxotréficas o suministran nutrientes criticos no
disponibles de medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica D-alanina racemasa para bacilos. Con frecuencia,
el vector tendra un marcador de seleccién que es funcional en, por ejemplo, E. coli u otras células en las que el
vector se replica antes de ser introducido en la célula huésped. Los expertos en la materia conocen un numero de
marcadores de seleccion y se describen por ejemplo en Sambrook et al., anteriormente.

La construccién de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes enumerados anteriormente
emplea técnicas de ligacion estandar como se describe en las referencias citadas anteriormente. Los plasmidos
aislados o fragmentos de ADN se cortan, adaptan y vuelven a ligar en la forma deseada para generar los plasmidos
requeridos. Para confirmar las secuencias correctas en los plasmidos construidos, los plasmidos se pueden analizar
por técnicas estédndar tales como digestion con endonucleasas de restriccion y/o secuenciacion segun métodos
conocidos. Las técnicas de clonacién molecular para alcanzar estos extremos se conocen en la técnica. Los
expertos en la materia conocen bien una amplia variedad de métodos de clonacion y amplificacion in vitro
adecuados para la construccidén de acidos nucleicos recombinantes. Se encuentran ejemplos de estas técnicas e
instrucciones suficientes para dirigir a expertos en la materia a través de muchos ejercicios de clonacién en Berger y
Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA
(Berger); y Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, una empresa
conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (1994 Suplemento) (Ausubel).
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Se conocen bien en la técnica una variedad de vectores comunes adecuados para su uso como materiales de
partida para construir los vectores de expresion de la invencién. Para clonacion en bacterias, los vectores comunes
incluyen vectores derivados de pBR322 tales como pBLUESCRIPT™ y vectores derivados del fago A. En levaduras,
los plasmidos incluyen vectores de integracion en levadura (por ejemplo, YIp5) y plasmidos de replicacion en
levadura (los plasmidos de la serie YRp) y pGDP-2. La expresion en células de mamifero se puede alcanzar
utilizando una variedad de plasmidos comunmente disponibles, incluyendo pSV2, pBC12BI y p91023, asi como
vectores de virus liticos (por ejemplo, virus vaccinia, adenovirus y baculovirus), vectores de virus episomales (por
ejemplo, virus del papiloma bovino) y vectores retroviricos (por ejemplo, retrovirus murinos).

Los métodos para introducir los vectores de expresion en una célula huésped elegida no son particularmente
criticos, y tales métodos los conocen los expertos en la materia. Por ejemplo, los vectores de expresion se pueden
introducir en células procariotas, incluyendo E. coli, por transformacion con cloruro de calcio, y en células eucariotas
por tratamiento con fosfato de calcio o electroporacién. Otros métodos de transformacién también son adecuados.

Se puede usar acoplamiento de traduccidon para aumentar la expresiéon. La estrategia usa un marco abierto de
lectura corto en 5’ derivado de gen nativo muy expresado al sistema de traduccion, que se coloca en 3’ del promotor,
y un sitio de uniéon a ribosomas seguido después de unos pocos codones de aminodacidos por un codon de
terminacion. Justo antes del coddn de terminacion esta un segundo sitio de unién a ribosomas y después del coddn
de terminacion esta un coddn para la iniciacion de la traduccion. El sistema disuelve la estructura secundaria en el
ARN, lo que permite el inicio eficaz de la traduccion. Véase, Squires, et. al. (1988), J. Biol. Chem. 263: 16297-16302.

Los polipéptidos sialiltransferasa se pueden expresar intracelularmente, o se pueden secretar de la célula. La
expresion intracelular con frecuencia produce altos rendimientos. Si es necesario, la cantidad de proteina de fusién
activa, soluble se puede aumentar realizando procedimientos de replegamiento (véase, por ejemplo, Sambrook et
al., anteriormente; Marston et al., Bio/Technology (1984) 2: 800; Schoner et al., Bio/Technology (1985) 3: 151). En
formas de realizacion en las que los polipéptidos sialiltransferasa se secretan de la célula, en el periplasma o en el
medio extracelular, la secuencia de ADN esta unida a una secuencia de péptido sefal cortable. La secuencia sefial
dirige la translocacion de la proteina de fusion a través de la membrana celular. Un ejemplo de un vector adecuado
para su uso en E. coli que contiene una unidad promotor-secuencia sefial es pTA1529, que tiene el promotor y la
secuencia sefal de phoA de E. coli (véase, por ejemplo, Sambroook et al., anteriormente; Oka et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1985) 82: 7212; Talmadge et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77: 3988; Takahara et al., J.
Biol. Chem. (1985) 260: 2670). En otra forma de realizacién, las proteinas de fusion se fusionan a una subsecuencia
de proteina A o seroalbumina bovina (BSA), por ejemplo, para facilitar la purificacion, secrecion o estabilidad.

Se puede expresar mas de una proteina recombinante en una Unica célula huésped colocando multiples casetes
transcripcionales en un unico vector de expresion, o utilizando diferentes marcadores de selecciéon para cada uno de
los vectores de expresion que se emplean en la estrategia de clonacién.

VI. Purificacion de los polipéptidos sialiltransferasa con etiqueta

Las proteinas sialiliransferasa de la presente invenciéon se pueden expresar como proteinas intracelulares o como
proteinas que se secretan de la célula, y se pueden usar en esta forma, en métodos de la presente invencion. Por
ejemplo, se puede usar un extracto celular crudo que contiene el polipéptido sialiltransferasa expresado intracelular
o secretado en los métodos de la presente invencion.

De forma alternativa, el polipéptido sialiltransferasa se puede purificar segun procedimientos estandar de la técnica,
incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en
gel y similares (véase, en general, R. Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y. (1982), Deutscher, Methods
in Enzymology Vol. 182: Guide to Protein Purification., Academic Press, Inc. N.Y. (1990)). Se prefieren
composiciones sustancialmente puras de al menos aproximadamente el 70, el 75, el 80, el 85, el 90% de
homogeneidad, y el 92, el 95, del 98 al 99% o mas de homogeneidad son mas preferidas. Las proteinas purificadas
también se pueden usar, por ejemplo, como inmundégenos para la produccion de anticuerpos.

Para facilitar la purificacién de los polipéptidos sialiltransferasa de la invencion, los acidos nucleicos que codifican las
proteinas también pueden incluir una secuencia codificante para un segundo epitopo o “etiqueta epitopo” para el que
esta disponible un reactivo de union de afinidad, es decir, una etiqueta de purificacién. Ejemplos de epitopos
adecuados incluyen los genes indicadores myc y V-5; los vectores de expresion Utiles para la produccion
recombinante de proteinas de fusidon que tienen estos epitopos estan comercialmente disponibles (por ejemplo, los
vectores pcDNA3.1/Myc-His y pcDNA3.1/V5-His de Invitrogen (Carlsbad CA) son adecuados para la expresion en
células de mamifero). Los expertos en la materia conocen vectores de expresion adicionales adecuados para unir
una etiqueta al polipéptido sialiliransferasa de la invencion y los sistemas de deteccidon correspondientes, y varios
estan comercialmente disponibles (por ejemplo, FLAG” (Kodak, Rochester NY). Otro ejemplo de una etiqueta
adecuada es una secuencia de polihistidina, que es capaz de unirse a ligando de afinidad de quelatos metalicos.
Tipicamente, se usan seis histidinas adyacentes, aunque se pueden usar mas o menos de seis. Los ligandos de
afinidad de quelatos metalicos adecuados que pueden servir como el grupo de unién para una etiqueta de
polihistidina incluyen acido nitrilo-triacético (NTA) (Hochuli, E. (1990) "Purification of recombinant proteins with metal
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chelating adsorbents" En Genetic Engineering: Principles and Methods, J.K. Setlow, Ed., Plenum Press, NY;
comercialmente disponible de Qiagen (Santa Clarita, CA)).

Las etiquetas de purificacion también incluyen dominios de unién a maltosa y dominios de unién a almidén. Los
expertos en la materia conocen la purificacién de proteinas con dominios de unién a maltosa. Los dominios de unién
a almidon se describen en el documento WO 99/15636. La purificacion de afinidad de una proteina de fusion que
comprende un dominio de unién a almidéon usando una resina de betaciclodextrina (BCD) derivada se describe en el
documento USSN 60/468.374, presentada el 5 de mayo, 2003.

Los expertos en la materia conocen otros haptenos que son adecuados para su uso como etiquetas y se describen,
por ejemplo, en Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (62 Ed., Molecular Probes, Inc., Eugene
OR). Por ejemplo, dinitrofenol (DNP), digoxigenina, barbituratos (véase, por ejemplo, la patente en EE UU No.
5.414.085) y varios tipos de fuoréforos son utiles como haptenos, como lo son derivados de estos compuestos. Hay
kits comercialmente disponibles para unir haptenos y otros grupos a proteinas y otras moléculas. Por ejemplo,
cuando el hapteno incluye un tiol, se puede usar un enlazador heterobifuncional tal como SMCC para unir la etiqueta
a un residuo de lisina presente en el reactivo de captura.

El experto en la materia reconocera que se pueden hacer modificaciones a los dominios catalitico o funcional del
polipéptido sialiltransferasa sin disminuir su actividad biolégica. Se pueden hacer algunas modificaciones para
facilitar la clonacion, expresion o incorporacién del dominio catalitico en una proteina de fusion. Los expertos en la
materia conocen bien tales modificaciones e incluyen, por ejemplo, la adicion de codones en cualquier extremo del
polinucledtido que codifica el dominio catalitico para proporcionar, por ejemplo, una metionina afiadida en el extremo
amino para proporcionar un sitio de iniciacion, o aminoacidos adicionales (por ejemplo, poli His) colocados en
cualquier extremo para crear sitios de enzimas de restriccion convenientemente colocados o codones de terminacién
0 secuencias de purificacion.

Una vez purificadas, las proteinas sialiltransferasa de la invencion tipicamente se almacenan a baja temperatura, por
ejemplo, -20°C. Una manera de aumentar la estabilidad de y disminuir la agregacion de las proteinas
sialiltransferasa con etiqueta es almacenar las proteinas en soluciones que incluyen concentraciones relativamente
altas de glicerol. Por ejemplo, las proteinas sialiltransferasas con etiqueta de la invencion se pueden almacenar en
soluciones que comprenden entre el 20% y el 95% de glicerol. Por ejemplo, las soluciones de almacenamiento
pueden incluir, por ejemplo, el 20%, el 25%, el 30%, el 35%, el 40%, el 45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el
70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90% o el 95% de glicerol. En una forma de realizacién preferida, la solucién de
almacenamiento incluye entre el 40% y el 60% de glicerol. En otra forma de realizacion preferida, la solucion de
almacenamiento incluye glicerol aproximadamente al 50%. En otra forma de realizacion preferida, la solucién de
almacenamiento incluye glicerol al 50%.Si es necesario, las proteinas sialiliransferasa con etiqueta purificadas se
pueden introducir en un tampon o solucién de almacenamiento que incluya la concentracion de glicerol deseada. Los
expertos en la materia son conscientes de métodos para cambiar tampones o soluciones de almacenamiento, por
ejemplo, cromatografia de exclusién molecular, dialisis y filtracion, por ejemplo, filtracion de flujo tangencial. Estos
métodos de intercambio de tampdn se pueden practicar en cualquier paso del protocolo de purificacion de proteinas,
no solo como un paso final antes del almacenamiento de la proteina purificada.

VI. Proteinas de fusién de sialiltransferasa

En algunas formas de realizacion, las células recombinantes de la invencién expresan proteinas de fusiéon que tienen
mas de una actividad enzimatica que esta implicada en la sintesis de un oligosacarido sialilado deseado. Los
polipéptidos de fusion pueden estar compuestos de, por ejemplo, un polipéptido sialiltransferasa con etiqueta que se
une a una enzima accesoria, por ejemplo CMP-acido sialico sintasa. Las proteinas de fusién también se pueden
hacer usando dominios cataliticos u otros truncamientos de las enzimas. Por ejemplo, un polinucleétido que codifica
un polipéptido sialiltransferasa se puede unir, en el mismo marco de lectura, a un polinucleétido que codifica una
enzima implicada en la sintesis de CMP-acido sialico. La proteina de fusion resultante puede catalizar después no
solo la sintesis de la molécula de acido sialico activada, sino también la transferencia del grupo acido sidlico a la
molécula aceptora. La proteina de fusidén puede ser dos 0 mas enzimas del ciclo del acido sidlico unidas en una
secuencia de nucleétidos expresable. Los polipéptidos de fusidén de sialiltransferasa de la presente invencién se
pueden disefar y fabricar facilmente utilizando varias técnicas de ADN recombinante que conocen bien los expertos
en la materia. Se describen proteinas de fusion ejemplares en la solicitud de patente PCT PCT/CA98/01180, que se
publicé como W0O99/31224 el 24 de junio, 1999 y que divulga CMP-&cido sidlico sintasa de Neisseria fusionada con
una a2,3 sialiltransferasa de Neisseria. Los expertos en la materia reconoceran que se pueden fusionar muchos
otros polipéptidos CMP-acido sialico sintasa y sialiltransferasas para su uso en la invencion. En algunas formas de
realizaciéon, se fusiona una CMP-acido sidlico sintasa de Neisseria a una sialiltransferasa de C. jejuni. La
sialiltransferasa de C. jejuni (Cst) puede ser una enzima Cstl, Cstll o Cstlll. Se puede usar una version de longitud
completa o truncada del polipéptido sialiltransferasa de C. jejuni en la proteina de fusion de sialiltransferasa. En
algunas formas de realizacion, se expresa mas de un polipéptido de fusion de sialiltransferasa en la célula.

En algunas formas de realizacion, las células recombinantes de la invencidn expresan proteinas de fusion que tienen
mas de una actividad enzimatica que esta implicada en la adicién de al menos un residuo de azucar adicional, por
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ejemplo, un residuo no de acido sialico. Estos polipéptidos de fusion pueden estar compuestos de, por ejemplo, un
dominio catalitico de una glicosiltransferasa, por ejemplo, no una sialiliransferasa, que se une a un dominio catalitico
de una enzima accesoria. El dominio catalitico de la enzima accesoria puede, por ejemplo, catalizar un paso en la
formacion de un nucleétido azicar que es un donante para la glicosiltransferasa o una reaccién implicada en un ciclo
de glicosiltransferasa. Por ejemplo, un polinucleétido que codifica una glicosiltransferasa se puede unir, en el mismo
marco de lectura, a un polinucleétido que codifica una enzima implicada en la sintesis de un nucleétido azucar. La
proteina de fusion resultante puede catalizar después no solo la sintesis del nucleétido azucar, sino también la
transferencia del grupo azucar a la molécula aceptora. La proteina de fusién puede ser dos 0 mas enzimas del ciclo
unidas en una secuencia de nucledtidos expresable. Los polipéptidos de la presente invencion se pueden disefar y
fabricar facilmente utilizando varias técnicas de ADN recombinante que conocen bien los expertos en la materia. Se
describen proteinas de fusién adecuadas en la solicitud de patente PCT PCT/CA98/01180, que se public6 como
W099/31224 el 24 de junio, 1999, e incluye, por ejemplo, una UDP glucosa epimerasa fusionada en el mismo marco
de lectura a una galactosiltransferasa.

VIII. Sustratos donantes y sustratos aceptores

Los sustratos donantes adecuados usados por los polipéptidos sialiliransferasa con etiqueta y otras
glicosiltransferasas en los métodos de la invencion incluyen, pero no estan limitados a, UDP-Glc, UDP-GIcNAc,
UDP-Gal, UDP-GaINAc, GDP-Man, GDP-Fuc, UDP-GIcNAc y CMP-acido sialico y grupos de acido sialico activado.
Guo et al., Applied Biochem. and Biotech. 68: 1-20 (1997).

Tipicamente, los sustratos aceptores incluyen un residuo de galactosa terminal para la adicion de un residuo de
acido sialico mediante un enlace a2,3. Para la adicion de un residuo de acido sialico en un enlace 02,8, se une un
segundo residuo de acido sialico a un primer acido sialico mediante un enlace 02,8. Los ejemplos de aceptores
adecuados incluyen una Gal terminal que se une a GIcNAc o Glc por un enlace 31,4 y una Gal terminal que se une
por 1,3 a GlcNAc o GalNAc. Los aceptores adecuados incluyen, por ejemplo, aceptores galactosilo tales como
Galp1,4GIcNAc, Galp1,4GalNAc, GalB1,3GalNAc, lacto-N-tetraosa, GalB1,3GIcNAc, GalB1,3Ara, Gal1,6GIcNACc,
Galp1,4Glc (lactosa) y otros aceptores que conocen los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Paulson et al., J.
Biol. Chem. 253: 5617-5624 (1978)). El residuo terminal al que se une el acido sialico puede estar él mismo unido a,
por ejemplo, H, un sacarido, oligosacarido o un grupo aglucona que tiene al menos un atomo glucidico. En algunas
formas de realizacion, el residuo aceptor es una parte de un oligosacéarido que esta unido a una proteina, lipido o
proteoglicano, por ejemplo.

Los sustratos aceptores adecuados usados por los polipéptidos sialiltransferasa ¢ y los métodos de la invencion
incluyen, pero no estan limitados a, polisacaridos y oligosacaridos. Por ejemplo, la lactosa se puede sialilar para
formar una sialilactosa, por ejemplo, 3’ sialilactosa. Las sialiltransferasas descritas en el presente documento
también se pueden usar en sistemas multienzimaticos para producir un producto deseado a partir de un material de
partida conveniente.

Los sustratos aceptores adecuados usados por los polipéptidos sialiltransferasa y los métodos de la invencion
incluyen, pero no estan limitados a, proteinas, lipidos, gangliésidos y otras estructuras bioldgicas (por ejemplo,
células enteras) que se pueden modificar por los métodos de la invencion. Estos sustratos aceptores tipicamente
comprenderan las moléculas de polisacaridos u oligosacaridos descritas anteriormente. Las estructuras ejemplares,
que se pueden modificar por los métodos de la invencion incluyen cualquiera de un ndmero de estructuras de
glicolipidos, glicoproteinas e hidratos de carbono en células que conocen los expertos en la materia.

Los ejemplos de sustratos aceptores adecuados usados en reacciones catalizadas por sialiltransferasa, y los
ejemplos de sustratos aceptores adecuados usados en reacciones catalizadas por sialiltransferasa se describen en
Guo et al., Applied Biochem. and Biotech. 68: 1-20 (1997), pero no estan limitados a los mismos.

La presente invencion proporciona polipéptidos sialiltransferasa que se seleccionan por su capacidad para producir
oligosacaridos, glicoproteinas y glicolipidos que tienen los grupos de oligosacaridos deseados. De forma similar, si
estan presentes, las enzimas accesorias se eligen basandose en un sustrato azucar activado deseado o en un
azucar encontrado en el oligosacarido producto.

Para la sintesis de glicoproteinas, se pueden identificar facilmente polipéptidos sialiltransferasa adecuados haciendo
reaccionar varias cantidades de un polipéptido sialiltransferasa de interés (por ejemplo, 0,01-100 mU/mg de
proteina) con una glicoproteina (por ejemplo, de 1-10 mg/ml) a la que se une un oligosacarido que tiene un potencial
sitio aceptor para glicosilacion por la sialiliransferasa de interés. Se comparan las capacidades de proteinas
sialiltransferasa recombinantes de la presente invencion para afadir un residuo de azucar en el sitio aceptor
deseado, y se selecciona un polipéptido sialiltransferasa que tiene la propiedad deseada (por ejemplo, especificidad
de sustrato aceptor o actividad catalitica).

En general, la eficacia de la sintesis enzimatica de oligosacéridos, glicoproteinas y glicolipidos, que tienen los
grupos oligosacaridos sialilados deseados, se puede aumentar mediante el uso de polipéptidos sialiltransferasa
recombinantemente producidos de la presente invencién. Las técnicas recombinantes permiten la produccion de
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polipéptidos sialiliransferasa recombinantes en las grandes cantidades que se requieren para la modificacion de
glicoproteinas y glicolipidos a gran escala in vitro.

En algunas formas de realizacion, los oligosacaridos, glicoproteinas y glicolipidos adecuados para su uso por los
polipéptidos sialiltransferasa y los métodos de la invencién pueden ser glicoproteinas y glicolipidos inmovilizados
sobre un soporte sélido durante la reaccién de glicosilaciéon. El término “soporte soélido” también abarca soportes
semisdlidos. Preferiblemente, la glicoproteina o glicolipido diana se inmoviliza de forma reversible de modo que la
glicoproteina o glicolipido respectivos se puedan liberar después de completar la reaccion de glicosilacion. Los
expertos en la materia conocen muchas matrices adecuadas. Se pueden emplear, por ejemplo, intercambio i6nico
para inmovilizar temporalmente una glicoproteina o glicolipido sobre una resina apropiada mientras sigue la reaccion
de glicosilacién. También se puede usar un ligando que se une especificamente a la glicoproteina o glicolipido de
interés para la inmovilizacion por afinidad. Por ejemplo, los anticuerpos que se unen especificamente a una
glicoproteina son adecuados. Ademas, donde la glicoproteina de interés es ella misma un anticuerpo o contiene un
fragmento del mismo, se puede usar proteina A o G como la resina de afinidad. También son adecuados colorantes
y otras moléculas que se unen especificamente a una glicoproteina o glicolipido de interés.

Preferiblemente, cuando el sacarido aceptor es una versién truncada de la glicoproteina de longitud total,
preferiblemente incluye la subsecuencia biolégicamente activa de la glicoproteina de longitud total. Subsecuencias
biolégicamente activas ejemplares incluyen, pero no estan limitadas a, sitios activos de enzimas, sitios de unién a
receptores, sitios de union a ligandos, regiones determinantes de complementariedad de anticuerpos y regiones
antigénicas de antigenos.

En una forma de realizacion las proteinas sialiltransferasa con etiqueta de la invencion se usan para afiadir residuos
de acido sialico a una proteina eritropoyetina. Los residuos de acido sidlico afiadidos pueden estar modificados, por
ejemplo, un residuo de acido sidlico PEGilado. Las proteinas sialiltransferasa con etiqueta se pueden purificar antes
de usarlas en una reaccion de sialilacion. Los métodos enzimaticos de adicion de residuos de acido sidlico,
incluyendo acido sidlico PEGilado, a proteinas tales como eritropoyetina, se divulgan en el documento WO
2006/127910.

IX. Produccién de productos sialilados

Los polipéptidos sialiltransferasa con etiqueta se pueden usar para hacer productos sialilados en mezclas de
reaccion in vitro o por reacciones in vivo, por ejemplo, por crecimiento fermentativo de microorganismos
recombinantes que comprenden los nucleétidos que codifican los polipéptidos sialiltransferasa con etiqueta.

A. Reacciones in vitro

Los polipéptidos sialiltransferasa con etiqueta se pueden usar para hacer productos sialilados en mezclas de
reaccion in vitro. Las mezclas de reaccion in vitro pueden incluir microorganismos permeabilizados que comprenden
los polipéptidos sialiltransferasa, polipéptidos sialiltransferasa parcialmente purificados o polipéptidos
sialiltransferasa purificados; asi como sustratos donantes, sustratos aceptores y tampones de reaccion apropiados,
Para las reacciones in vitro, las proteinas glicosiltransferasa recombinantes, tales como polipéptidos sialiltransferasa,
sustratos aceptores, sustratos donantes y otros ingredientes de la mezcla de reaccién se combinan mediante mezcla
en un medio de reaccién acuoso. Se pueden usar glicosiltransferasas adicionales en combinacién con los
polipéptidos sialiltransferasa, dependiendo del producto sialilado deseado. El medio generalmente tiene un valor de
pH desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 8,5. La seleccién de un medio se basa en la capacidad del
medio de mantener el valor de pH al nivel deseado. Por tanto, en algunas formas de realizacion, el medio esta
tamponado a un valor de pH de aproximadamente 7,5. Si no se usa un tampén, el pH del medio se debe mantener
desde aproximadamente 5 hasta 8,5 dependiendo de la glicosiltransferasa particular usada. Para
fucosiltransferasas, el intervalo de pH preferiblemente se mantiene desde aproximadamente 6,0 hasta 8,0. Para
sialiltransferasas, el intervalo es preferiblemente desde aproximadamente 5,5 hasta aproximadamente 8,0.

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

La mezcla de reaccién puede incluir cationes metalicos divalentes (Mgz+, Mn2+), El medio de reaccién también puede
comprender detergentes solubilizantes (por ejemplo, Triton o SDS) y solventes organicos tales como metanol o
etanol, si es necesario. Las enzimas se pueden utilizar libres en solucién o se pueden unir a un soporte tal como un
polimero. Por tanto, la mezcla de reaccion es sustancialmente homogénea al principio, aunque se puede formar algo
de precipitado durante la reaccion.

La temperatura a la que lleva a cabo un proceso anterior puede variar desde justo por encima de la congelacion a la
temperatura a la que la enzima mas sensible se desnaturaliza. Ese intervalo de temperatura es preferiblemente
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desde aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 45°C, y mas preferiblemente desde aproximadamente 20°C
hasta aproximadamente 37°C.

La mezcla de reacciéon asi formada se mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para obtener el alto
rendimiento deseado de determinantes de oligosacaridos deseados presentes en los grupos oligosacaridos unidos a
la proteina que se va a glicosilar. Para preparaciones a gran escala, con frecuencia se dejara que la reaccion siga
durante aproximadamente 0,5-240 horas, y mas tipicamente entre aproximadamente 1-18 horas.

B. Reacciones in vivo

Los polipéptidos sialiltransferasa con etiqueta se pueden usar para hacer productos sialilados en reacciones in vivo,
por ejemplo, crecimiento fermentativo de microorganismos recombinantes que comprenden los polipéptidos
sialiltransferasa. El crecimiento fermentativo de microorganismos recombinantes se puede producir en presencia de
medio que incluye un sustrato aceptor y un sustrato donante o un precursor de un sustrato donante, por ejemplo,
acido sialico. Véase, por ejemplo, Priem et al., Glycobiology 12:235-240 (2002). El microorganismo absorbe el
sustrato aceptor y el sustrato donante o el precursor de un sustrato donante y la adicion del sustrato donante al
sustrato aceptor tiene lugar en la célula viva. El microorganismo se puede alterar para facilitar la absorcion del
sustrato aceptor, por ejemplo, expresando una proteina transportadora de azucar. Por ejemplo, donde la lactosa es
el sacarido aceptor, se pueden usar células de E. coli que expresan la permeasa LacY. Se pueden usar otros
métodos para disminuir la rotura de un sacarido aceptor o para aumentar la produccién de un sacarido donante o un
precursor del sacarido donante. En algunas formas de realizacién, la producciéon de productos sialilados aumenta
por la manipulacién del microorganismo huésped. Por ejemplo, en E. coli, se puede minimizar la rotura del &cido
sialico usando un cepa huésped que carece de CMP-sialato sintasa (NanA-). (En E. coli, la CMP-sialato sintasa
parece ser una enzima catabdlica). También en E. coli, cuando la lactosa es, por ejemplo, el sacarido aceptor o un
intermedio en la sintesis del producto sialilado, se puede minimizar la rotura de la lactosa usando células huésped
que son LacZ-. Los métodos para la sintesis in vivo de oligosacaridos, incluyendo oligosacaridos que contienen
acido sialico, se encuentran en, por ejemplo, Samain y Priem WO/2001/004341 (2001) y Johnson et al.,
WO/2006/034225 (2006).

C. Caracterizacion de y aislamiento de productos sialilados

La producciéon de productos sialilados se puede seguir, por ejemplo, determinando que la producciéon de los
productos deseados se ha producido o determinando que un sustrato tal como el sustrato aceptor se ha agotado.
Los expertos en la materia reconoceran que los productos sialilados tal como un oligosacarido, se pueden identificar
usando técnicas tales como cromatografia, por ejemplo usando papel o placas de TLC, o por espectrometria de
masas, por ejemplo, espectrometria MALDI-TOF o por espectroscopia de RMN. Los expertos en la materia conocen
los métodos de identificacion de los productos sialilados y se encuentran, por ejemplo, en la patente en EE UU No.
6.699.705 y en Varki et al., Preparation and Analysis of Glycoconjugates, en Current Protocols in Molecular Biology,
Capitulo 17 (Ausubel et al. eds, 1993).

En algunas formas de realizacién, los polipéptidos sialiltransferasa con etiqueta y los métodos de la presente
invencidn se usan para sintetizar enzimaticamente una glicoproteina o glicolipido que tiene un patrén de glicosilacion
sustancialmente uniforme. Las glicoproteinas y glicolipidos incluyen un sacarido u oligosacarido que se une a una
proteina, glicoproteina, lipido o glicolipido para el que se desea una alteracion de glicoforma. El sacarido u
oligosacarido incluye una estructura que puede funcionar como un sustrato aceptor para una glicosiltransferasa.
Cuando el sustrato aceptor se glicosila, el grupo oligosacarido deseado se forma. El grupo oligosacarido deseado es
uno que imparte la actividad biolégica deseada a la glicoproteina o glicolipido al que se une. En las composiciones
de la invencion, el residuo de sacarido preseleccionado se une a al menos aproximadamente el 30% de los
potenciales sitios aceptores de interés. Mas preferiblemente, el residuo de sacarido preseleccionado se une a al
menos aproximadamente el 50% de los potenciales sustratos aceptores de interés y aun mas preferiblemente a al
menos el 70% de los potenciales sustratos aceptores de interés. En situaciones en las que la glicoproteina o
glicolipido de partida muestra heterogeneidad en el grupo de oligosacarido de interés (por ejemplo, algunos de los
oligosacaridos en la glicoproteina o glicolipido de partida ya tienen el residuo de sacarido preseleccionado unido al
sustrato aceptor de interés), los porcentajes descritos incluyen tales residuos de sacaridos preunidos.

El término “alterado” se refiere a la glicoproteina o glicolipido de interés que tienen un patréon de glicosilacion que,
después de la aplicacion de los polipéptidos sialiltransferasa y los métodos de la invencion, es diferente del
observado en la glicoproteina originalmente producida. Un ejemplo de tales glicoconjugados son glicoproteinas en
las que las glicoformas de las glicoproteinas son diferentes de las encontradas en la glicoproteina cuando se
produce por células del organismo al que la glicoproteina es nativa. También se proporcionan polipéptidos
sialiltransferasa y métodos de usar tales proteinas para sintetizar enzimaticamente glicoproteinas y glicolipidos en
los que el patron de glicosilacion de estos glicoconjugados se modifica comparado con el patron de glicoconjugados
originalmente producidos por una célula huésped, que puede ser de la misma especie o de una diferente que las
células donde se producen los glicoconjugados nativos.
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Se pueden evaluar diferencias en los patrones de glicosilaciéon no solo mediante un analisis estructural de las
glicoproteinas y glicolipidos, sino también mediante la comparacion de una o mas actividades biolégicas de los
glicoconjugados. Por ejemplo, una glicoproteina que tiene una “glicoforma alterada” incluye una que exhibe una
mejora en una o mas actividades biolégicas de la glicoproteina después de la reaccién de glicosilacion comparada
con la glicoproteina sin modificar. Por ejemplo, un glicoconjugado alterado incluye uno que, después de aplicar los
polipéptidos sialiltransferasa y los métodos de la invencién, muestra mayor afinidad de unién a un ligando o receptor
de interés, una mayor semivida terapéutica, antigenicidad reducida, y direccionamiento a tejidos especificos. La
cantidad de mejora observada preferiblemente es estadisticamente significativa, y es mas preferiblemente al menos
aproximadamente un 25% de mejora, y aun mas preferiblemente es al menos aproximadamente el 30%, el 40%, el
50%, el 60%, el 70% e incluso aun mas preferiblemente es al menos el 80%, el 90% o el 95%.

Los productos producidos usando polipéptidos sialiltransferasa se pueden usar sin purificacién. Sin embargo, se
pueden usar técnicas estandar, bien conocidas, por ejemplo, cromatografia en capa fina o gruesa, cromatografia de
intercambio i6nico o filtracién en membrana, para la recuperacion de sacaridos glicosilados. Ademas, por ejemplo,
se puede usar la filtracion en membrana, que utiliza una membrana de nanofiltracién u osmética inversa como se
describe en la patente en AU No. 735695 cedida en comun. Como un ejemplo adicional, se puede usar la filtracion
en membrana en donde las membranas tienen un limite de peso molecular de aproximadamente 1000 hasta
aproximadamente 10.000 Dalton para eliminar proteinas. Como otro ejemplo, se puede usar después nanofiltracion
u 6smosis inversa para eliminar sales. Las membranas nanofiltro son una clase de membranas de 6smosis inversa
que pasan sales monovalentes pero retienen sales polivalentes y solutos sin carga mayores de aproximadamente
200 hasta aproximadamente 1000 dalton, dependiendo de la membrana usada. Por tanto, por ejemplo, los
oligosacéridos producidos por las composiciones y métodos de la presente invencion pueden ser retenidos en la
membrana y las sales contaminantes la atravesaran.

Se debe advertir que como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un/una” y “el/la” incluyen referentes plurales a menos que el contexto claramente dicte otra cosa. Por
tanto, por ejemplo, la referencia a “un acido nucleico” incluye una pluralidad de tales acidos nucleicos vy la referencia
a “el polipéptido” incluye referencias a uno o mas polipéptidos y equivalentes del mismo que conocen los expertos
en la materia, etcétera.

Las publicaciones discutidas en el presente documento se proporcionan solamente por su divulgacion antes de la
fecha de presentaciéon de la presente solicitud. Nada en el presente documento se debe interpretar como una
admisién de que la presente invencion no tiene derecho a preceder tal publicaciéon en virtud de una invencion
anterior. Ademas, las fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion
reales que puede ser necesario confirmar independientemente.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de vectores de expresion de CSTII

Se aislo el acido nucleico de la sialiltransferasa Il de Campylobacter (CSTII) del plasmido pcWori/CSTII. Véase, por
ejemplo, Gilbert, et al., J. Biol. Chem., 275: 3896-3906 (2000). Las células huésped de E. coli se cultivaron en 250 ml
de medio L Martone con ampicilina 10 mg/ml durante aproximadamente 16 horas. Las células se recogieron
después por centrifugacién a 5000 RPM durante 15 minutos a 4°C. El ADN de plasmido se aislé como se describe
en el manual que acompanfa el kit Qiagen HiSpeed Plasmid Maxi.

Usando la técnica de PCR, se afiadid un sitio BamHI inmediatamente antes del ATG de iniciacion de Cstll. Se
introdujeron codones de terminacion dobles seguidos por un sitio Xhol en el extremo 3’ del gen Cstll. La proteina
codificada por esta construccion abarca la secuencia de la proteina natural para Cst-ll con tres aminoacidos
adicionales (MGS) en el extremo amino (SEQ ID NO:2). Después de subclonar el fragmento BamHI-Xhol en el
vector de expresion pcWin2, se transformaron células E. coli competentes (células TOP10, Invitrogen) con la mezcla
de ligacion.

Se seleccionaron transformantes en placas de agar de LB de Martone que contenian 50 microgramos/ml de
kanamicina. Se seleccionaron colonias de las placas de kanamicina y se cultivaron en medio liquido con kanamicina.
Se aislé el ADN de plasmido usando un kit de miniprep Qiaprep de Qiagen. EI ADN de plasmido se incub6 con
enzimas de digestion de restriccion Ndel y Xhol, ambas de New England Biolabs. EI ADN digerido se analiz6é en un
gel de agarosa para determinar el patréon de restriccion del plasmido. Se selecciond un plasmido con el patron de
restriccion esperado para la insercion de CSTIl en pcWin2 y se secuencid en ambas hebras, confirmando la
secuencia de acido nucleico de CSTII esperada.

Se construyé un segundo plasmido de CSTII (pNT2) para eliminar el codén de iniciacion en 5. pNT2 se genero de
pNT1 usando PCR y los cebadores apropiados. La secuencia de pNT2 se determind por secuenciacion de doble
cadena. Las secuencias de acido nucleico de CSTII 5 de pNT1 y pNT2 se muestran en la figura 1, como lo son las
secuencias de aminoacidos N-terminales.
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Ejemplo 2: Expresién de la proteina CSTII

Se probd la expresion de la proteina CSTII de los plasmidos pNT1 y pNT2 cultivando células BNN93 transformadas
a una escala de 10 L y aislando proteina de las células. El plasmido de expresién pNT2 no expresé proteina CSTII.
El plasmido de expresién pNT1 si expresd proteina CSTII (datos no mostrados). Se analizé la secuencia de la
proteina CSTII expresada del plasmido pNT1. La proteina CSTIl expresada empieza con MGS MKK y también se
expresa establemente con GSMKK y MKK en el extremo N de la proteina, confirmado por secuenciacion N-terminal
de la proteina.

Se determinaron las condiciones de fermentacion para expresion mejorada de CSTIl a partir de pNT1. Los
parametros probados incluian: 1) fermentacion en medio simple (designado E1.0) o medio rico (designado E6.0); 2)
seleccion de la linea de células huésped K-12 de E. coli usando cepas JM109 o BNN93 transformadas con pNT1; y
3) modo de regulacién del oxigeno disuelto (OD) durante la fermentacion.

Se cultivé un cultivo de inoculacién de células de E. coli transformadas con pNT1 en medio LB soja con kanamicina.
El cultivo de inoculacion se us6 para inocular un cultivo de produccién de diez litros de, por ejemplo, medio simple o
rico. Se siguio el crecimiento bacteriano leyendo la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm.

Cuando la DO600 del cultivo de produccion estaba entre 0,6 y 1,0, se indujo la expresion de CSTIl mediante la
adicion de IPTG para alcanzar una concentracion final de IPTG de 1,0 mM. Los cultivos inducidos se incubaron
durante la noche a 37°C para una incubacion total de veinticuatro horas. Se retiraron alicuotas de cincuenta o
doscientos ml de los cultivos de produccién empezando cuatro horas después de la adicién de IPTG y se sigui6 a
intervalos hasta la recogida final.

En la recogida, se midi6 la DO de los cultivos de E. coli. Se recogieron las células de E. coli del cultivo de produccion
por centrifugacion a 5000 rpm durante veinte minutos. Los sobrenadantes se desecharon; los precipitados celulares
se pesaron y almacenaron a -80°C.

Los precipitados se descongelaron y resuspendieron en Tris HCI 20 mM, pH 8,5 a una relacion de 10,0 ml/g de peso
himedo. Las células se rompieron mediante dos pases a través de un Microfluidizador empaquetado en hielo a
14.000 PSI. Las células lisadas se centrifugaron a 5000 RPM durante 20 minutos. Los sobrenadantes se separaron
de los precipitados y se filtré6 1,0 ml de sobrenadante a través de filtro jeringuilla de 0,2 micrémetros. Las células
lisadas se usaron tanto para analisis por SDS-PAGE y determinaciones de la actividad enzimatica.

Se corrieron muestras de proteina en geles Nu-Page usando geles de Bis-Tris al 12% ya polimerizados de Novex en
Novex XCELL. Las muestras se prepararon mezclando 25 microlitros de solucién de proteina con 25 microlitros de
tampon de carga 2X y 4 microlitros de DTT 1 M seguido por calentamiento a 98°C durante 6 minutos. Se cargaron
10 microlitros de cada muestra en el gel y se corrié a una diferencia de potencial constante de 120 V. La carreara de
la electroforesis se paré cuando el colorante marcador alcanzé la parte inferior del gel. Los geles se lavaron con
agua dos veces durante un minuto cada vez y después se metieron en el microondas durante un minuto a potencia
alta. Los geles se tifieron son Simply Blue Safestain en el microondas durante un minuto a alta potencia seguido por
incubacién durante quince minutos a temperatura ambiente con agitacion moderada. El gel se destifié con agua para
clarificar el fondo.

Se uso6 un ensayo enzimatico basado en electroforesis capilar (CE) para medir la actividad de la CSTII expresada. El
sustrato aceptor fue sialillactosa marcada con FCHASE [éster succimidilico del acido (6-fluorescein-5-carboxamido)
hexanoico]. El sustrato donante fue CMP-NeuAc. El ensayo enzimatico se conocia. Véase, por ejemplo, Wakarchuk,
W. W. y Cunningham, A. M., Methods Mol. Biol., 213:263-274 (2003)). Después de parar la reaccién, la mezcla se
diluy6 y se aplicé directamente a electroforesis capilar controlado por un detector LIF (fluorescencia inducida por
laser). El producto se eluydé medio minuto después que el aceptor y el resultado se calcula y expresa en
unidades/litro. El ensayo control incluyo la mezcla de tampones reactivos sin enzima.

Conclusiones

Se expresod una proteina CSTII con etiqueta (MGS) del plasmido de expresion pNT1. No se expresé una proteina
CSTII sin etiqueta del plasmido de expresion pNT2. Usando el vector de expresion pNT1 se produjo CSTII de
Campylobacter jejuni en las cepas de E. coli JM109 y BNN93. La produccion de CSTIl se determind tanto por
analisis de expresién de proteina como actividad enzimatica.

Se obtuvieron mayores niveles de actividad CSTIl usando medio rico comparado con medio sencillo. Los valores de
la actividad enzimatica variaron desde 200-500 U/litro de medio de fermentacién E6.0, mientras que el medio de
produccién E1.0 dio 100 U/litro de medio de fermentacion.

Se obtuvieron mayores niveles de actividad CSTIl en la cepa huésped de E. coli BNN93 comparada con la cepa
JM109. Los valores de la actividad enzimatica variaron desde 200-300 U/litro de medio de fermentacion para JM109
en medio E6.0, comparado con 200-500 U/litro de medio de fermentacién para BNN93 en medio E6.0.
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La fermentacion de E. coli que expresa CSTII con la prioridad de la cascada de agitacion a flujo de aire dio un titulo
mayor de actividad enzimatica (500 U/I comparada con 360 U/l) y fue menos problematica en términos de formacion
de espuma que el modo cascada de flujo de aire a agitacion para regular el oxigeno disuelto.

Ejemplo 3: Purificacién de proteina CSTIl expresada de pNT

Las células de E. coli que expresan el plasmido pNT1 se cultivaron como anteriormente y después se recogieron por
centrifugacion y se almacenaron a -80°C. Los precipitados celulares se descongelaron y se resuspendieron en Tris
50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,3 (10 ml/g). Los precipitados celulares se homogenizaron con dos pases a través de un
microfluidizador. El lisado se centrifugd a 15.000 x G durante veinte minutos y el sobrenadante se pasé a través de
un filtro de 0,2 um. El lisado se us6 para los métodos de purificacion descritos a continuacién. Se proporciona un
protocolo de purificacion ejemplar en la figura 4.

Métodos

Determinacién de la concentracion de proteina (A280). La concentracién de proteina se determind usando un
espectrofotdmetro a una absorbancia fijada de 280 nm (A280). Antes de la medida a A280, el espectrofotometro se
ajustd a cero (autocero) usando el tampdn apropiado. La concentracion de proteina se determind usando un
coeficiente de extincion molar de 1 UA = 1,012 mg de CST-II.

Andlisis por SDS-Page. Se usaron geles de tris glicina del 4-20% de Invitrogen. Todas las muestras se prepararon
en condiciones reductoras (mezcladas 1:1 con tampén de muestra con SDS que contenia DTT 1 M), (geles no
reductores: la muestra se mezcl6 1:1 con tampdn de muestra con SDS sin DTT). Todas las muestras se calentaron a
85°C durante 5 minutos a menos que se especifique de otra manera. Los geles se corrieron a una diferencia de
potencial constante de 200 V durante 60 minutos. Después de la electroforesis, las proteinas se tifieron con una
solucion Simply Blue Safestain durante 60 minutos. Los geles tefiidos con plata se prepararon usando el kit de
tincion con plata de Wako segun el protocolo del fabricante. Se us6 el marcador de peso molecular See Blue Plus 2
como patrén en cada gel, que contenia: miosina (250 kDa), fosforilasa (148 kDa), BSA (98 kDa), glutamico
deshidrogenasa (64 kDa), alcohol deshidrogenasa (50 kDa), anhidrasa carbdnica (36 kDa), lisozima (22 kDa),
aprotinina (16 kDa) y cadena B de insulina (4 kDa). Las bandas de proteina se visualizaron y escanearon con un
Scanjet 7400C de HP y la imagen del gel se optimizé con el programa Precision Scan de HP.

Pureza de proteina por HPLC. Se determind la pureza de proteina por cromatografia de RP HPLC C3 (Zorbax
300SB-C3, 150 x 2,1 mm, 5 ym) usando las siguientes dos soluciones; A, TFA al 0,1% en agua, y B, TFA al 0,09%
en ACN. La fase mévil se corrié como un gradiente desde el 40-60% de B durante 20 minutos a 0,5 ml/min a 40°C.
La columna se reequilibré corriendo el gradiente desde el 95-40% de B durante 1 minuto, y después isocratico
durante 10 minutos.

Ensayo de actividad enzimética de CST-Il. Tipicamente se diluyeron muestras de homogenizados de CST-II
clarificados (10 pl) con HEPES 50 mM, Tween-20 al 0,02%, pH 7,5 (tampdn de dilucién) para el ensayo de actividad
(~ 1/120 a 1/140: 10 yl de homogenizado + 1190 pl de tampdn de diluciéon o 10 pl + 1390 ul de tampdn de dilucion).
Se diluyeron muestras de CST-II purificada (10 pl) hasta 0,08-0,012 mg de proteina/ml con tampén de dilucién. Se
ensayaron las muestras de enzima CST-Il diluida segun el protocolo de ensayo de CST-Il previamente descrito
(véase, Neose Research Report, Capillary Electrophoresis Based Sialyltransferase Assay to Monitor CST-II Enzyme
Activity, 17 de febrero, 2006).

Rotura de células mediante microfluidifizacion. Se almacenaron los precipitados celulares de cosechas de
fermentacion de BNN93 CST-Il a -80°C. En experimentos iniciales, el precipitado celular se resuspendi6 en Tris 20
mM, pH 8,3 (1 g/7,5 ml de tampdn). Todos los experimentos posteriores utilizaron EDTA 5 mM o 10 mM en Tris 50
mM, pH 8,3. Tras resuspender, el precipitado se homogenizé con dos pases a través de un microfluidizador ajustado
a 16.000-18.000 PSI. El sistema se enjuagd con 2,5 ml adicionales de tampoén por gramo de precipitado para
recoger cualquier material que permaneciera en el sistema después de terminar la homogenizacién del precipitado
celular. La concentracion final del homogenizado fue 1 g de precipitado celular/10 ml de tampon.

Clarificacion. El homogenizado de células BNN93 se centrifugé inmediatamente a 12000 x G durante 60 minutos en
una centrifuga equipada con un rotor de angulo fijo (Sorval) a 4°C. El sobrenadante se filtré6 usando un filtro
AcroPak-20 (0,2 micrometros). EI homogenizado filtrado se almacend solo brevemente a 4°C hasta la purificacion.

Secuenciacién N-terminal de aminoacidos. Se analizaron muestras de CST-Il purificada por secuenciacién N-
terminal para los primeros 10 (0 mas) aminoacidos. La CST-II purificada se mezcld 1:1 con tampdn de muestra Tris-
glicina con SDS con o sin algun agente reductor (DTT) y se desnaturalizé por calor a 85°C durante 6 minutos. La
muestra desnaturalizada se cargé en multiples carriles de geles de Tris-glicina con SDS del 4-20%. Los geles se
corrieron en condiciones desnaturalizantes reductoras o no reductoras a 125 V durante 118 minutos y se dejaron sin
tefir para electrotransferencia a una membrana de PVDF. Los geles de SDS-PAGE se electrotransfierieron usando
un Mini Trans-Blot Cell de Biorad. El tampdn de transferencia fue CAPS 10 mM (pH = 11,0) con metanol al 10%. Las
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proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF ProBlott de Applied Biosystems con tamafio de poro de 0,1-0,2
um. La transferencia se corridé durante 158 minutos a 110 voltios para cada gel. Las bandas transferidas se
visualizaron con tincién de proteinas azul de Coomassie. Las bandas se cortaron de las membranas de PVDF para
analisis de secuencia en un secuenciador de aminoacidos Procise 492HT de Applied Biosystems. Las muestras se
analizaron con un método de PVDF de pulso liquido. Los datos se analizaron con el software SequencPro version
2.1 suministrado por Applied Biosystems.

La tabla 12 proporciona los resultados de la secuenciacion de aminoacidos de la proteina CST-Il purificada. La figura
demuestra que la mayor parte de la proteina CST-ll empezaba GSMK..., empezando con el residuo de glicina de la
etiqueta MGS. Una pequefia cantidad de la proteina CST-II purificada empezaba con la secuencia nativa MKK...

Andlisis de multiples picos de HPLC de CST-II. Aislamiento de fracciones de CST-ll de RP-HPLC. Las fracciones de
CST-Il se aislaron por RPHPLC usando las condiciones descritas en el presente documento. Las fracciones se
recogieron de cuatro inyecciones (total ~ 100 ug de CST II). Cada fraccion se concentré por SpeedVac, reduciendo
el volumen a la mitad y eliminando la mayor parte del acetonitrilo. Una pequefia parte (~ el 5%) del volumen restante
se analiz6 en RP-HPLC para comparar el perfil de la fraccion purificada al del material de partida. Las muestras
restantes se liofilizaron a sequedad. Puesto que la fraccion 3 no estaba aparentemente enriquecida de forma
adecuada después del primer aislamiento, se volvid a purificar disolviendo el material liofilizado en agua,
inyectandolo todo en RP-HPLC y recogiendo 3 fracciones de nuevo. Una pequefa parte de la fraccion 3 repurificada
se diluyd con agua y se analizé6 por RP-HPLC. La fraccidén 3 repurificada restante se liofilizé a sequedad. Las
fracciones liofilizadas se analizaron después mediante EM QToF (como se describe a continuacion) y SDS-PAGE.

Andlisis de EM QToF. Se inyectd la muestra proteica de CST-Il para andlisis de RP-HPLC/EM g-TOF sin
preparacién anterior de la muestra. Se usé un sistema microcapilar LC-Packings (Sunnyvale, CA) para la inyeccion y
analisis de cromatografia. Un autoinyector de microinyeccion FamosTM inyectd 1,3 microlitros de la muestra. Se
usaron los solventes A (acido formico al 0,1% (v/v) en H20) y B (acido férmico al 0,1% (v/v) en acetonitrilo) como
eluyentes. Una bomba capilar UltimateTM se ajusté a una velocidad de flujo de 4 microlitros/minutos y bombed un
gradiente que empezaba desde el 25% de B hasta el 95% de B en 43 minutos. Se conectd un espectrometro de
masas QStar-XL (Applied Biosystems, Foster City, CA) en serie con el sistema LC-Packings. Se oper6 en modo
estandar de i6n positivo con una fuente de ionizacion de electrospray (ESI). El analizador de tiempo de vuelo (TOF)
adquirié un intervalo de m/z de 400 a 3000. Los datos sin procesar para la proteina intacta se deconvolucionaron
con software Analyst QSTM sobre un intervalo de masa de 25.000 a 35.000 Da. Determinacién de endotoxina. Se
determinod la contaminacion con endotoxina usando el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (LAL) (Bio
Whittaker, kit Kinetic-QCL, N°. de catalogo: 50-650U) (Neose QC160). Brevemente, la reaccion de LAL es un ensayo
enzimatico, y la endotoxina cataliza la activacion de una proenzima en el LAL. La velocidad inicial de activacion se
determina por la concentracion de endotoxina presente. La enzima activada cataliza la liberacién de pnitroanilina
(pNA) a partir del sustrato incoloro Ac-lle-Ala-Arg-pNA. La liberacion de pNA se mide fotométricamente a 405 nm. La
concentracion de endotoxina en una muestra se calcula a partir de su tiempo de reaccién por comparacién con el
tiempo de reaccion de soluciones que contienen cantidades conocidas de patrén de endotoxina.

Cromatografia de intercambio aniénico

Cromatografia en Q-Sepharosa — Gradiente en pasos. Se empaquetdé una columna de cromatografia XK26 con
resina Q-Sepharosa Fast Flow (Q-FF) (40 ml) y se uni6 a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla
continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volimenes de columna (VC) de Tris 20 mM,
pH 8,3 (tampoén A). Se cargd un homogenizado de E. coli clarificado que contenia CST-Il (un precipitado celular de
13 gramos preparado como se describe anteriormente sin la adicién de EDTA, 130 ml) en la columna preparada a
una velocidad de flujo de 115 cm/h. El material no unido se lavé de la columna usando 5 VC de tampén A. La CST-II
se eluy6 a una velocidad de flujo de 115 cm/h con el siguiente gradiente en pasos usando tampén B (NaCl 1 M en
tampon A): 4 VC de tampodn B al 15%, 4 VC de tampén B al 25%, 4 VC de tampdn B al 50% (figura 5). Se tomaron
muestras de las fracciones para analisis por SDS-PAGE y ensayos de actividad enzimatica de CST-II (figuras 5y 6).
Se encontrd la actividad CST-II purificada en el paso de elucion de B al 15%. Las fracciones que contenian CST-II
se juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C para conservar la actividad.

Cromatografia en Q-Sepharosa — Gradiente en pasos (Sin diluciéon de la solucién de carga). Se empaqueté una
columna de cromatografia XK16 con resina Q-Sepharosa Fast Flow (Q-FF) (20 ml) y se uni6é a un sistema AKTA
Explorer 100 LC que controla continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volimenes de
columna (VC) de Tris 50 mM, pH 8,3 (tampdn A). La conductividad de homogenizado de E. coli clarificado que
contenia CST-Il (un precipitado celular de 2 gramos como se prepara anteriormente con EDTA 5 mM, 20 ml) fue
4,66 ms/cm y la muestra se cargd en la columna preparada a una velocidad de flujo de 115 cm/h. El material no
unido se lavo de la columna usando 5 VC de tampén A. La CST-Il se eluyd a una velocidad de flujo de 115 cm/h con
el siguiente gradiente en pasos usando tampoén B (NaCl 1 M en tampén A): 5 VC de tampoén B al 15%, 5 VC de
tampén B al 100% (figura 7A). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE y ensayo de actividad enzimatica de
CST-Il (figuras 7A y 8, tabla 1). Se encontré la actividad CST-II purificada en el paso de elucion de B al 15%. Las
fracciones que contenian CST-Il se juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C para
conservar la actividad.
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Tabla 1. Recuperacion de la actividad enzimatica CST-Il de Q-Sepharosa FF

Carga FT/Lavado Elucion Elucion Actividad Recuperacion
; ; . ) o
Elucién de Q-Sepharosa (unidades) | (unidades) | (unidades) (mg 'de especifica (%)
proteina) (U/mg de
proteina)
Gradiente por pasos
(Solucion de carga sin diluir) 408 12,7 19,5 154.5 0,126 47,8
Gradiente por pasos 40,8 46 27,6 194 0,142 67,6
(Solucién de carga diluida)
Gradiente lineal
(Solucion de carga diluida) 408 46 131 93,4 0,149 321

Recuperacion; unidades totales de CST-Il recuperadas de la columna divididas por las unidades totales en el
homogenizado clarificada cargado x 100. FT = Flujo que pasa.

Cromatografia en Q-Sepharosa — Gradiente en pasos (Dilucién de la solucién de carga). Se empaqueté una
columna de cromatografia XK16 con resina Q-Sepharosa Fast Flow (Q-FF) (20 ml) y se uni6é a un sistema AKTA
Explorer 100 LC que controla continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volimenes de
columna (VC) de Tris 50 mM, pH 8,3 (tampdn A). La conductividad de homogenizado de E. coli clarificado que
contenia CST-Il (un precipitado celular de 2 gramos como se prepara anteriormente con EDTA 5 mM, 20 ml) fue
4,66 ms/cm. El homogenizado clarificado se diluyé 1:1 con tampoén A (20 ml), la conductividad era 3,3 ms/cm y la
muestra se cargé en la columna preparada a una velocidad de flujo de 115 cm/h. El material no unido se lavo de la
columna usando 5 VC de tampdn A. La CST-Il se eluyé a una velocidad de flujo de 115 cm/h con el siguiente
gradiente en pasos con tampon B (NaCl 1 M en tampon A): 5 VC de tampén B al 15%, 5 VC de tampdn B al 100%
(figura 7B). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE y ensayo de actividad enzimatica de CST-II (figuras 7B y 8,
tabla 1). Se encontré la actividad CST-Il purificada en el paso de elucion de B al 15%. Las fracciones que contenian
CST-Il se juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C para conservar la actividad.

Cromatografia en Q-Sepharosa — Gradiente lineal. Se empaquetd una columna de cromatografia XK16 con resina
Q-Sepharosa Fast Flow (Q-FF) (20 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla continuamente la
absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volumenes de columna (VC) de Tris 50 mM, pH 8,3 (tampdn
A). La conductividad de homogenizado de E. coli clarificado que contenia CST-II (un precipitado celular de 2 gramos
como se prepara anteriormente con EDTA 5 mM, 20 ml) fue 4,66 ms/cm. El homogenizado clarificado se diluyé 1:1
con tampoén A (20 ml), la conductividad era 3,3 ms/cm y la muestra se cargd en la columna preparada a una
velocidad de flujo de 115 cm/h. El material no unido se lavo de la columna usando 5 VC de tampén A. La CST-Il se
eluy6 a una velocidad de flujo de 115 cm/h con el siguiente gradiente lineal con tampén B (NaCl 1 M en tampén A):
tampon B del 0-15% durante 10 VC seguido por 5 VC de tampén B al 100% (figura 9). Las fracciones se analizaron
por SDS-PAGE y ensayo de actividad enzimatica de CST-Il. Las fracciones que contenian CST-Il se juntaron, se
formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C para conservar la actividad.

Resultados de Q-Sepharosa. Se evalu6 Q-Sepharosa FF como un paso de captura inicial de CST-Il. CST-Il se unié
eficazmente a Q-Sepharosa y se pudo eluir usando un gradiente en pasos (NaCl). La enzima purificada carecia de
muchas de las proteinas de E. coli presentes en el homogenizado crudo. Cuando se usaron concentraciones bajas
de EDTA para reducir la protedlisis, se requirié la dilucién de la solucion de carga para reducir la conductividad y
para maximizar la capacidad de unién de la resina Q-Sepharosa. También se pudo usar una elucién con un
gradiente lineal con NaCl para purificar la CST-ll en Q-Sepharosa. La cromatografia que usa resina 15Q de fuente
también fue eficaz (cromatograma no mostrado).

Cromatografia de intercambio catiénico

Cromatografia en SP-Sepharosa de alta eficacia (HP) — pH 6,8. Se empaquetd una columna de cromatografia XK16
con resina SP-Sepharosa HP (20 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla continuamente la
absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volimenes de columna (VC) de fosfato de sodio 25 mM, pH
6,8 (tampon A).

Se diluyé una muestra de CST-Il parcialmente purificada por Q-Sepharosa y almacenada a -20°C (24 ml, A280:
0,434 UA, glicerol al 50%) con 24 ml de fosfato de sodio 100 mM, pH 6,8 para ajustar el pH y después se diluyo
ademas con fosfato de sodio 2,5 mM, pH 6,8 (82 ml) para reducir la conductividad a 3,8 ms/cm (A280: 0,855 UA). La
muestra condicionada se filtrd6 usando un filtro Nalgene de 250 ml (0,2 micrometros) y se cargé en la columna
preparada a una velocidad de flujo de 150 cm/h y se lavd con tampdn A hasta que la absorbancia a 280 volvio a
valores basales. La CST-Il se eluy6 a 80 cm/h con un gradiente con tampén B (NaCl 1 M en tampén A): tampén B
del 0-100% durante 10 VC (figura 10). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE (figura 11). Las fracciones que
contenian CST-Il se juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C para conservar la
actividad.
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Cromatografia en SP-Sepharosa HP — pH 6,0. Se empaqueté una columna de cromatografia XK16 con resina SP-
Sepharosa HP (20 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla continuamente la absorbancia a
280 nm. La columna se equilibré con 5 volimenes de columna (VC) de MES 25 mM, pH 6,0 (tampoén A). Se diluyo
una muestra de CST-Il parcialmente purificada por Q-Sepharosa y almacenada a -20°C (20 ml, A280: 0,434 UA,
glicerol al 50%) con 20 ml de MES 100 mM, pH 6,0 para ajustar el pH y después se diluyé ademas con MES 25 mM,
pH 6,0 (40 ml) para reducir la conductividad a 2,4 ms/cm (A280: 1,20 UA). La muestra condicionada se filtr6 a través
de una unidad de filtro Nalgene de 250 ml (0,2 micrémetros) y se cargd en la columna preparada a una velocidad de
flujo de 150 cm/h y se lavé con tampon A hasta que la absorbancia a 280 volvié a valores basales. La CST-Il se
eluyé a 80 cm/h con un gradiente con tampén B (NaCl 1 M en tampén A): tampén B del 0-100% durante 10 VC
(figura 12). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE (figura 13). Las fracciones que contenian CST-Il se
juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C para conservar la actividad.

Resultados de la cromatografia de intercambio catiénico. Se evalué SP-Sepharosa HP como un segundo paso de
cromatografia para seguir la purificacién con Q-Sepharosa FF. Este paso se introdujo para eliminar impurezas de E.
coli (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y proteinas osmoticamente inducibles: proteina de resistencia,
resultados de secuenciacién N-terminal no mostrados) (figuras 12 y 13). Se observé muy poca unién de la CST-Il a
las resinas SP usando condiciones de cromatografia de pH 6,8 incluso aunque este pH estaba por debajo del pl
tedrico de CST-Il (7,5). CST-Il se unié eficazmente a la resina SP a pH 6,0 en tampon MES 25 mM y se pudo eluir
usando un gradiente de sal.

Paso de purificacidon en hidroxiapatita

Cromatografia de hidroxiapatita de tipo | (40 micrémetros) (1 ml). Se empaqueté una columna Tricorn 5 con resina
de hidroxiapatita de tipo | (40 micrébmetros) (1 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla
continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibr6 con 5 VC de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5
(tampdn A). Se diluyd una muestra de CST-Il que se habia purificado parcialmente por Q-Sepharosa y SP-
Sepharosa HP y almacenado a -20°C (1 ml, glicerol al 50%, A280: 1,22 UA) con fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5 (3
ml). La muestra se cargd en la columna preparada a 153 cm/h (0,5 ml/min). EI material no unido se lavé de la
columna con 10 VC de tampén A. La CST-ll se eluy6 con un gradiente de tampon B (NaCl 1,5 M en tampdén A):
tampén B del 0-100% durante 20 VC (figura 14A). Se tomaron muestras de las fracciones para SDS-PAGE (figura
15). Las fracciones que contenian CST-Il se juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C
para conservar la actividad.

Cromatografia de hidroxiapatita de tipo 1l (40 micrometros) (1 ml). Se empaqueté una columna Tricorn 5 con resina
de hidroxiapatita de tipo Il (40 micrémetros) (1 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla
continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibr6 con 5 VC de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5
(tampon A). Se diluyd una muestra de CST-Il que se habia purificado parcialmente por Q-Sepharosa y SP-
Sepharosa HP y almacenado a -20°C (1 ml, glicerol al 50%, A280: 1,22 UA) con fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5 (3
ml). La muestra se cargd en la columna preparada a 153 cm/h (0,5 ml/min). El material no unido se lavo de la
columna con 10 VC de tampén A. La CST-Il se eluy6 con un gradiente de tampdn B (NaCl 1,5 M en tampdn A): B del
0-100% durante 20 VC (figura 14B). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE (figura 15). Las fracciones que
contenian CST-Il se juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -20°C para conservar la
actividad.

Cromatografia de hidroxiapatita de tipo Il (40 micrémetros) (10 ml). Se empaqueté una columna XK16 con resina de
hidroxiapatita de tipo 1l (40 micrometros) (10 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla
continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibr6 con 5 VC de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5
(tampdn A). Se diluyéd una muestra de CST-Il que se habia purificado parcialmente por Q-Sepharosa y SP-
Sepharosa HP y almacenado a -20°C (30 ml, glicerol al 50%, A280: 5,56 UA) con fosfato de sodio 5 mM, pH 6,5 (120
ml). El pH se ajusté a 6,0 con HCI 1 M y después se filtré a través de una unidad de filtro Nalgene (0,2 micréometros).
La muestra (150 ml, conductividad; 1,65 ms/cm, A280: 1,043) se cargd en la columna preparada a 119 cm/h (4
ml/min). El material no unido se lavé de la columna con 5 VC de tampdn A hasta que la absorbancia alcanzé valores
basales. La CST-Il se eluy6 con un gradiente de tampdn B (NaCl 1,5 M en tampén A): B del 0-100% durante 20 VC,
seguido por 5 VC de fosfato de sodio 500 mM, pH 6,5 (figura 16). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE
(figura 17). Las fracciones que contenian CST-Il se juntaron, se formularon con glicerol al 50% y se almacenaron a -
20°C para conservar la actividad.

Resultados de cromatografia de hidroxiapatita (HA). La cromatografia en hidroxiapatita, de tipo | o tipo Il, se uso
para purificar CST-Il. La resina de tipo Il ofrecia una resolucion ligeramente mejor y eliminé algunas de las otras
impurezas principales de E. coli que habian coeluido en Q-Sepharosa (transportador de oligopéptidos: proteina de
union periplasmica, resultados de secuenciacion N-terminal no mostrados).

Cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC)

Condicionamiento de alimentacion de CST-1l. Se us6 para estos experimentos CST-Il, parcialmente purificada por Q-
Sepharosa, formulada con glicerol al 50% y almacenada a -20°C. Se diluyé CST-Il purificada por Q-Sepharosa (1 ml)
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en NaCl 2 M, Tris-HCI 25 mM, pH 7,2 (tampo6n B, 14 ml) y se concentré hasta 0,1 ml en un filtro de centrifugacion
Centricon Plus-20 (5000 Da de MWCO). La CST-Il se diluyd de nuevo con tampdn B (10 ml) y se concentrd hasta
0,2 ml. La CST-II concentrada se diluyé con tampén B (0,8 ml) hasta un volumen final de 1,0 ml (A280: 4,23 mg).

Cromatografia en fenil-Sepharosa (alta sus.). Se conecté una columna ya empaquetada de fenil-Sepharosa de alta
sustitucion (1 ml, GE Healthcare) a un sistema de HPLC de Varian que controlaba la absorbancia a 280 nm. La
columna se lavé con 30 ml de Tris-HCI 25 mM, pH 7,2 (tampdn A) y se equilibré con 50 ml de NaCl 2 M, Tris-HCI 25
mM, pH 7,2 (tampon B) a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. La CST-II purificada por Q-Sepharosa condicionada
(1,0 ml como se ha descrito anteriormente) se cargdé en la columna preparada. La columna se lavo durante 10
minutos con tampén B (5 VC) a 0,5 ml/min para eliminar el material no unido. La proteina unida se eluy6 usando el
siguiente gradiente: 10-40 minutos, B del 100-0%, 40-60 minutos, tampdn A al 100%. Se recogieron cinco fracciones
y se analizaron por SDS-PAGE (figuras 18-19). Las fracciones se almacenaron a 4°C.

Cromatografia en fenil-Sepharosa (baja sus.). Se conectd una columna ya empaquetada de fenil-Sepharosa de baja
sustitucion (1 ml, GE Healthcare) a un sistema de HPLC de Varian que controlaba la absorbancia a 280 nm. La
columna se lavé con 30 ml de Tris-HCI 25 mM, pH 7,2 (tampdn A) y se equilibré con 50 ml de NaCl 2 M, Tris-HCI 25
mM, pH 7,2 (tampodn B) a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. La CST-II purificada por Q-Sepharosa condicionada
(1,0 ml como se ha descrito anteriormente) se cargdé en la columna preparada. La columna se lavo durante 10
minutos con tampén B (5 VC) a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min para eliminar el material no unido. La proteina
unida se eluy6 usando el siguiente gradiente: 10-25 minutos, tampon B del 100-0%, 25-50 minutos, tampdn A al
100%. Se recogieron cinco fracciones y se analizaron por SDS-PAGE (figuras 20-21). Las fracciones se
almacenaron a 4°C.

Cromatografia en fenil-Sepharosa (baja sus.) con etilenglicol al 20%. Se conecté una columna ya empaquetada de
fenil-Sepharosa de baja sustitucién (1 ml, GE Healthcare) a un sistema de HPLC de Varian que controlaba la
absorbancia a 280 nm. La columna se lavé con Tris-HCI 25 mM, pH 7,2, etilenglicol al 20% (tampén A, 30 ml) y se
equilibré con tampon B al 67% (NaCl 3 M, Tris-HCI 25 mM, pH 7,2) en tampdén A (50 ml) a una velocidad de flujo de
1,0 ml/min. La CST-II purificada por Q-Sepharosa condicionada (1,0 ml como se ha descrito anteriormente) se cargd
en la columna. La columna se lavé y eluyé usando el siguiente gradiente: 0-10 minutos, tampon B al 67% en Tris-
HCI 25 mM con etilenglicol al 20%, pH 7,2 (tampoén A); 10-25 minutos, tampén B del 67-0%, 25-50 minutos, tampon
A al 100%. Se recogieron cuatro fracciones y se analizaron por SDS-PAGE (figuras 22-23). Las fracciones se
almacenaron a 4°C.

Cromatografia en butil-Sepharosa con etilenglicol al 20%. Se conectdé una columna ya empaquetada de butil-
Sepharosa (1 ml, GE Healthcare) a un sistema de HPLC de Varian que controlaba la absorbancia a 280 nm. La
columna se lavé con Tris-HCI 25 mM, pH 7,2, etilenglicol al 20% (tampdn A, 30 ml) y se equilibré con tampén B al
50% (NaCl 3 M, Tris-HCI 25 mM, pH 7,2) en tampon A (50 ml) a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min. La CST-II
purificada por Q-Sepharosa condicionada (1 ml como se ha descrito anteriormente) se inyecté en la columna. La
columna se lavé y el producto se eluy6 usando el siguiente gradiente: 0-10 minutos, tampdn B al 50% en Tris-HCI 25
mM con etilenglicol al 20%, pH 7,2 (tampdén A); 10-20 minutos, tampdn B del 50-0%, 20-30 minutos, tampén A. Se
recogieron dos fracciones y se analizaron por SDS-PAGE (figuras 24-25). Las fracciones se almacenaron a 4°C.

Resultados de la cromatografia de interacciéon hidrofébica (HIC). Se evalué la cromatografia en fenil Sepharosa
(HIC) como una alternativa a los pasos de purificacion en hidroxiapatita o SP-Sepharosa HP. Los experimentos
iniciales con fenil-Sepharosa (alta sustitucion) revelaron que la CST-Il se unia muy fuertemente y no se eluia
facilmente. Cuando se uso6 fenil Sepharosa (baja sustitucion) la recuperacion solo era ligeramente superior, pero el
material que eluia estaba muy purificado. La adicion de etilenglicol al 20% al tampén de lucion de HIC mejoraba
mucho la recuperacion de CST-Il al tiempo que mantenia la resolucién de purificacion (figuras 20 y 21). La butil
Sepharosa proporciond incluso mejores recuperaciones y purificacion de la CST-Il cuando se usaba etilenglicol al
20% en el tampon de elucion.

Otros métodos de purificacion

Efectos de excipientes de tampones en la estabilidad de CST-Il durante la filtracion en acetato de celulosa. Se
intercambi6 el tampon de la CST-Il purificada por Q-Sepharosa usando filtros de centrifugacion de acetato de
celulosa en presencia de un panel de excipientes y se control6 la evidencia de pérdida de proteina o agregacion
midiendo la absorbancia a 280 nm y el % de transmitancia a 600 nm. La CST-II purificada por Q-Sepharosa (5,2 ml,
Tris 25 mM, NaCl 100 mM, glicerol al 50%, pH 8,3, A280: 0,909 UA) se diluy6 con fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5
(5,2 ml) y el pH se ajustoé a 6,5 con tres gotas de fosfato de sodio monobasico 1 M. Se midieron la absorbancia a 280
nm y el % de transmitancia a 600 nm de la solucién de CST-II con el pH ajustado usando un espectrofotometro (GE
Healthcare). La solucién de CST-II se dividié en 10 alicuotas (1 ml). Cada alicuota de CST-II se diluyé con 3 ml de
una de las siguientes diez soluciones de excipientes: 1. NaCl 0,01 M, fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 2. NaCl 0,1 M,
fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 3. NaCl 0,2 M, fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 4. sacarosa 0,5 M, NaCl 0,01 M,
fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 5. manitol 0,1 M, NaCl 0,01 M, fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 6. manitol 0,1 M,
sacarosa 0,5 M, NaCl 0,01 M, fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 7. glicerol al 10% v/v, NaCl 0,01 M, fosfato de sodio
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0,01 M, pH 6,5; 8. sorbitol 0,1 M, NaCl 0,01 M, fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 9. Tween-20 al 0,02%, NaCl 0,01 M,
fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 10. trehalosa 0,1 M, NaCl 0,01 M, fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5.

Las soluciones de CST-II diluidas fueron concentradas cada una hasta 0,5 ml usando filtros de centrifugacion
Amicon Ultra 4 (10 kDa de MWCO) separados a 4°C. Las muestras concentradas (0,5 ml) se volvieron a diluir con el
tampodn correspondiente (0,5 ml) y concentradas de nuevo hasta 0,5 ml. Las muestras se volvieron a diluir (0,5 ml) y
concentrar (0,5 ml) de nuevo dos veces mas para un total de 4 pasos de concentracion. La solucion final de CST-II
en los filtros se retird, cada filtro se lavo con su tampodn respectivo (0,5 ml), se combinaron y el volumen final de la
solucion de CST-Il se ajustd a exactamente 1,0 ml con el tampoén apropiado. Se midié inmediatamente en cada
muestra el % de transmitancia (600 nm) y después se centrifugaron a 5000 x G durante 20 minutos (4°C) para
sedimentar cualquier materia particulada. Se midié la absorbancia a 280 nm de cada solucién usando el tampon
correspondiente como blanco para cada lectura (% de T600 y A260) (tabla 2). Se midié la absorbancia (280 nm) de
cada solucién de excipiente contra agua como control. Cada soluciéon de CST-II centrifugada se analiz6 por SDS-
PAGE (30 pl) (figura 26). Efectos de los excipientes de tampones en la estabilidad de CST-II durante la filtracion en
poliétersulfona (Biomax). Se intercambi6é el tampdn de la CST-Il purificada por Q-Sepharosa usando filtros de
centrifugacion de poliétersulfona (PES, Biomax) en presencia de excipientes seleccionados (véase posteriormente) y
se controlé la evidencia de pérdida de proteina o agregacion midiendo la absorbancia a 280 nm y el % de
transmitancia a 600 nm. La CST-II purificada por Q-Sepharosa (4,5 ml, Tris 25 mM, NaCl 100 mM, glicerol al 50%,
pH 8,3, A280: 0,909 UA) se diluyé con fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5 (4,5 ml) y el pH se ajusté a 6,5 con tres gotas
de fosfato de sodio monobasico 1 M. Se midieron la absorbancia a 280 nm y el % de transmitancia a 600 nm de la
soluciéon de CST-Il con el pH ajustado. Se diluyeron alicuotas de solucién de CST-Il con el pH ajustado (2,0 ml) con
4,0 ml de una de las siguientes soluciones de excipientes (6,0 ml de volumen total) en filtros de centrifugacién
Centricon Plus-20 (Biomax 5, 5000 Da de MWCO): 1. fosfato de sodio 0,01 M, NaCl 0,01 M, pH 6,5; 2. Tween-20 al
0,02%, NaCl 0,1 M, fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5; 3. sacarosa 0,5 M, Tween-20 al 0,02%, NaCl 0,1 M, fosfato de
sodio 0,01 M, pH 6,5. Las soluciones de CST-Il diluidas se concentraron hasta aproximadamente 2 ml cada una a
4°C. Las muestras concentradas (2 ml) se volvieron a diluir con el tampon correspondiente (2 ml) y concentrar de
nuevo hasta 2 ml. Las muestras se volvieron a diluir y concentrar de nuevo dos veces mas para un total de 4 pasos
de concentracion. Durante el paso final de concentracion, las muestras se concentraron hasta aproximadamente 0,5
ml y el retenido se retir6 de la unidad. Las unidades de Centricon se enjuagaron con aproximadamente 1,5 ml del
tampon apropiado y los enjuagues se juntaron con las soluciones concentradas para dar un volumen final medido de
2,0 ml. Se midi6 el % de transmitancia (600 nm) y la absorbancia (280 nm) de cada solucidén concentrada y control
de tampdn exactamente como se ha descrito anteriormente (tabla 3).

Tabla 2. Efectos de excipientes en la recuperacion de CST-Il usando filtros de centrifugacion de acetato de
celulosa

Condicion* A280 del CST-Il con tampén intercambiado
Excipiente % de T600 A280 Recuperacion (%)

Tampoén 0,000 96,6 0,143 33,5
NaCl 0,1 M -0,029 97,8 0,163 38,2
NaCl 0,2 M -0,021 99,4 0,149 34,9
Sacarosa 0,5 M 0,001 94,2 0,181 42,4
Manitol 0,1 M 0,004 96,0 0,144 33,7
Sacarosa 0,5 M + Manitol 0,1 M 0,012 95,6 0,186 43,6
Glicerol al 10% -0,030 96,4 0,169 39,6
Sorbitol 0,1 M 0,085 94,8 0,160 37,5
Tween-20 al 0,02% -0,022 98,0 0,221 51,8
Trehalosa 0,1 M 0,059 97,4 0,581 136

0 Se tomaron las lecturas de absorbancia (280 nm) y % de transmitancia (600 nm) después de la
concentracion/intercambio de tampoén de CST-II (purificada por Q-Sepharosa) en tampodn fosfato de sodio
10 mM, cloruro de sodio 10 mM, pH 6,5 que contenia el excipiente mostrado. Se usé la solucion de
excipiente correspondiente como blanco para cada lectura de A280 % de T600 en el espectrofotdmetro.
0 A280 del excipiente: Absorbancia (280 nm) de la solucion del excipiente frente a fosfato de sodio 10 mM,
cloruro de sodio 10 mM, pH 6,5.
Recuperacién (%) calculada como el valor de absorbancia (280 nm) dividido por la absorbancia (280 nm) de CST-II
antes de la concentracién/intercambio de tampdn x 100.

Tabla 3. Efectos de excipientes en la recuperacion de CST-lIl usando filtros de centrifugacion de
poliétersulfona (Biomax)

Condicién % de T600 A280 Recuperacion (%)
Tampon 97,2 0,139 32,3
NaCl 0,1 M, Tween-20 al 0,02% 98,2 0,18 41,8
NaCl 0,1 M, Tween-20 al 0,02%, Sacarosa 0,5 M 97,6 0,185 43

33




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2381504 T3

0 Se tomaron las lecturas de absorbancia (280 nm) y % de transmitancia (600 nm) después de la
concentracion/intercambio de tampon de CST-IlI (purificada por Q-Sepharosa) en fosfato de sodio 10 mM,
cloruro de sodio 10 mM, pH 6,5 que contenia el excipiente mostrado. Se usé la solucién de excipiente
correspondiente como blanco para cada lectura de A280 % de T600 en el espectrofotometro.

Recuperacién (%) calculada como el valor de absorbancia (280 nm) dividido por la absorbancia (280 nm) de CST-II
antes de la concentracién/intercambio de tampo6n x 100.

Efectos de dialisis en la estabilidad de CST-Il. Se intercambio el tampon de la CST-II purificada por Q-Sepharosa por
didlisis y se control6 la evidencia de pérdida de proteina midiendo la absorbancia a 280 nm. Se diluyeron dos
alicuotas de CST-II purificada por Q-Sepharosa (1,0 ml, Tris 25 mM, NaCl 100 mM, glicerol al 50%, pH 8,3, A280:
0,909 UA) con fosfato de sodio 10 mM, NaCl 10 mM, pH 6,5 (1 ml) o Tris-HCI 10 mM, NaCl 10 mM, pH 8,5 (1,0 ml).
Se midié la absorbancia (280 nm) de cada solucién usando un espectrofotometro (GE Healthcare). Cada solucion de
CST-Il diluida se inyect6 en un casete de dialisis Slide-A-Lyzer (3500 Da de MWCO, Pierce) segun las instrucciones
del fabricante. Los casetes se dializaron contra los tampones correspondientes durante 8 horas con agitacion
moderada a 4°C. Se retiraron las muestras de CST-Il dializadas de los casetes de Slide-A-Lyzer y se midieron el
volumen, absorbancia (280 nm) y % de transmitancia (600 nm). Se calcularon las concentraciones de proteina y la
masa de proteina total. Se determiné la cantidad de CST-Il recuperada de este proceso dividiendo la masa de
proteina de la solucién de CST-II dializada por la de la solucion de CST-II diluida original (tabla 4).

Tabla 4. Recuperacion de actividad enzimética CST-Il después de dialisis apH 6,5y 8,5

Pre-didlisis Post-dialisis
Cogci’éfi';g de | Volumen (ml) A280 Volumen (ml) | % de T600 A280 Rec“ff,zr)ac'on
pH 6,5 2 0,438 3,7 98,2 0,157 66,3
pH 8,5 2 0,456 3,8 97,2 0,162 67,5

o La absorbancia a 280 y el

% de ftransmitancia a 600 nm se midieron después de la

concentracion/intercambio de tampon de CST-II (purificada por Q-Sepharosa). Se us6é como blanco el
tampon de didlisis correspondiente para cada lectura de A280 y % de T600 en el espectrofotometro.

0 Recuperacioén (%) calculada como (valor de absorbancia a 280 nm multiplicado por el volumen después de
la dialisis) dividido por (absorbancia (280 nm) multiplicada por la concentracion antes de la dialisis) x 100.

Combinacion de métodos

Se realizaron purificaciones de CST-lIl a pequefia escala para determinar qué combinacion de métodos de
purificacion (cromatografias de Q-Sepharosa FF- elucién en gradiente, hidroxiapatita de tipo Il (40 micrometros) y
SP-Sepharosa HP) daba mejores resultados. Después del paso de cromatografia en Q-Sepharosa, se pudo
conseguir la misma pureza de CST-ll combinando hidroxiapatita y SP-Sepharosa en cualquier orden (datos no
mostrados).

Se realizé después un proceso completo de purificacion a pequefia escala de CST-Il usando cromatografia en Q-
Sepharosa FF — elucién en gradiente, hidroxiapatita de tipo 1l (40 micrémetros) y SP-Sepharosa HP como se
muestra en la figura 4, excepto que entre cada paso de cromatografia se intercambié el tampén CST-Il y/o se
concentré usando filtros de centrifugacién segun fuera necesario para preparar para la siguiente cromatografia. Se
ensayo la actividad y concentracién de la proteina medida por A280 de la CST-Il en cada fase (tablas 5 y 6). Este
proceso produjo una CST-Il de gran pureza, sin embargo, la actividad enzimatica recuperada global y las
recuperaciones de masa fueron extremadamente bajas como resultado de la baja recuperacion de la elucién en
gradiente de la cromatografia de Q-Sepharosa combinada con pérdidas de proteina durante los pasos de
intercambio de tampoén y concentracion (tabla 6). Ademas, se observd un precipitado blanco durante la carga de la
columna de hidroxiapatita que produjo una contrapresion significativa. Se emprendié un breve estudio para
determinar los métodos para prevenir la pérdida de CST-II resultante de la agregacion o desnaturalizaciéon proteica
durante estos pasos del proceso.

Tabla 5. Resultados del desarrollo del proceso del proceso preliminar de purificacion de CST-II

Paso del proceso Recuperacion en el paso (%) Recuperacion global (%)
Recogida 100% 100%
Q-Sepharosa 16,2 16,2
Hidroxiapatita de tipo Il 5,8* 0,93*
SP-Sepharos?inl-;lr/FormuIaC|on 56,2 23

0 Recuperacion en el paso (%): calculado como unidades totales de CST-Il en la mezcla de fracciones
dividido por las unidades totales de CST-Il en la fraccién de elucién del paso anterior x 100. Recuperacién
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global (%) calculada como la actividad total de CST-IlI (unidades) recuperada del paso de purificacion
dividida por las unidades totales al inicio del proceso (homogenizado celular) x 100.

0 * La alta concentracién de cloruro de sodio en la mezcla de eluciéon de hidroxiapatita inhibe el ensayo de
actividad de CST-Il lo que da resultados inexactos. La concentracién de enzima no era lo suficientemente
alta (debido a la baja recuperacién) para reducir con éxito la concentracién de sal por dilucion y obtener un
valor de actividad de CST-II preciso.

Tabla 6. Recuperacion de masa de CST-Il después de los pasos de intercambio de tampdn/concentracion
entre cromatografias del proceso preliminar

Intercambio de tampon de la mezcla de elucion Recuperacion en el paso (%)
Recogida na
Intercambio de tampdn de la mezcla de elucidon de Q-Sepharosa 45
Intercambio de tampodn de la mezcla de elucién de Hidroxiapatita de tipo Il 87
Intercambio de tampoén de la mezcla de eluciéon de SP-Sepharosa HP 72

0 Determinada la cantidad de proteina perdida durante el condicionamiento (intercambio de
tampon/concentracion) de CST-Il en preparacion para cargar la siguiente columna.

o0 Recuperacién en el paso: mg totales de proteina recuperados de un paso de intercambio de
tampon/concentracién dividido por las unidades totales de CST-Il antes del intercambio de
tampon/concentracién x 100.

Se concentré la CST-Il purificada por Q-Sepharosa y se intercambié el tampdn usando dos tipos diferentes de
membranas de filtro de centrifugacion (acetato de celulosa y poliéter sulfona). Se afnadieron excipientes a los
tampones para determinar si estos reactivos eran capaces de prevenir o reducir la pérdida de proteina CST-II
durante este proceso juzgado por medidas de absorbancia (280 nm) y SDS PAGE (tablas 2 y 3 y figura 26). La
trehalosa (trehalosa 0,1 M) parecia prometedora aunque un potencial contaminante que absorbe (280 nm) hizo la
interpretacion dificil. Tween-20 era el excipiente mas beneficioso, aunque aun se observd una pérdida significativa
de CST-Il (mediante absorbancia a 280 nm).

Se evaluo la dialisis como una alternativa al intercambio de tampdén usando filtros de centrifugacion. Se probaron dos
tampones y para ambos las recuperaciones de CST-Il (parcialmente purificada por Q-Sepharosa) fueron mayores
del 66% (basadas en la absorbancia a 280 nm) (tabla 4). Estos resultados fueron muy superiores a las
recuperaciones tipicas para unidades de filtracion por centrifugacion (33%), por tanto, se eligié dialisis como un
proceso sustituto para cualquier paso de intercambio de tampon.

Aunque no se obtuvieron la recuperacion de la actividad enzimatica para los experimentos de dialisis y filtracion por
centrifugacion, el descenso observado en la cantidad total de proteina, reflejado por las lecturas de absorbancia a
280 nm, son consistentes con la pérdida de proteina y actividad enzimatica CST-Il durante la purificacion a pequefia
escala de la enzima (tabla 6). Se perdié proteina durante los pasos de concentracion vy filtracion y se observé en las
membranas de filtracion como un precipitado floculante blanco (filtracion de flujo tangencial, datos no mostrados).
Esta pérdida disminuyé significativamente la recuperacion total de CST-II (tabla 5).

Produccién de CST-Il (pequefia escala)

Rotura celular por microfluidizaciéon. Se homogenizé el precipitado celular de recogida de fermentacion de BNN93
CST-Il (10 g, almacenado a -80°C) en Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,3 y se clarific6 como se ha descrito
previamente. El homogenizado se dividi6 en dos muestras de 50 ml. Se afadié6 Tween-20 (0,02%) a una de las
muestras de homogenizado de 50 ml y la otra se dejo sin tratar.

Clarificacién. Los homogenizados de células BNN93 (2 x 50 ml) se centrifugaron inmediatamente a 15000 x G
durante 20 minutos en una centrifuga equipada con un rotor de angulo fijo (Sorval) a 4°C. Los sobrenadantes se
filtraron usando un filtro Nalgene de 75 mm (de una unidad de filtro de 1 litro, 0,2 micrémetros) y se recogieron en
una botella Nalgene de 150 ml. Las muestras de homogenizado filtradas se mantuvieron a 4°C brevemente hasta su
purificacion de Q-Sepharosa FF.

Cromatografia en Q-Sepharosa usando un gradiente en pasos (sin Tween-20). Se empaqueté una columna de
cromatografia XK26 con resina Q-Sepharosa FF (50 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla
continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volimenes de columna (VC) de Tris 50 mM,
pH 8,3 (tampdn A). El homogenizado de E. coli clarificado que contenia CST-II (se prepar6 un precipitado celular de
5 gramos como se describe anteriormente que contenia EDTA 10 mM, 50 ml) se diluy6é con tampdn A (150 ml) y se
midié la conductividad (3,12 ms/cm). La muestra se cargé en la columna a una velocidad de flujo de 113 cm/h (10
ml/min). El material no unido se lavé de la columna con 5 VC de tampdn A. La CST-Il se eluy6 a una velocidad de
flujo de 113 cm/h (10 ml/min) con el siguiente gradiente en pasos con tampén B (NaCl 1 M en tampén A): 4 VC de
tampon B al 15%, 4 VC de tampon B al 100% (figura 27). Se tomaron muestras de las fracciones para SDS-PAGE
(figura 28). Se encontro la actividad CST-Il purificada en el paso de elucion de tampdn B al 15%. Las fracciones que
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contenian CST-Il se juntaron y se formulé una muestra de 0,5 ml con glicerol al 50% y se almacené a -20°C para
conservar la actividad.

Cromatografia en Q-Sepharosa usando un gradiente en pasos (con Tween-20). Se empaqueté una columna de
cromatografia XK26 con resina Q-Sepharosa FF (50 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla
continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volumenes de columna (VC) de Tris 50 mM,
pH 8,3 que contenia Tween-20 al 0,005% (tampdn A). El homogenizado de E. coli clarificado que contenia CST-II
(se preparod un precipitado celular de 5 gramos como se describe anteriormente que contenia EDTA 10 mM, 50 ml) y
Tween-20 (0,02%) se diluyé con tampon A (150 ml) y se midié la conductividad (3,12 ms/cm). La CST-II diluida se
cargd en la columna preparada a una velocidad de flujo de 113 cm/h (10 ml/min). El material no unido se lavé de la
columna con 5 VC de tampdén A. La CST-Il se eluyé a una velocidad de flujo de 113 cm/h (10 ml/min) con el
siguiente gradiente en pasos con tampon B (NaCl 1 M en tampén A): 4 VC de tampén B al 15%, 4 VC de tamp6n B
al 100% (figura 27). Se analizaron las fracciones por SDS-PAGE (figura 26). Se encontr6é la actividad CST-II
purificada en el paso de elucién de tampdn B al 15%. Las fracciones que contenian CST-Il se juntaron y se formuld
una muestra de 0,5 ml con glicerol al 50% y se almacené a -20°C para conservar la actividad. El resto de la mezcla
de fracciones de CST-Il se almacend a 4°C antes de la purificacion adicional por cromatografia de hidroxiapatita de
tipo II.

Cromatografia de hidroxiapatita de tipo Il (40 micrémetros) (con Tween-20). Se empaquetd una columna XK16 con
resina de hidroxiapatita de tipo Il (40 micrometros) (10 ml, 6,0 g) y se uni6 a un sistema AKTA Explorer 100 LC que
controla continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 VC de fosfato de sodio 5 mM, pH
6,5 que contenia Tween-20 al 0,005% (tampo6n A). Se diluyé lentamente una muestra de 5,0 ml de CST-Il que se
habia purificado parcialmente por Q-Sepharosa que contenia Tween-20, véase anteriormente (figura 27, fraccion 1)
y almacenado a 4°C con fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5 (5 ml) mientras se controlaba el pH. El pH se ajusté de 6,8
a 6,5 con 0,5 ml adicionales de tampon fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5. La muestra (10,5 ml) se diluyé ademas con
fosfato de sodio 10 mM, pH 6,5 que contenia Tween-20 al 0,005% (29,5 ml) para reducir la concentracién de fosfato.
La CST-Il diluida se filtr6 a través de un filtro de 0,2 micrometros, se midieron el pH y la conductividad (pH 6,53, 4,99
ms/cm, A280 = 1,022 UA) y la solucion se cargd en la columna preparada a 120 cm/h (4 mi/min). El material no
unido se lavo de la columna con 5 VC de tampdn A. La CST-Il se eluyd con un gradiente de tampén B (NaCl 1,5 M
en tampon A): tampon B del 0-100% durante 25 VC, seguido por 5 VC de fosfato de sodio 500 mM, pH 6,5 (figura
29). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE (figura 30). Las fracciones que contenian CST-Il se juntaron y se
formulé una muestra de 0,5 ml con glicerol al 50% y se almacen6 a -20°C para conservar la actividad. El resto de la
mezcla de fracciones de CST-Il se almacend a 4°C antes de la purificacion adicional por cromatografia de SP-
Sepharosa HP.

Cromatografia de hidroxiapatita de tipo Il (20 micrémetros) (con Tween-20). Se empaquetd una columna XK16 con
resina de hidroxiapatita de tipo 1l (20 micrémetros) (10 ml, 6,0 g) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que
controla continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 VC de fosfato de sodio 5 mM, pH
6,5 que contenia Tween-20 al 0,005% (tampd6n A). Se diluyé lentamente una muestra de 5,0 ml de CST-Il que se
habia purificado parcialmente por Q-Sepharosa que contenia Tween-20, véase anteriormente (figura 27, fraccion 1)
y almacenado a 4°C con fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5 (5 ml) mientras se controlaba el pH. El pH se ajusto6 de 6,8
a 6,5 con 0,5 ml adicionales de tampon fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5. La muestra (10,5 ml) se diluyé ademas con
fosfato de sodio 10 mM, pH 6,5 que contenia Tween-20 al 0,005% (29,5 ml) para reducir la concentracion de fosfato.
La CST-Il diluida se filtr6 a través de un filtro de 0,2 micrometros, se midieron el pH y la conductividad (pH 6,53, 4,99
ms/cm, A280 = 1,022 UA) y la solucion se cargd en la columna preparada a 120 cm/h (4 ml/min). El material no
unido se lavé de la columna con 5 VC de tampén A. La CST-ll se eluyd con un gradiente de tampon B (NaCl 1,5 M
en tampon A): tampon B del 0-100% durante 25 VC, seguido por 5 VC de fosfato de sodio 500 mM, pH 6,5 (figura
29). Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE (figura 30). Las fracciones que contenian CST-Il se juntaron y se
formulé una muestra de 0,5 ml con glicerol al 50% y se almacen6 a -20°C para conservar la actividad. El resto de la
mezcla de fracciones de CST-Il se almacend a 4°C antes de la purificacion adicional por cromatografia de SP-
Sepharosa HP.

Cromatografia en SP-Sepharosa HP — pH 6,0 (fracciones de HA de 40 micrémetros). Se empaqueté una columna de
cromatografia XK16 con resina SP-Sepharosa HP (10 ml) y se uni6 a un sistema AKTA Explorer 100 LC que
controla continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 volimenes de columna (VC) de
MES 25 mM, pH 6,0, que contenia Tween-20 al 0,005% (tampén A). Una muestra de CST-Il parcialmente purificada
por Q-Sepharosa e hidroxiapatita de tipo Il (40 micrémetros), almacenada a 4°C, véase anteriormente (35 ml,
Tween-20 al 0,005%) se ajusté a Tween-20 al 0,02% y se dializé durante la noche frente a MES 25 mM, NaCl 10
mM, pH 6,0 (4,0 L, conductividad; 1,91 ms/cm) en bolsa de didlisis Snakeskin a 4°C (véase anteriormente). La
muestra dializada se filtr6 a través de un filtro Tube Top de 50 ml (0,2 micrometros) y el volumen final fue 42,3 ml,
pH 6,0, conductividad: 3,6 ms/cm, A280: 0,261.

La muestra filtrada se cargd en la columna preparada a una velocidad de flujo de 120 cm/h (4 ml/min) y se lavo con
5 VC de tampédn A. La CST-Il se eluy6 a 120 cm/h (4 ml/min) con un gradiente con tampdén B (NaCl 1 M en tampdn
A): tampdn B del 0-50% durante 15 VC, mantenido a tampdn B al 50% durante 1 VC y después cualquier material
unido estrechamente se eluyd con 5 VC de tampodn B al 100% (figura 31). Las fracciones se analizaron por SDS-
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PAGE (figura 30). Las fracciones que contenian CST-Il se juntaron y se formulé una muestra de 0,5 ml con glicerol
al 50% y se almacend a -20°C para conservar la actividad. El resto de la mezcla de fracciones de CST-Il (25 ml) se
formulo.

Cromatografia en SP-Sepharosa HP — pH 6,0 (fracciones de HA de 20 micrémetros). Se purificod la CST-II purificada
por HA de tipo Il (20 micréometros) usando SP-Sepharosa HP de la misma manera que se ha descrito anteriormente
(cromatografia en SP-Sepharosa HP — 20 micrometros) (figura 31). Las fracciones que contenian CST-Il se
combinaron después del analisis por SDS-PAGE (figura 30). Las fracciones del producto juntadas se formularon
como se describe a continuacion.

Formulacién de CST-Il. El resto de las mezclas de fracciones de CST-ll (25 ml, cada una) de los pasos de
cromatografia en SP-Sepharosa HP, véase anteriormente, se concentraron hasta 5 ml en un concentrador de
centrifugacion Amicon Ultra-15 (10 kDa de MWCO) y se diluyeron con tampén de formulacién (MES 25 mM, NaCl
200 mM, pH 6,0, 10 ml) y se volvieron a concentrar has un volumen final de 5 ml, cada una. Las mezclas de CST-II
con tampén intercambiado se filtraron a través de unidades Mustang E Aerodisc que se habian precondicionado con
tampon de formulacion. Después de la filtracién los filtros se enjuagaron con 1,5 ml adicionales de tampodn de
formulacion y los filtrados se juntaron y diluyeron con volumenes iguales de glicerol (6,5 ml, cada una) para dar CST-
Il en una formulacién final de MES 12,5 mM, NaCl 100 mM, Tween-20 al 0,0125%, pH 6,0. Las muestras se
almacenaron inmediatamente a -20°C.

Resultados de la produccién de CST-Il (pequefia escala). Se desarrollé un esquema de purificaciéon basado en los
resultados de los pasos del proceso descritos anteriormente. Estos incluyen el uso de cromatografias en Q-
Sepharosa FF, hidroxiapatita de tipo Il y SP-Sepharosa HP para purificar CST-II (figura 4). Se realizé un proceso de
purificacion de prueba a pequefa escala para determinar la durabilidad del proceso y determinar las recuperaciones
de producto. La CST-Il se homogenizé en tampoén Tris a pH 8,3 con EDTA 10 mM y se clarificé en presencia y
ausencia de Tween-20. La CST-Il fue capturada en Q-Sepharosa (con y sin Tween-20) y se eluy6 con el gradiente
en pasos de NaCl para maximizare la recuperacion (figuras 27 y 28).

La mezcla de CST-Il parcialmente purificada que contenia Tween-20 se diluyd, separd y purificd sobre una resina de
hidroxiapatita de tipo Il (40 micrometros) o una de hidroxiapatita de tipo Il (20 micrémetros) (figuras 29 y 30). Se
encontrd que la resina de 20 micrometros proporcionaba una resolucién ligeramente mejorada entre la CST-Il y una
impureza proteica de E. coli que eluye a 60 kDa (transportador de oligopéptido: proteina de unién periplasmica,
resultado de secuenciacion terminal no mostrado). Las mezclas de hidroxiapatita de 40 micrometros y 20
micrémetros se dializaron individualmente y se purificaron sobre SP-Sepharosa HP (figuras 30 y 31). Se estimo que
ambas recuperaciones de CST-II eran aproximadamente del 22% basandose en la actividad enzimatica.

Anélisis de CST-Il durante la purificacién

Protedlisis de CST-Il. Intento de separacién de fragmentos proteoliticos por exclusién molecular (SEC). Se inyecto
una muestra de CST-II purificada (Q-Sepharosa, hidroxiapatita de tipo Il y SP-Sepharosa HP) y formulada como se
ha descrito anteriormente (250 pl, 711 pg de proteina) en una columna de Superdex 200 10/30GL unida a un
sistema AKTA Explorer 100 LC que controla continuamente la absorbancia a 280 nm. La muestra se cromatografio
con fosfato de sodio 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2 a una velocidad de flujo de 0,5 mil/min (figura 32). Las fracciones
se analizaron por SDS-PAGE (figura 33).

Prueba para actividad proteolitica. Se recogidé CST-ll después de cada paso de cromatografia del proceso a
pequefia escala descrito anteriormente (Q-Sepharosa, HA de tipo Il (20 micrometros) y SP-Sepharosa HP) y se
almacenaron inmediatamente con glicerol al 50% en tampén de elucion a -20°C en los siguientes tampones: 1. Q-
Sepharosa, Tris-HCI 25 mM, NaCl 75 mM, glicerol al 50%, pH 8,3; 2. HA-tipo Il (20 micrometros), fosfato de sodio 5
mM, NaCl 550 mM, glicerol al 50%, pH 6,5; y 3. SP-Sepharosa HP, MES 12,5 mM, NaCl 85 mM, glicerol al 50%, pH
6,0. Cada muestra (10 ug de cada una) se incub6 14 horas a 32°C y se analiz6é por SDS-PAGE para determinar si se
observaba protedlisis adicional de la CST-Il relativa a las muestras almacenadas a -20°C (figura 34).

Prevencién de la protedlisis de CST-Il durante la homogenizacién del precipitado celular. Se resuspendieron
muestras de precipitado celular (2,0 g cada una) de recogida de fermentacion de BNN93 CST-Il (almacenadas a -
80°C) en uno de los siguientes tampones de prueba (20 ml): Condicion 1. Tris-HCI 50 mM, pH 8,3; Condicién 2. Tris-
HCI 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,3; Condicion 3. MES 50 mM, pH 6,0; Condicion 4. acetato de sodio 50 mM, pH 4,0;
Condicion 5. Tris-HCI 50 mM, pH 8,3 con 500 ul del conjunto Il de mezcla de inhibidores de proteasas de
Calbiochem (que contiene AEBSF 20 mM, bestatina 1,7 mM, E-64 200 micromolar, EDTA 85 mM, pepstatina 2 mM).

Las células se microfluidizaron y clarificaron como se ha descrito previamente. Se filtraron muestras de los
homogenizados clarificados a través de filtros de jeringuilla Pall (0,2 micrémetros) y se inyectaron en una columna
de Superdex 200 10/30GL que se habia equilibrado previamente con el tampdn de homogenizacion correspondiente
para cada muestra que contenia ademas NaCl 150 mM. Las muestras se cromatografiaron en un sistema AKTA
Explorer 100 LC que controla continuamente la absorbancia a 280 nm (figura 35). Se recogieron mezclas de picos
de CST-ll y se analizaron por SDS-PAGE (figura 36).
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Resultados de la caracterizacién de CST-lIl. CST-Il es una proteina tetramérica. La secuenciaciéon N-terminal
confirmé que se purificaron dos especies de proteina de la fermentacion células BNN93: la especie de 260
aminoacidos esperada (MKK...NINF) y una especie de 262 aminoacidos (GSMKK...NINF) que se piensa surge de
una iniciacion de traduccion alternativa del vector de expresion pNT1. Se encontré que la relacién de la especie
GSMKK (262 aminoécidos) respecto a la especie MKK (260 aminoacidos) en la proteina purificada era
aproximadamente 90:10.

Analisis de la protedlisis de CST-Il. Durante el desarrollo de un proceso de purificaciéon, se observé protedlisis de
CST-Il. El analisis de estos fragmentos por secuenciacion N-terminal y CL/EM Q-ToF confirmé la presencia de dos
fragmentos proteoliticos de CSTIl en la muestra purificada. La adicion de EDTA al tampdn de homogenizacion
redujo ligeramente, pero no previno del todo, la protedlisis.

Los fragmentos de protedlisis de CST-Il no eran separables por ninguno de los métodos de cromatografia utilizados.
Usando métodos analiticos, se pudo observar el fragmento C-terminal proteolizado por HPLC de fase inversa. Se
sabe que CST-Il forma una especie oligomérica consistente con un tetramero en solucién. Por tanto, no fue
sorprendente que la cromatografia de exclusién molecular no separara tampoco las impurezas proteoliticas. Se
probd la actividad proteolitica residual de cada una de las mezclas de elucion de CST-lI (Q-Sepharosa,
hidroxiapatita, SP-Sepharosa HP, almacenadas a -20°C) mediante incubaciéon ampliada a 32°C. El analisis de SDS
PAGE reveld que no se habia producido protedlisis adicional de CST-Il en ninguna de las mezclas de elucion de
cromatografia, lo que indica que la(s) proteasa(s) se habia(n) eliminado durante el paso de cromatografia en Q-
Sepharosa (figura 34).

Como resultado de los datos anteriores, se examinaron los pasos de homogenizacion y clarificacién de E. coli como
la fuente potencial de la protedlisis. Se idearon una serie de experimentos para reducir o eliminar la protedlisis
durante la homogenizacién de los precipitados celulares de E. coli (almacenados a -80°C). Los precipitados celulares
se homogenizaron por microfluidizacién usando un panel de tampones desde pH 4 hasta pH 8,3 en presencia y
ausencia de EDTA y una mezcla de inhibidores de proteasas (Calbiochem). Las muestras homogenizadas y
clarificadas se purificaron por SEC (figura 35) y las fracciones que contenian CST-Il se analizaron por SDS PAGE
(figura 36). Las variaciones en el pH no redujeron la protedlisis, sin embargo, se encontré que CST-Il era inestable
usando las condiciones de pH 4. Solo la presencia de EDTA produjo un descenso observable en la protedlisis. Por
tanto, se incluyd6 EDTA en todos los pasos posteriores de rotura celular y clarificacién. Los dos principales
fragmentos de protedlisis parecian estar presentes independientemente del método utilizado para prevenir la
protedlisis incluyendo el uso de una mezcla de proteasas. Estos resultados sugieren que el suceso de la protedlisis
es dificil de prevenir y puede suceder durante la fermentacion o recogida de la CST-II.

Analisis de multiples picos de HPLC de CST-Il. Mientras se exploraban métodos de purificacion, se observé que
CST-Il purificada usando una combinacién de Q-Sepharosa, hidroxiapatita y SP-Sepharosa HP contenia tres bandas
que corrian muy proximas a pesos moleculares muy similares en un gel de SDS-PAGE usando condiciones no
reductoras. Esto esta en contraste con una Unica banda que se observé de la misma CST-Il purificada en geles de
SDS PAGE usando condiciones reductoras. Las secuencias de aminoacidos N-terminales (secuenciacion de
Edman) de las tres bandas del gel de SDS PAGE no reductor eran idénticas al extremo amino de CST-Il. Ademas,
se observaron tres picos para la CST-Il purificada cuando se analiz6 por RP HPLC usando condiciones no
reductoras. Cada uno de los picos de RP-HPLC se aislé y volvié a analizar por RP-HPLC, SDS PAGE y QToF/EM
(EM: picos 1 y 2 solo). El andlisis de EM confirmé (dentro de la variabilidad experimental) que las especies en las
dos fracciones principales representaban la proteina CST-Il intacta. Los datos de los analisis de RP-HPLC y SDS
PAGE de cada pico aislado por RP-HPLC mostraron sorprendentemente que las tres especies se interconvertian
tras el almacenamiento y manejo. El patrén de multiples bandas observado para CST-II por SDS-PAGE (condiciones
no reductoras) y los multiples picos observados por RP-HPLC se pueden deber a la presencia de diferentes formas
de especies con puentes disulfuro intramoleculares de CST-Il. CST-Il tiene 6 residuos de cisteina no apareados que
se habia mostrado previamente que estaban en un estado reducido por cristalografia de rayos X (C. P. Chiu, et. al.
Nature Structural and Molecular Biology. 11, 163-170, Febrero 2004). Cuatro de estos residuos de cisteina tienen
distancias intramoleculares que pueden permitir la formacion de puentes disulfuro intramoleculares tras el manejo en
un ambiente aerobio.

Purificacion de CST-II (gran escala)

Rotura celular por microfluidizacién. Se almacenaron precipitados celulares de recogidas de fermentacion de BNN93
CST-Il a -80°C. El precipitado celular (150 g) se resuspendié en Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,3 (1 g/7,5 ml de
tampodn). Tras la resuspension, el precipitado se homogenizé con dos pases sobre un microfluidizador ajustado a
16.000-18.000 PSI. El sistema se enjuagd con 2,5 ml adicionales de tampdn por gramo de precipitado (375 ml) para
recoger cualquier material en el sistema debido al volumen de retenciéon. La concentracion final del homogenizado
fue 1 g de precipitado celular/10 ml de tampon (1,5 L). Se afiadié Tween-20 al homogenizado (al 0,02% v/v) antes de
la clarificacion.
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Clarificacién. EI homogenizado celular de BNN93 (1,5 L) se centrifugé inmediatamente a 5000 x G durante 120
minutos en una centrifuga equipada con un rotor basculante (Sorval) a 4°C. El sobrenadante se filtr6 usando un
Cuno Zeta Plus Biocap (0,2 micrometros). Después de la filtracidon, se midieron el pH y la conductividad; pH = 8,3, y
conductividad = 6,1 ms/cm. El homogenizado filtrado se almacené a 4°C durante menos de 1 hora antes de la
purificacion.

Cromatografia en Q-Sepharosa. Se empaqueté una columna de cromatografia Amicon Vantage S (12,5 cm de di)
con resina Q-Sepharosa FF (1,5 L) y se uni6é a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla continuamente la
absorbancia a 280 nm. La columna se equilibr6 con 5 volumenes de columna (VC) de Tris 50 mM, Tween-20 al
0,005%, pH 8,3 (tampdn A). EI homogenizado clarificado (1,5 L) se diluyé con tampoén A (4,5 L) para reducir la
conductividad; (después de la dilucion: pH = 8,34, 3,2 ms/cm). El homogenizado diluido (6 L) se aplicé a la columna
preparada a 49 cm/h (100 ml/min). Cuando se completd la carga, el material no unido se lavé del gradiente de
tampén B (NaCl 1 M en tampodn A): 4 VC de tampon B al 15%, 4 VC de tampon B al 100% (figura 37). Se analizaron
las fracciones por SDS-PAGE y se determiné la actividad enzimatica de CST-II (figura 38, tabla 7). Las fracciones de
CST-Il purificada se juntaron (fraccion de elucion 2, figura 35, 600 ml) y se tomé una alicuota de 0,5 ml y se formulé
con dlicerol al 50% y se almacend a -20°C para conservar la actividad. La CST-II restante se almacené a 4°C
durante aproximadamente 36 horas hasta la purificacion adicional en hidroxiapatita.

Tabla 7. Recuperacion de la actividad enzimatica CST-Il después de la purificacion en Q-Sepharosa FF

Fraccién mezcla Actividad (U/ml) | Volumen (ml) | Unidades totales 'zecu"eracfn
el paso (%)
Homogenizado 1,72 1500 2790 100
Fraccion FT 1 de Q-Sepharosa 0,011 2000 22 0,8
Fraccion FT 2 de Q-Sepharosa 0,071 2000 142 5,1
Fraccion FT 3 de Q-Sepharosa 0,124 2000 248 8,9
Fraccién FT 4 de Q-Sepharosa 0,03 2000 60 2,2
Fraccion FT 5 de Q-Sepharosa 0,09 2000 180 6,5
Mezcla FT/lavado de Q-Sepharosa 0,049 10000 490 17,6
Fraccion de elucién 1 de Q-Sepharosa 0,078 550 43 1,5
Fraccion de elucién 2 de Q-Sepharosa 4,017 600 2410 86,4
Fraccion de elucion 3 de Q-Sepharosa 0,553 550 304 10,9
Fraccion de elucion 4 de Q-Sepharosa 0,07 600 42 1,5
Fraccion de elucién 5 de Q-Sepharosa 0,087 600 52 1,9

o El homogenizado se prepara a partir de 150 gramos de precipitado celular (15 L de fermentacién de CST-II
produjeron 320,7 gramos de precipitado celular).

o Recuperacion del paso (%): calculada como unidades totales de CST-II en la mezcla individual de fraccion
dividida por las unidades totales de CST-II en el homogenizado x 100.

0 La fraccion de elucidon 2 de Q-Sepharosa se recogio y prepard para purificacion posterior. Fraccion FT =
fraccion del flujo que pasa.

Cromatografia de hidroxiapatita de tipo Il (20 micrémetros). Se empaquetd una columna XK50 (GE Healthcare) con
resina de hidroxiapatita de tipo Il (Biorad, 20 micrémetros) (320 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC
gue controla continuamente la absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 VC de fosfato de sodio 5 mM,
Tween-20 al 0,005%, pH 6,5. Se afiadi6 lentamente la CST-II purificada por Q-Sepharosa FF (figura 37, fraccion de
elucion 2) (600 ml) a fosfato de sodio monobasico 50 mM (600 ml) mientras se controlaba el pH continuamente. El
pH se ajustd a 6,65 con la adicion de 60 ml adicionales de fosfato de sodio monobasico 50 mM. La solucion de CST-
Il (660 ml) se diluyé ademas con fosfato de sodio 10 mM, Tween-20 al 0,005%, pH 6,5 (tampoén A, 3,6L) para reducir
la concentracion de fosfato de sodio total (volumen final 4,2 L). La solucion de CST-Il condicionada se filtré (botellas
filtro Nalgene de 1 L, 0,2 micrémetros) y se midieron el pH, la conductividad y la absorbancia a 280 nm; pH 6,54;
conductividad, 4,0 ms/cm, A280 = 1,004 UA. La CST-Il filtrada se cargd en la columna preparada a 120 cm/h (39,3
ml/min). El material no unido se lavé de la columna con 5 VC de tampén A. La CST-Il se eluyé a 120 cm/h (39,3
ml/min) con un gradiente de tampdn B (NaCl 1,5 M en tampén A): tampén B del 0-100% en 25 VC, seguido por 5 VC
de tampon B al 100%, seguido por 5 VC de fosfato de sodio 500 mM, pH 6,5 (figura 39). Se tomaron muestras de las
fracciones para SDS-PAGE y ensayo de CST-II (figura 40, tabla 8). Las fracciones de CST-Il purificada se juntaron
(fraccién de elucion 5, figura 39, 1,65 L) y se tom6 una alicuota de 0,5 ml y se formulé con glicerol al 50% y se
almaceno a -20°C para conservar la actividad. La CST-II restante se almaceno a 4°C durante aproximadamente 36
hasta la purificacién adicional en SP-Sepharosa HP.
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Tabla 8. Recuperacion de la actividad enzimética CST-1l después de la purificacién en hidroxiapatita de tipo Il
(20 micrémetros)

Fraccion Actividad (U/ml) Vo(lumrlr;en Utnc: ?:;2:8 %2?;22??2 ;1

Fraccion de elucion 2 de Q-Sepharosa 4,017 600 2410 100
Carga de hidroxiapatita 0,477 4200 2003 83,1
Mezcla FT/lavado de hidroxiapatita por debajo del limite 4500 0 0

Fraccion de elucion 1 de hidroxiapatita por debajo del limite 750 0 0

Fraccion de elucion 2 de hidroxiapatita 0,013 560 7 0,3
Fraccion de elucion 3 de hidroxiapatita 0,279 600 167 6,9
Fraccion de elucién 4 de hidroxiapatita 0,425 100 43 1,8
Fraccion de elucién 5 de hidroxiapatita 0,918 1650 1515 62,9
Fraccion de elucion 6 de hidroxiapatita 0,151 1150 174 7,2
Fraccion de elucion 7 de hidroxiapatita por debajo del limite 250 0 0

0 Recuperacioén del paso (%): calculada como unidades totales de CST-Il en la mezcla individual de fraccién
dividida por las unidades totales de CST-Il en la fraccion de elucion 2 de Q-Sepharosa FF (QFF) x 100.

o0 La fraccion de elucion 5 de hidroxiapatita de tipo Il se recogid y prepard para purificacion posterior. FT =
fraccion del flujo que pasa.

Cromatografia en SP-Sepharosa HP. Se empaqueté una columna de cromatografia XK50 (GE Healthcare) con
resina SP-Sepharosa HP (300 ml) y se unié a un sistema AKTA Explorer 100 LC que controla continuamente la
absorbancia a 280 nm. La columna se equilibré con 5 VC de MES 25 mM, Tween-20 al 0,005%, pH 6,0 (tampon A).
La CST-II purificada en hidroxiapatita de tipo Il (20 micrémetros) (figura 39, fraccién de elucion 5, 1,65 L, Tween-20
al 0,005%) se ajustd a Tween-20 al 0,02% y se dializé durante la noche frente a MES 25 mM, NaCl 10 mM, pH 6,0
(19 L, conductividad; 1,9 ms/cm) a 4°C. El volumen de la solucion de CST-II dializada era de 2,2 L y se midieron el
pH y la conductividad (pH 6,3; conductividad 11,3 ms/cm). La CST-II dializada se diluyé adicionalmente con tampdn
A (3,8 L) y se filtro (botellas filtro Nalgene de 1 L, 0,2 micrometros). Se midieron el pH, conductividad y absorbancia
(280 nm) de la solucion filtrada (pH 6,03, conductividad: 3,9 ms/cm, A280 = 0,291 UA) y la solucién (6 L) se carg6 en
la columna preparada a 120 cm/h (39,3 ml/min). El material no unido se lavo de la columna a la misma velocidad de
flujo con 5 VC de tampon A. La CST-Il se eluyd de la columna con un gradiente de tampdn B (NaCl 1 M en tampdn
A): tampodn B del 0-50% durante 15 VC, mantenido a tampén B al 15% durante 1 VC y después cualquier material
unido estrechamente se eluyd con 5 VC de tampodn B al 100% (figura 41). Las fracciones se analizaron por SDS-
PAGE (figura 42) y se determiné la actividad enzimatica CST-Il (tabla 9). Las fracciones de CST-Il purificada se
juntaron (mezcla de elucion 2, figura 41, 648 ml), se tomd una alicuota de 0,5 ml y se formulé con glicerol al 50% y
se almacend a -20°C para conservar la actividad. El resto de CST-II se almacené a 4°C durante aproximadamente
16 horas antes de la formulacion final.

Tabla 9. Recuperacién de la actividad enzimatica CST-ll después de la cromatografia en SP-Sepharosa HP

Fraccion Actividad (U/ml) Vom;e” Ut':)'fa"’l‘g:s’ %‘Zf‘;‘;zga?;/‘;’;
Fraccion de elucion 5 de hidroxiapatita 0,918 1650 1515 100
Mezcla FT/lavado de SP-Sepharosa HP por debajo del limite 6000 0 0
Mezcla de elucion 2 de SP-Sepharosa HP 1,67 648 1082 71,4
Mustang E/formulacion final 0,563 1460 822 54,3

o0 Recuperacion del paso (%): calculada como unidades totales de CST-Il en la mezcla de fracciones dividida
por las unidades totales de CST-II en la fraccion de elucion 5 de hidroxiapatita (HA) x 100. Se recogi6 y
formuld la mezcla de elucion 2 de SP-Sepharosa HP. FT = fraccién del flujo que pasa.

Formulacién final. La mezcla de CST-Il de SP-Sepharosa HP (mezcla de elucién 2, 648 ml, A280: 2,19 UA) estaba
compuesta de fracciones que eluian en tampén B entre el 14,7-22% (MES 25 mM, NaCl 1M, Tween-20 al 0,005%,
pH 6,0) que corresponde a una concentracion media de NaCl de 183,5 mM (tampoén B al 18,35%) (figura 41). La
concentracion de cloruro de sodio se ajusté a 200 mM mediante la adicion de NaCl 5 M (2,14 ml). La concentracion
de Tween-20 aumento del 0,005% al 0,02% mediante la adicion de Tween-20 al 10% (0,975 ml). Se precondiciono
un filtro capsula Mustang E (10 ml) con MES 25 mM, pH 6,0 (130 ml). La solucién de CST-Il ajustada (650 ml) se
pas6 a través del filtro de capsula Mustang E a una velocidad de flujo de 100 ml/min y el filtrado se recogié un
envase Nalgene estéril (2 L). La capsula se enjuag6é con MES 25 mM, NaCl 200 mM, Tween-20 al 0,02%, pH 6,0
(aproximadamente 100 ml) para reducir la pérdida de la retencion del filtro. La solucidon de CST-Il se paso a través
de una unidad de filtracion Nalgene (1 L, 0,2 micrometros) para eliminar una cantidad vestigial de precipitado fibroso
que se observo. La solucién de CST-II filtrada (730 ml, A280 = 1,825 UA) se diluyd (1:1) con glicerol (730 ml) en una
botella Nalgene estéril (2 L) para dar CST-Il en una formulacién final de MES 12,5 mM, NaCl 100 mM, Tween-20 al
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0,01%, glicerol al 50%, pH 6,0 (1,43 L). La muestra se almacenoé inmediatamente a -20°C. La CST-Il formulada se
analizé por SDS-PAGE (figura 43), RP-HPLC (figura 44), actividad enzimatica CST-Il (tablas 9 y 10) y concentracion
de endotoxina.

Tabla 10. Resumen del proceso de CST-II

Paso del proceso Proteina total Unidades Endotoxina Factor de Recuperacion
(mg) totales (UE/mgq) purificaciéon (%)
Homogenizado (150 g) na 2790 192200* na 100
Q Sepharosa 47727 2410 303 na 86,4
Hidroxiapatita de tipo Il 1679,3 1515 <49 1,79 54,3
SP Sepharosa HP 1402,3 1082 2,98 0,86 38,8
Formulacion final 1316,5 822 0,987 0,81 29,5

Nota: * La endotoxina se describe como UE/mg en la recogida de la enzima. La actividad especifica de la CST-II
purificada es 0,624 U/mg de proteina. Recuperacion (%) calculada como actividad de CST-Il recuperada del paso de
purificacion dividido por las unidades totales al inicio del proceso (2790 unidades) x 100.

Resultados de la purificacion de CST-Il a gran escala. Se homogenizd CST-II de 150 gramos de precipitado celular
de E. coli BNN93 (menos de la mitad de una fermentacion unica de 15 L) en presencia de EDTA vy se clarificd en
presencia de Tween-20. El homogenizado clarificado se capturé en una columna de 1,5 L de Q-Sepharosa (Fast
Flow) y se eluyd con un gradiente en pasos de NaCl en presencia de Tween-20 (figuras 35y 36). La actividad CST-II
se recuper6 del paso de Q-Sepharosa en un rendimiento del 86% (recuperacion del paso) basado en la actividad
enzimatica (tabla 8). La mezcla de elucion de Q-Sepharosa se diluyd en tampon fosfato de sodio y se capturd en
resina de hidroxiapatita de tipo Il (20 micrometros). La CST-Il se eluyé en presencia de Tween-20 en una
recuperacion del paso mayor del 75% de actividad enzimatica (figuras 39 y 38, tabla 8). La mezcla de elucién de
hidroxiapatita se dializ6 en tampdn MES con Tween-20 y se purificé por cromatografia de SP-Sepharosa HP (figuras
41y 42, tabla 9). La CST-Il se eluyé con NaCl y se recogi6é una mezcla de fraccion estrecha (mezcla de elucién 2) a
una concentracion alta de la enzima. Se uso una mezcla de fraccion mas estrecha para mantener la alta
concentracion de proteina después de este paso, eliminado de esta manera la necesidad de concentrar la CST-II
antes de la formulacién (mezcla de elucion 2 frente a mezcla de elucion 1) (figura 41, tabla 11). La CST-II purificada
se filtré para reducir la endotoxina y la carga bioldgica y se formulé en glicerol al 50%. La recuperacién global de la
actividad enzimatica para el proceso entero fue casi del 30% (tabla 10). La enzima CST-II resultante tenia una
actividad especifica de 0,624 U/mg y una pureza de mas del 98% por andlisis de RP-HPLC (tabla 12, figuras 43 y
44).

Tabla 11. Comparacion de dos mezclas de elucion del producto de SP Sepharosa HP

SP Sepharosa HP Volumen (ml) A280 mg totales
Mezcla de elucién 1 1128 1,40 1560,5
Mezcla de elucién 2 648 2,19 1402,3

Tabla 12. Secuencia de aminoacidos N-terminales de CST-Il purificada en condiciones reductoras

Banda Secuencia de aminoacidos N-terminal

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CST-II (principal) G S M K K V | I A G
CST-Il (secundaria) M K K Vv I I A G N G
A (principal) G S M K K V | | A G
A (secundaria) M K K Vv [ I A G N G
B (principal) G S M K K V | [ A G
B (secundaria) M K K \Y | - - - - -
C (principal) N L L K L A - - - -
C (secundaria) L A P N F K - - -
C (secundaria) F K N D N S - - - -

o Se cortaron las bandas de proteina identificadas en la electrotransferencia (PVDF) de un gel de SDS-PAGE
(figura 50) para el analisis individual como se describe en la seccion de métodos. Se muestran las
secuencias N-terminales de las dos especies esperadas de CST-Il. Solo se detecté proteina CST-II.

o CST-ll principal; la proteina predominante secuenciada para CST-II total purificada.

o0 CST-ll secundaria; la secuencia de CST-Il secundaria detectada estimada que es aproximadamente el 10%
de la CST-II purificada total.

o Banda A: CST-IlI (intacta), extremos N esperados principal y secundario observados.

o Banda B: Fragmento N-terminal de CST-Il, extremos N esperados principal y secundarios observados.
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o Banda C: Fragmento interno de CST-II con extremo irregular que empieza en N2, L"7® y F'® (basado en la
especie GSMKK).

Conclusién

Se evaludé un panel extenso de métodos de cromatografia para la purificacion de CST-Il del plasmido pNT1
expresado en células de E. coli BNN93. Se identificaron cuatro metodologias de purificacion eficaces que incluian
captura en Q Sepharosa, hidroxiapatita de tipo Il, SP Sepharosa HP y butil Sepharosa. Usando estos métodos de
cromatografia, se desarrollé un método escalable de 3 pasos (Q Sepharosa FF, hidroxiapatita de tipo Il y SP
Sepharosa HP) para la produccion de CST-II (figura 4). Se utilizaron pasos de dilucién y dialisis en lugar de filtracion
con intercambio de tampdn para minimizar la pérdida de CST-Il. Este proceso produjo con éxito 822 unidades de
CSTII a partir de 150 gramos de precipitado celular (2786 unidades de actividad enzimatica cruda) a una pureza
mayor del 98% con un rendimiento total del 29,5% basandose en la actividad enzimatica (tabla 10).

Lista de secuencias informal

SEQ ID NO: 1
Secuencia de nucleétidos del inserto de CSTIl en pNT1 (cepa OH4384):

atgaaaaaagttattattgctggaaatgpaccaagtttaaaagaaattgattattcaagactaccaaatgattttgatgtatttagatgtaate
aattttattttgaagataaatactatcttggtaaaaaatgcaaggceagtattttacaatcctagtctttittttgaacaatactacactttaaaaca
titaatccaaaatcaagaatatgagaccgaactaattatgtgttctaattacaaccaagctcatctagaaaatgaaaattttgtaaaaacttitt
acgatiatiticctgatgetcatttgggatatgattttttcaaacaacttaaagattttaatgcttattitaaatttcacgaaatttatttcaatcaaa
gaattacctcaggggtctatatgtgtgcagtagecatagecctaggatacaaagaaatttatctitcgggaattgatttttatcaaaatggpt
catcttatgcitttgatactaaacaaaaaaatcttttaaaattggetectaattttaaaaatgataattcacactatattggacatagtaaaaata
cagatataaaagctttagaatttctagaaaaaacttacaaaataaaactatattgettatgtcctaacagicttttageaaattttatagaacta
gcgccaaatttaaaticaaattttatcatacaagaanaanataactacactaaagatatactcataccttctagtgaggcttatggaaaattit
Caaaaaatattaatttttaa

SEQ ID NO. 2
Secuencia de proteina del inserto de CSTIl en pNT1:

mgsmkkviiagngpslkeidysrlpndfdvfrengfyfedkyyl gkkckavfynpslffeqyytlkhligngeyetelimcsnyn
qa}ﬂencnﬁktfydyfgdah]gydfﬂcqlkdﬁmayﬂcﬂ;eiyﬁqritsgvymcavaialgykeiylsgidfyqngssyafdﬂcq
;l}dlklapnﬂmdnsh)u ghskntdikaleflektykiklyclcpnsllanfielapnlnsnfiigeknnytkdilipsseaygkfskni

SEQ ID NO: 3
Plasmido de expresion que incluye CSTII con etigueta (pNT1):
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tcgegetgttagegggeccattaagtictgtcteggegegtetgegtetggetggetggcataaatatcetcactegeaatcaaaticagee
gatageggaacgggaaggcegactggagtgccatgteeggttticaacaaaccatgeaaatgetgaatgaggpcategttcecactge
gatgctggit gecaacgatcagatggegetgggegeaatgegegecattaccgagtecgggcetgegegtiggtgeggatateteggt
agtgggatacgacgataccgaagacagctcatgttatatcccgecgttaaccaccatcaaacaggattticgectgetggggcaaace
agegtggaccgettgetgeaactetctecagggecaggegptgaagggcaatcagetgttgecegtetcactggtgaaaagaaaaace
accetggegcececaatacgcaaaccgectetececgegegttggecgattcattaatgeagetggeacgacaggtticcegactggaaa
gegggeagtgagegeaacgceaattaatgtaagttageteacteattaggeaccecaggctitacactttatgettceggetegtatggeg
tticggtgatgacggtgaaaacetetgacacatgeageteceggagacggtcacagettgictgtaageggatgecgggageagaca
agceegteagggegogteagegggtetiggegggtgteggggegeagecatgaceeagteacgtagegatageggagtgtatact
ggcttaactatgeggeatcagagoagattgtactgagagtgeaccattatgeggtgtgaaataccgeacagatgegtaaggagaaaat
accgceatcaggcegetettcegettectegeteactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatce agctcactcaaag
gcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgeaggaaagaacatgtgagcaaaaggecageaaaaggecaggaacegta
aaaaggcecgcegtigetggegtitttccataggeteegeecccetgacgagceatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaa
acccgacaggactataaagataccaggegtitcceectggaagetecctegtgegetetectgticegacectgecgettaceggatac
ctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagct
gggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgac
ttatcgecactggeagceagecactggtaacaggattagecagagegaggtatgtaggeggtgetacagagtictigaagtggtggecta
actacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetetgetgaagecagttaccticggaaaaagagttggtagetettgateeg
gcaaacaaaccaccgetggtagegetggtttttitptitgecaageageagattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatectttg
atctittctacggggtcetgacgceteagtggaacgaaaactcacgttaagggattttopteatgagattatcaaaaaggatcttcacetagat
cctittaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggeacct
atctcagegatctgtctatttegttcatccatagttgectgactceecgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaceatctggeee
cagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgca
gaagtggtcctgcaactttatccgoctccatocagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgc
aacgttgttgeeattgetgeaggeategtegptgtcacgetegtegtttggtatggeticattcagetecggticecaacgatcaaggegag
ttacatgatcceccatgttgtgeaanaaageggttagetecticggtectecgateggeggpgeaggganagecacsttgtatetcaaa
atctctgatgttacattgcacaagataaaaatatatcatcatgaacaataaaactgtctgcttacataaacagtaatacaaggggtgttatga
Bccatattcaacgggaaacgtcttgctccaggccgcgattaaattccaacatggatgctgatttatatgggtataaatgggctcgcgata
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atgtcgggcaatcaggtgegacaatctatcgactigtatgggaagecegatgcgecagagttgtitctgaaacatggeaaaggtagegtt
gccaatgatgttacagatgagatggtcagactaaactggcetgacggaatttatgecteticegaccatcaageatittatcegtactectga
tgatgcatggttactcaccactgegateccecegggaaaacageattccaggtattagaagaatatcctgattcaggtgaaaatattgtt gat
gegetggeagtgttectgegecggttgeattcgattect gttt gtaattgtecttttaacagegategegtatitegtetegetcaggepgeaa
tcacgaatgaataacggtttggttgatgcgagtgattttgatgacgagegtaatggctggectgtigaacaagtctggaaagaaatgeat
aagctattgccatictcaccggaticagtcpgtcactcatggtgatitctecactigataaccttattittgacgaggggaaattaataggttgtat
tgatgttggacgagtcggaatcgeagaccgataccaggatcttgecatectatggaactgecteggtgagttttctecttcattacagaaa
cggcttittcaaaaatatggtattgataatcctgatatgaataaattgeagtttcatttgatgetcgatgagtitttctaaagtactactcttecttt
ttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttcecgeg
cacatttccccgaaaagtgccacctgacgatgaaatigtasacgttaatattttgttaaaaticgegttaaatttitgtiaaatcageteatttit
taaccaataggccgaaatcggcaaaatcecttataaatcaaaagaatagecegagatagggttgagtptigttccagttiggaacaaga
gtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaacegtctatcagggegatggeecactacgtgaaccatcaceea
aatcaagtttittggggtcgagataccgtaaagetctaaatcggaaccctaaagggagecceegatitagagettgacggggaaagec
ggcgaacgtggegagaaaggaagggaagaaagegaaaggageggecegctagggegetggeaagtglageggtcacgetgege
gtaaccaccacaccegecgegcettaatgegecgetacagggegegtactatggtipetitgacgeatcgtctaagaaaccattattatca
tgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggcecctticgtcticaagcagatctgaaaaaaaageccgetcattaggegggctea
gatctgetcatgtitgacagettatcatcgatgtcgacggtaccgaattcctcgagetattaaaaattaatatttittgaaaattttccataage
ctcactagaaggtatgagtatatctitagtgtagttatitittictigtatgataaaatitgaatitaaatitggegetagtictataaaattigetaa
Jaagactgttaggacataagcaatatagttttattttgtaagtttitictagaaattctaaagcettitatatctgtatttitactatgtccaatatagtg
tgaattatcatttitanaattaggapccaatittaaaagatttttttgtttagtatcaaaagcataagatgacccattitgataaaaatcaattcee
gaaagataaatttctttgtatcctagggctatggctactgcacacatatagaccectgaggtaatictitgattgaaataaatticgtgaaatt
taaaataagcattaaaatctttaagttgtitpaaaaaatcatatcccaaatgageatcaggaaaataatcgtaaaaagtiittacaaaatttic
attttctagatgagcttgpttpgtaattagaacacataattagticggteteatatictigattttggattaaatgttttaaagtgtagtattgticaa
aaaaaagactaggattgtaaaatactgcctigeatitittaccaagatagtatttatcticaaaataaaattgattacatctaaatacaicaaaa
tcatttgptagtcttgaataatcaatttctittaaactiggtecatttccageaataataacttttttcatggatcccatatgacctectaageate
gatagatcctgtttcctgtptgaaatigttatccgeteacaattcecacacattatacgagecgatgattaattgtcaacagggggatggoga
gtaagctgatcctgtitcctgtgtgaaattgttatcegetecacaattecacacattatacgagecgatgattaatigtcaacagggggatgg
ggagtaagctcatcgatggatcgatectgtttectgtgtgaaattgttatccgetecacaattccacacattatacgagecggaagceataaa
gtgtaaagectggggtpoctaatgagtgagetaacttacattaatigegtigegetcactgeccgctticcagtcgggaaacctgtegtg
ccaggacaccatcgaatggtgcaaaacctitcgeggtatggeatgatagegeccggaagagagtcaattcagggtggtgaatgtgaa
accagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgecggtgtctettatcagaccgtitcecegegtggtgaaccaggecagecacgtttetge
gaaaacgcgggaaaaagtggaagegpcgatggcggagetgaattacattcccaaccgegtggeacaacaactggegggcaaaca
stegttgetgattgpegtigecacctecagtetggecetgeacgegecgtcgeaaatigtcgeggegattaaatctegegecgatcaac
tgggtgccagegtggtgptptegatgptagaacgaageggeptcgaagectgtaaageggeggtgcacaatcttetcgegeaacge
gtcagtgggctgatcattaactatccgetggatgaccaggatgecattgetgtggaagotgectgeactaatgttccggegttatttettga
tgtctcigaccagacacceatcaacagtattattttctcccatgaagacggtacgegactgggeptggageatctggtegeattggptca
ccagcaaa

SEQ ID NO:4
>Cst-II: Proteina de OH4384 (nativa)

MKKVIIAGNGPSLKEIDYSRLPNDFDVFRCNQFYFEDKYYLGKKCKAVFYNPILFFEQYYTLKHLIQNQEYETEL
IMCSNYNQAHLENENEFVKTEYDYFPDAHLGYDFFKQLKDFNAYFKFHEIYFNQRITSGVYMCAVAIALGYKET YL
SGIDFYQNGSSYAFDTKQKNLLKLAPNFKNDNSHY IGHSKNTDIKALEFLEKTYKIKLYCLCPNSLLANFIELAP
NLNSNFIIQEKNNYTKDILIPSSEAYGKFSKNINFKKIKIKENIYYKLIKDLLRLPSDIKHYFKGK

SEQID NO: 5
>Cst-Il: Aminoacidos 1-260 de la proteina de OH4384 con la mutacién lle53Ser

mkkviiagngpslkeidysrlpndfdvfrengfyfedkyylgkkckavfynpslffeqyytlkhligngeyetelimesnynqahl
enenfvktfydyfpdahlgydffkqlkdfnayfkfheiyfngritsgvymcavaialgykeiylsgidfygngssyafdtkqknlik
lapnfkndnshyighskntdikaleflektykiklyclcpnsllanfielapninsnfiigeknnytkdilipsseaygkfskninf

SEQ ID NO: 6
>Cst-1l: Proteina de OH4382

MKKVIIAGNGPSLKEIDYSRLPNDFDVFRCNQFYFEDKYYLGKKCKAVFYNPILFFEQYYTLKHLIQNQEYETEL
IMCSNYNQAHLENENFVKTEYDYFPDAHLGYDFFKQLKDFNAYFKFHETIYFNQRITSGVYMCAVAIALGYKEIYL
SGIDFYQNGSSYAFDTKQKNLLKLAPNFKNDNSHY IGHSKNTDIKALEFLEKTYKIKLYCLCPNSLLANFIELAFP
NLNSNFIIOEKNNYTKDILIPSSEAYGKFSKNINFKKIKIKENIYYKLIKDLLRLPSDIKHYFKGK
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SEQ ID NO: 7
>Cst-Il: Proteina de HB93-13

MKKVIIAGNGPSLKEIDYSRLPNDFDVFRCNQFYFEDKYYLGKKCKAVEFYNPILFFEQYYTLKHLIQNQEYETEL
IMCSNYNQAHLENENFVKTFYDYFPDAHLGYDFFKQLKDFNAYFKFHEIYENQRITSGVYMCAVAIALGYKEIYL
SGIDFYQNGSSYAFDTKOKNLLKLAPNFKNDNSHYIGHSKNTDIKALEFLEKTYKIKLYCLCPNSLLANFIELAP
NLNSNFIIQEKNNYTKDILIPSSEAYGKFSKNINFKKIKIKENIYYKLIKDLLRLPSDIKHYFKGK

SEQ ID NO: 8
>Cst-Il: Proteina de O:10 ATCC 43438

MKKVIISGNGPSLKEIDYSRLPNDFDVFRCNQFYFEDKYYLGKKFKAVFYNPGLFFEQYYTLKHLIQNQEYETEL
IMCSNYNOAHLENENFVKTFYDYFPDAHKLGYDFFKQLKEFNAY FKEHEIYLNQRITSGVYMCAVATALGYKEIYL
SGIDFYQONGSSYAFDTKOQENLLKLAPDFKNDRSHYIGHSKNTDIKALEFLEKTYKIKLYCLCPNSLLANFIELAFP
NLNSNEFIIQEKNNYTKDILIPSSEAYGKFSKNINFKKIKIKENIYYKLIKDLLRLPSDIKHYFKGK

SEQID NO: 9
>Cst-Il: Proteina de 0:23 ATCC 43449

MKKVIISGNGPSLKEIDYSRLPNDFDVFRCNQFYFEDKYYLGKKCKAVFYNPSLFFEQYYTLKHLIONQEYEIEL
IMCSNYNQAHLENENFVKTFYDYFPDAHLGYDFFKOLKEFNAYFKFHEIYFNQRITSGVYMCTVAIALGYKEIYL
SGIDFYDNGGGYAFDTKQKNLLKLAPNFKNDNSHY IGHSKNTDIKALEFLEKTYEIKLYCLCPNSLLANFIELAP
NLNSNFIIQEKNNYTKDILIPSSEAYGKFTKNINFKKIKIKENIYYKLIKDLLKLPSDIKHYFKGK

SEQ ID NO: 10
>Cst-1l: Proteina de O:41 ATCC 43460

MKKVIISGNGPSLKEIDYSRLPNDFDVFRCNOQEFYFEDKYYLGKKCKAVEYNPSLFFEQYYTLKHLIONQEYETEL
IMCSNFNQAHLENQNFVKTFYDYFPDAHLGYDFFKQLKEFNAYFKFHEIYFNQRITSGVYMCTVAIALGYKEIYL
SGIDFYQONGSSYAFDTKQKNLLKLAPNFKNDNSHYIGHSKNTDIKALEFLEKTYEIKLYCLCPNSLLANFIELAP
NLNSNFIIQEKNNYTKDILIPSSEAYGKFTENINFKKIKIKENIYYKLIKDLLRLPSDIKHYFKGK

SEQ ID NO: 11
Motivo A de sialiltransferasa
DVFRCNQFYFED/E

SEQ ID NO: 12
Motivo B de sialiltransferasa
RITSGVYMC

SEQID NO: 13
DVFRCNQFYFED

SEQ ID NO: 14
DVFRCNQFYFEE

SEQ ID NO: 15
Especie principal de CST-Il producida por el plasmido pNT1

GSMKXKVIIAGNGPSLKEIDYSRLPNDFDVFRCNQFYFEDKYYLGKKCKAVFYNPSLF
FEQYYTLKHLIQNQEYETELIMCSNYNQAHLENENFVKTFYDYFPDAHLGYDFFKQL
KDFNAYFKFHEIYFNQRITSGVYMCAVAIALGYKEIYLSGIDFYQNGSSYAFDTKQK

NLLKLAPNFKNDNSHYIGHSKNTDIK ALEFLEKTYKIKLYCLCPNSLLANFIELAPNL
NSNFIIQEKNNYTKDILIPSSEAYGKFSKNINF
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REIVINDICACIONES

Una proteina sialiltransferasa con etiqueta que comprende un polipéptido sialiltransferasa con al menos el
95% de identidad a SEQ ID NO:4 y una etiqueta MGS en el extremo amino de SEQ ID NO:4, en donde la
proteina sialiltransferasa con etiqueta tiene actividad sialiltransferasa y la etiqueta MGS es el tripéptido Met-
Gly-Ser.

La proteina sialiltransferasa con etiqueta de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido sialiltransferasa es
SEQ ID NO4.

La proteina sialiltransferasa con etiqueta segun la reivindicacion 1 que comprende un polipéptido
sialiltransferasa y una etiqueta MGS en el extremo amino, en donde el polipéptido sialiltransferasa con
etiqueta comprende el motivo A de sialiltransferasa, DVFRCNQF YFED/E (SEQ ID NO:11) y motivo B de
sialiltransferasa, RITSGVYMC (SEQ ID NO: 12), y en donde la proteina sialiltransferasa con etiqueta tiene
actividad sialiltransferasa.

Un acido nucleico que codifica la proteina sialiltransferasa con etiqueta de la reivindicacion 1, 2 o 3.
Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 4.

El vector de expresién de la reivindicacién 5 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3.

Una célula huésped que comprende el vector de expresion de la reivindicacién 5.

Un método de hacer una proteina sialiliransferasa con etiqueta, el método comprende cultivar la célula
huésped de la reivindicacién 7 en condiciones adecuadas para la expresion de la proteina sialiltransferasa con
etiqueta.

El método de la reivindicacion 8, que comprende ademas el paso de purificar la proteina sialiltransferasa con
etiqueta.

Un método in vitro de producir un producto oligosacarido sialilado, el método comprende los pasos de a)
poner en contacto un sustrato aceptor que comprende un oligosacarido con la sialiltransferasa con etiqueta
de la reivindicacion 1, 2 o 3 y con un sustrato donante que comprende un grupo acido sidlico; y b) permitir la
transferencia del grupo acido sialico del sustrato donante al sustrato aceptor, produciendo de esta manera el
producto oligosacarido sialilado.

Un método in vitro de producir una proteina eritropoyetina sialilada, el método comprende los pasos de a)
poner en contacto una proteina eritropoyetina que comprende un oligosacarido con la sialiltransferasa con
etiqueta de la reivindicacion 1, 2 o 3 y con un sustrato donante que comprende un grupo acido sialico; y b)
permitir la transferencia del grupo acido sidlico del sustrato donante a la proteina eritropoyetina, produciendo
de esta manera la proteina eritropoyetina sialilada.

El método de la reivindicacion 11, en donde el grupo acido sidlico es un acido sialico PEGilado.
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