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ES 2798373 T3

DESCRIPCION
Transsialidasas de photobacterium mutadas
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a transsialidasas de photobacterium modificadas con mutaciones particulares que tienen
regioselectividad aumentada y/o termoestabilidad aumentada.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las a2,6-sialil transferasas de tipo salvaje se han aislado de bacterias marinas, como Photobacterium damselae
JT0160 (US 5827714, US 6255094, Yamamoto et al. J. Biochem. 123, 94 (1998)), y posteriormente de
Photobacterium sp. JT-ISH-224 (US 7993875, US 8187838, Tsukamoto et al. J. Biochem. 143, 187 (2008)) y
posteriormente de P. leiognathi JT-SHIZ-145 (US 8187853, US 8372617, Yamamoto et al. Glycobiology 17, 1167
(2007)) y finalmente de P. leiognathi JT-SHIZ-119 (US 2012/184016, Mine et al. Glycobiology 20, 158 (2010)). Se ha
descubierto que la 02,6-sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 y la a2,6-sialil transferasa truncada de
Photobacterium damselae JT0160 también tienen actividad de sialidasa (US 2012/0184016, Mine et al. Glycobiology
20, 158 (2010), Cheng et al. Glycobiology 20, 260 (2010)). Sin embargo, estas a2,6-sialil transferasas de tipo salvaje
no se han usado o no son completamente adecuadas para elaborar oligosacaridos sialilados, particularmente
oligosacaridos de leche humana sialilados (HMO).

Por lo tanto, se han buscado mutantes de tales enzimas, preferiblemente que tuviesen una regioselectividad
aumentada y/o una termoestabilidad aumentada, en particular para la sintesis enzimatica de oligosacaridos
sialilados, especialmente HMO sialilados.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una a2,6-transsialidasa que tiene una secuencia de aminoacidos que es por lo
menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1, y que comprende por lo menos uno de:

- en la posicidon 156, un aminoacido seleccionado de Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser,
Cys o Tyr; ylo

- en la posicion 161, un aminoacido seleccionado de Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente
Phe o Gly; y/o

- enla posicién 180, un aminoacido seleccionado de Asp, Asn, GIn, preferiblemente Asp; y/o

- en la posicién 186, un aminoacido seleccionado de Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr,
preferiblemente Tyr, Cys o Leu; y/o

- en la posicion 218, un aminoacido seleccionado de Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr,
preferiblemente lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- en la posicion 222, un aminoacido seleccionado de Gin, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y/o

- en la posicion 235, un aminoacido seleccionado de Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente
Arg, His, Cys o Val; y/o

- en la posicién 242, un aminoacido seleccionado de Arg, His o Lys, preferiblemente His; y/o

- en la posicion 261, un aminoacido seleccionado de His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente
Asp, Phe, His o Val; y/o

- enla posicion 315, un aminoacido seleccionado de Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 342, un aminoacido seleccionado de Ser o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- en la posicidon 349, un aminoacido seleccionado de Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys; y/o

- enla posicion 350, un aminoacido seleccionado de Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr,
Phe o Cys; y/o

- en la posiciéon 356, un aminoacido seleccionado de Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe;
ylo

- en la posicién 438, un aminoacido seleccionado de Arg, His o Lys, preferiblemente His;

en donde dichas posiciones se definen mediante la alineacion de dicha secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
No. 1 usando un algoritmo de comparacion.

Por consiguiente, esta invencion se refiere a una a2,6-transsialidasa mutada o modificada que tiene una secuencia
de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1, y tiene las
siguientes mutaciones (la posicién de la mutacion corresponde a alineacion de la secuencia de aminoacidos con la
SEQ ID No. 1):

- enla posicion 156 estd sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr; y/o
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- enla posicion 161 esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente Phe o Gly; y/o

- enla posicidon 180 esta sustituido por Asp, Asn, GIn, preferiblemente Asp; y/o

- en la posicién 186 esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr, preferiblemente Tyr,
Cys o Leu; y/o

- en la posicion 218 esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr, preferiblemente lle,
Val, Phe o Tyr; y/o

- en la posicion 222 esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His, preferiblemente
Cys, Asp, Arg o Phe; y/o

- enla posicion 235 esta sustituido por Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente Arg, His, Cys o
Val; y/o

- enla posicidon 242 esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His; y/o

- en la posicion 261 esta sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente Asp, Phe, His
o Val; y/lo

- enla posicion 315 esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 342 estd sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 349 estd sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys; y/o

- en la posicion 350 esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr, Phe o Cys; y/o

- enla posicion 356 esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; y/o

- enla posicidn 438 esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His.

Las proteinas mutadas de acuerdo con la invencion muestran actividad de transsialidasa y/o sialil transferasa,
preferiblemente una actividad de a2,6-transsialidasa y/o a2,6-sialil transferasa.

Ventajosamente, la secuencia de aminoacidos que debe mutarse de acuerdo con esta invencion para tener una
actividad de a2,6-transsialidasa y/o a2,6-sialil transferasa con regioselectividad mejorada es la de la sialil transferasa
de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su
variante truncada A2-15, particularmente la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-
15.

Mas ventajosamente, la a2,6-transsialidasa mutada tiene una secuencia de aminoacidos que es por o menos un
90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1 y que es preferiblemente la de la sialil transferasa de
P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-145 o su
variante truncada A2-15, que se ha mutado en lo siguiente posiciones de aminoacidos (la posicion de la mutacion
corresponde a la alineacion de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- enla posicién 156 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;
ylo

- en la posicién 161 GIn o Pro esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente Phe o
Gly; ylo

- enla posicion 180 Glu esta sustituido por Asp, Asn, GIn, preferiblemente Asp, y/o

- en la posiciéon 186 Ala o Gly esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr,
preferiblemente Tyr, Cys o Leu; y/o

- en la posicién 218 Ala o Ser esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr,
preferiblemente lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- en la posicién 222 Asn o Ser esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y/o

- en la posicion 235 Lys o Thr esta sustituido por Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente Arg,
His, Cys o Val; y/o

- enlaposicion 242 Val o Leu esté sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His; y/o

- enla posicion 261 Arg o lle esta sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente Asp,
Phe, His o Val; y/o

- enla posicidon 315 Leu esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicidon 342 Thr esta sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 349 Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys; y/o

- en la posicion 350 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr, Phe o
Cys; ylo

- en la posicion 356 Tyr esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; y/o

- enla posicidon 438 Pro esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His.

Incluso mas ventajosamente, la secuencia de aminodacidos de la a2,6-transsialidasa mutada es la de la sialil
transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15 que esta mutada en las siguientes posiciones
de aminoacidos (la posicién de mutacién corresponde a la alineacion de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
No. 1):

- enla posicion 156 Gly esta sustituido por Ser, Cys o Tyr; y/o

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2798373 T3

- enla posicion 161 GIn esta sustituido por Phe o Gly; y/o

- enla posicién 180 Glu esta sustituido por Asp, y/o

- enla posicidon 186 Ala esta sustituido por Tyr, Cys o Leu; y/o

- en la posicién 218 Ala esta sustituido por lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- en la posicién 222 Asn esta sustituido por Cys, Asp, Arg o Phe; y/o
- enla posicion 235 Lys esté sustituido por Arg, His, Cys o Val; y/o
- enla posicion 242 Val esta sustituido por His; y/o

- enla posicidon 261 Arg esta sustituido por Asp, Phe, His o Val; y/o
- enla posicion 315 Leu esta sustituido por Cys; y/o

- enla posicién 342 Thr esta sustituido por Cys; y/o

- enla posicidn 349 Gly esta sustituido por Ser o Cys; y/o

- enla posicion 350 Gly esta sustituido por Ser, Tyr, Phe o Cys; y/o
- enla posicion 356 Tyr esta sustituido por Val o Phe; y/o

- enla posiciéon 438 Pro esta sustituido por His.

Aun mas ventajosamente, la secuencia de aminoacidos de la a2,6-transsialidasa mutada es la de la sialil transferasa
de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15 que estda mutada en por lo menos dos posiciones de
aminoacidos (la posicion de la mutacion corresponde con la alineacion de la secuencia de aminoacidos con la SEQ
ID No. 1) de 156, 218, 222 y 349, particularmente por lo menos en tres posiciones de 156, 218, 222 y 349, mas
particularmente:

- enla posicion 156 Gly esta sustituido por Ser, Cys o Tyr; y/o

- enla posicion 218 Ala esta sustituido por lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- enla posicion 222 Asn esta sustituido por Cys, Asp, Arg o Phe; y/o
- enla posicion 349 Gly esta sustituido por Ser o Cys.

La invencion también se refiere a un proceso para sintetizar un carbohidrato sialilado, que comprende el paso de
hacer reaccionar un donante de sialilo y un aceptor de carbohidratos en presencia de la a2,6-transsialidasa mutada
(modificada) de la invencion para transferir el residuo de sialilo del donante de sialilo al aceptor de carbohidratos.

La invencion se refiere ademas al uso de la a2,6-transsialidasa mutada (modificada) de la invencién para la
preparacion de un carbohidrato sialilado, preferiblemente un oligosacarido de leche humana sialilada que tiene un
residuo 6-sialilo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Se pretende que las figuras siguientes ilustren adicionalmente la invencion.

Figura 1: muestra las secuencias y la alineacién de 3 a2,6-sialil transferasas: sialil transferasa de P.
leiognathi JT-SHIZ-119 truncada por su péptido sefal (A2-15) (SEQ ID No. 1), sialil transferasa de P.
leiognathi JT-SHIZ-145 truncada por su péptido sefal (A2-15) (SEQ ID No. 2) y sialil transferasa de P.
damselae JT0160 truncada por su péptido sefial (A2-15) (SEQ ID No. 3). Las secuencias se alinearon
mediante el alineamiento multiple de secuencias (MSA) usando CLUSTAL Omega (1.2.1)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/).

Figura 2: muestra las secuencias y la alineacion de 2 a2,6-sialil transferasas: sialil transferasa de P.
leiognathi JT-SHIZ-119 truncada por su péptido sefial (A2-15) (siendo la SEQ ID No. 1) y sialil transferasa de
P. leiognathi JT-SHIZ-145 truncada por su péptido sefial (A2-15) (SEQ ID No. 2). Las secuencias se alinearon
mediante alineamiento de secuencias por parejas usando EMBOSS Needle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

Figura 3: muestra las secuencias y la alineacién de 2 a2,6-sialil transferasas: sialil transferasa de P.
leiognathi JT-SHIZ-119 truncada por su péptido sefal (A2-15) (siendo la SEQ ID No. 1) y sialil transferasa de
P. damselae JT0160 truncada por su péptido sefial (A2-15) (SEQ ID No. 3). Las secuencias se alinearon
mediante alineamiento de secuencias por parejas usando EMBOSS Needle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se ha descubierto ahora que las cuatro sialil transferasas de photobacterium mencionadas anteriormente, pero
truncadas por sus péptidos sefial, concretamente la sialil transferasa A2-15 truncada de P. leiognathi JT-SHIZ-119,
la sialil transferasa A2-15 truncada de P. leiognathi JT-SHIZ-145, y la sialil transferasa A2-17 truncada de
Photobacterium sp. JT-ISH-224, muestran una actividad de transsialidasa ademas de su actividad de sialil
transferasa, es decir, son capaces de transferir el residuo de sialilo de un oligosacarido sialilado a un aceptor por
transializacion. Esto se ha demostrado en una reaccion en la que 6'-SL sirvi6 como donante de sialilo y LNNT sirvié
como aceptor de sialilo para producir LNNnT sialilado. Aunque la reaccidon es estereoselectiva, es decir solo son
detectables los productos a2,6-sialilados, la regioselectividad es pobre, ya que cualquiera de los dos residuos de
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galactosilo de LNnT, o ambos, estan sialilados (Esquema 1). El compuesto A es LST c, un oligosacarido sialilado
que se encuentra en la leche humana, mientras que los compuestos B y C no son oligosacaridos naturales de la
leche humana.

OH

AcHN,
HOM

HO COOH

QH —OH H  OH_OH H
Q Q Q
NHAC OH oH

OH LNnT
6'-SLL
OH
HO
AcHN,
Ho\\
HO COOH
H O OH H-0 OH H-O
Q Q,
Hog% g@o a@o
NHAc &
A B
+

Esquema 1.

La sialil transferasa A2-15 truncada de P. leiognathi JT-SHIZ-145 produjo una relacién de producto molar de
compuesto A: compuesto B: compuesto C = 46:53:1 con -17% de conversion total después de 4 horas. De igual
manera, la sialil transferasa A2-15 truncada de P. damselae JTO160 (no parte del alcance) produjo los tres
productos sialilados con una ligera preferencia por el compuesto A, y la sialil transferasa A2-17 truncada de
Photobacterium sp. JT-ISH-224 y la sialil transferasa A2-15 truncada de P. leiognathi JT-SHIZ-119 también
produjeron los tres productos sialilados con una preferencia mas fuerte por el compuesto A en comparacion con la
enzima de P. damselae JT0160. En todas estas reacciones no se detecto hidrdlisis significativa.

Sorprendentemente, ahora también se ha descubierto que ciertas a2,6-transsialidasas mutadas artificialmente
muestran, en reacciones de transsialidacién, una regioselectividad mejorada hacia la fraccion de galactosilo terminal
frente a una fraccion de galactosilo interna del aceptor en comparacion con la enzima original de tipo salvaje (no
mutado) que tiene actividad de a2,6-transsialidasa y/o a2,6-sialil transferasa de la que provienen los mutantes.
Especificamente, tales mutantes de a2,6-transsialidasa muestran mejor regioselectividad hacia el compuesto Ay, en
consecuencia, proporcionan una proporcion significativamente mas alta de compuesto A con respecto al compuesto
B y/o el compuesto C.

Por consiguiente, un primer aspecto de la invencion se refiere a una a2,6-transsialidasa mutada que tiene una
secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la SEQ ID No. 1, y que ha mutado (es decir, un
aminoacido ha sido reemplazado por otro aminoacido) en una o mas posiciones de aminoacidos (numeracion
correspondiente a la alineacién de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID No. 1) de la siguiente manera:
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- 156 que esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gin o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;

- 161 que esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente Phe o Gly;

- 180 que esta sustituido por Asp, Asn, Gin, preferiblemente Asp;

- 186 que esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr, preferiblemente Tyr, Cys o Leu;

- 218 que esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr, preferiblemente lle, Val, Phe o
Tyr;

- 222 que esta sustituido por Gin, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His, preferiblemente Cys, Asp,
Arg o Phe;

- 235 que esta sustituido por Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente Arg, His, Cys o Val;

- 242 que esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His;

- 261 que esta sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente Asp, Phe, His o Val;

- 315 que esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys;

- 342 que esta sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys;

- 349 que esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys;

- 350 que esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr, Phe o Cys;

- 356 que esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; o

- 438 que esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His.

La secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 corresponde a la secuencia de aminoacidos de la sialil transferasa
de P. leiognathi JTSHIZ-119 truncada por su péptido sefial (A2-15).

Las a2,6-transsialidasas mutadas definidas anteriormente muestran una regioselectividad mejorada en comparacion
con la enzima original de tipo salvaje (no mutada) que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a la de la SEQ
ID No. 1 u otras enzimas correspondientes del tipo salvaje (no mutadas) que tienen una secuencia de aminoacidos
que es por lo menos un 90% idéntica a la SEQ ID No. 1, y de la cual provienen las enzimas de tipo salvaje de los
mutantes.

Ademas, las a2,6-transsialidasas mutadas de acuerdo con la invencién muestran no solo actividad de una
transsialidasa, preferiblemente de una a2,6-transsialidasa, sino también actividad de una sialil transferasa,
preferiblemente de una a2,6-sialil transferasa.

De acuerdo con esta invencion, los términos "identidad sustancial" y "sustancialmente idéntico" en el contexto de dos
0 mas secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos significan preferiblemente que las dos o mas secuencias son
iguales o tienen por lo menos aproximadamente un 90% de residuos de aminoacidos en comun cuando se
comparan y alinean para una correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion o secuencias designadas
de aminoacidos (es decir, las secuencias tienen por lo menos un 90 por ciento (%) de identidad). El porcentaje de
identidad puede medirse usando algoritmos de comparacion de secuencias BLAST 2.0 con parametros
predeterminados, o mediante alineacion manual e inspeccion visual (ver, por  ejemplo,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). A este respecto, la posicién de una mutaciéon en la secuencia de en la
secuencia de aminoacidos de las transsialidasas modificadas (mutadas) de la invencion con referencia a la SEQ ID
No. 1 significa que la posicion se define mediante la alineacién de la secuencia de transsialidasa de prueba con la
SEQ ID No. 1 usando un algoritmo de comparacion de secuencias de proteinas o mediante la alineacion manual y la
inspeccién visual mencionadas anteriormente. Ejemplos de tales secuencias alineadas se muestran en las Fig. 1-3.
Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad, la similitud de secuencia y
la alineacion es el algoritmo BLAST 2.2.20+, que se describe en Altschul et al. Nucl. Acids Res. 25, 3389 (1997). El
BLAST 2.2.20+ se usa para determinar el porcentaje de identidad de secuencia para las proteinas de la invencién. El
software para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ejemplos de algoritmos de alineacion de secuencias son CLUSTAL
Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/), EMBOSS Needle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/), MAFFT (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) o MUSCLE
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).

Las a2,6-sialil transferasas preferidas de tipo salvaje con una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica
con la SEQ ID No. 1, que tiene por lo menos aproximadamente un 90 por ciento de identidad de secuencia
(determinado por BLAST) con la SEQ ID No. 1, se enumeran en la Tabla 1.
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Tabla 1
Descripcion Identidad Numero de entrada
a2,6-sialil transferasa [Photobacterium leiognathi 100 % BAI49484.1
a2,6-sialil transferasa [Photobacterium leiognathi 96 % BAF91416.1

Preferiblemente, las a2,6-sialil transferasas con una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la SEQ ID
No. 1 que van a mutarse de acuerdo con esta invencion para tener una actividad de a2,6-transsialidasa y/o a2,6-
sialil transferasa con regioselectividad mejorada, son la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante
truncada A2-15, la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-145 o su variante truncada A2-15, mas preferiblemente
la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15.

En la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion, la secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1 es preferiblemente la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119
o su variante truncada A2-15, la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-145 o su variante truncada A2-15, que
tiene las siguientes mutaciones (numeracion correspondiente a la alineacion de la secuencia de aminoacidos con la
SEQ ID No. 1):

- enla posicion 156 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;
y/o

- en la posicion 161 Gin o Pro esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente Phe o
Gly; ylo

- enla posicion 180 Glu esta sustituido por Asp, Asn, GIn, preferiblemente Asp, y/o

- en la posicién 186 Ala o Gly esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr,
preferiblemente Tyr, Cys o Leu; y/o

- en la posicién 218 Ala o Ser esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr,
preferiblemente lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- en la posicién 222 Asn o Ser esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y/o

- en la posicién 235 Lys o Thr esta sustituido por Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente Arg,
His, Cys o Val; y/o

- enla posicidon 242 Val o Leu esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His; y/o

- enla posicion 261 Arg o lle esta sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente Asp,
Phe, His o Val; y/o

- enla posicion 315 Leu esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 342 Thr esta sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 349 Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys; y/o

- en la posicion 350 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr, Phe o
Cys; ylo

- enla posicion 356 Tyr esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; y/o

- enla posicién 438 Pro esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His.

En la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion, la secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1 es una secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 90%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1, mas preferiblemente la secuencia de aminoacidos de la
sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, o la sialil transferasa de P. leiognathi
JT-SHIZ-145 o su variante truncada A2 -15, particularmente la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su
variante truncada A2-15, y tiene mutacién(es) en las siguientes posiciones de aminoacidos (numeracion
correspondiente a la alineacién de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- enla posicién 156 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;
ylo

- enla posiciéon 161 GIn esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente Phe o Gly;
y/o

- enla posicion 180 Glu esta sustituido por Asp, Asn, GIn, preferiblemente Asp, y/o

- en la posicion 186 Ala o Gly esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys, o Thr,
preferiblemente Tyr, Cys o Leu; y/o

- en la posicion 218 Ala esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr, preferiblemente
lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- en la posicién 222 Asn o Ser esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y/o

- en la posicidon 235 Lys esta sustituido por Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente Arg, His,
Cys o Val; y/o
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- enla posicidon 242 Val esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His; y/o

- enla posicion 261 Arg o lle esta sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente Asp,
Phe, His o Val; y/o

- enla posicion 315 Leu esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 342 Thr esta sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicion 349 Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys; y/o

- en la posicion 350 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr, Phe o
Cys; ylo

- enla posicion 356 Tyr esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; y/o

- enla posicidn 438 Pro esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His

Mas preferiblemente, en la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion, la secuencia de aminoacidos que es por lo
menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1 es la sialil transferasa de P. leiognathi JT-
SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, y estd mutada en las siguientes posiciones de aminoacidos (numeracion
correspondiente a la alineacién de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- enla posicion 156 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;
ylo

- enla posicion 161 GIn esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente Phe o Gly;
ylo

- enla posicion 180 Glu esta sustituido por Asp, Asn, GIn, preferiblemente Asp, y/o

- en la posicién 186 Ala esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr, preferiblemente
Tyr, Cys o Leu; y/o

- en la posicion 218 Ala esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr, preferiblemente
lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- en la posicion 222 Asn esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y/o

- en la posicion 235 Lys esta sustituido por Arg, His, Ser, Thr, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente Arg,
His, Cys o Val; y/o

- en la posicién 242 Val esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His; y/o

- en la posicion 261 Arg esta sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente Asp, Phe,
His o Val; y/o

- enla posicidon 315 Leu esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- enla posicidon 342 Thr esta sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys; y/o

- en la posicidon 349 Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys; y/o

- en la posicion 350 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr, Phe o
Cys; ylo

- en la posicion 356 Tyr esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; y/o

- enla posicion 438 Pro esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His.

También preferiblemente, en la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion, la secuencia de aminoacidos que es
por lo menos un 90% idéntica a la SEQ ID No.1 tiene por lo menos dos, preferiblemente por lo menos tres,
mutaciones en las posiciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste de las posiciones de
aminoacidos siguientes (numeracién correspondiente a la alineacion de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
No. 1):

- 156 que esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;

- 161 que esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly, preferiblemente Phe o Gly;

- 180 que esta sustituido por Asp, Asn, GIn, preferiblemente Asp;

- 186 que esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr, preferiblemente Tyr, Cys o Leu;

- 218 que esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr, preferiblemente lle, Val, Phe o
Tyr,;

- 222 que esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His, preferiblemente Cys, Asp,
Arg o Phe;

- 235 que esta sustituido por Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu, preferiblemente Arg, His, Cys o Val;

- 242 que esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His;

- 261 que esta sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe, preferiblemente Asp, Phe, His o Val;

- 315 que esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys;

- 342 que esta sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys;

- 349 que esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys;

- 350 que esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr, Phe o Cys;

- 356 que esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; y

- 438 que esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His.

Estas a2,6-transsialidasas mutadas se caracterizan por una regioselectividad incluso mas mejorada hacia la fraccion
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de galactosilo terminal frente a una fraccion de galactosilo interna del aceptor en comparacion con las enzimas
mutadas de un punto divulgadas anteriormente en reacciones de transsialidasa y/o sialil transferasa.

De acuerdo con una realizacion preferida, en la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion, la secuencia de
aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la SEQ ID No.1 tiene por lo menos dos, preferiblemente por lo
menos tres, mutaciones en las posiciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste de las posiciones
de aminoécidos siguientes (numeracion correspondiente a la alineacion de la secuencia de aminoacidos con la SEQ
ID No. 1):

- sustitucion del aminoacido en la posicion 156 por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gin o Trp, preferiblemente Ser,
Cys o Tyr;

- sustitucion del aminoacido en la posiciéon 218 por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr,
preferiblemente lle, Val, Phe o Tyr;

- sustitucion del aminoacido en la posicion 222 por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y

- la sustitucion del aminoacido en la posicion 349 por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys.

De acuerdo con una realizacion mas preferida, en la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion, la secuencia de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1, es preferiblemente
la secuencia de aminoacidos de la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, la
sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-145 o su variante truncada A2-15, y tiene por lo menos dos,
preferiblemente por lo menos tres, mutaciones en las posiciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que
consiste de las siguientes posiciones como sigue (numeracién correspondiente a la alineacion de la secuencia de
aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- enla posicion 156 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;

- en la posicion 218, Ala o Ser se sustituye por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr,
preferiblemente lle, Val, Phe o Tyr;

- en la posicién 222 Asn o Ser se sustituye por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y

- enla posicion 349, Gly esté sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys.

De acuerdo con una realizacion ain mas preferida, en la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion, la secuencia
de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1 es
preferiblemente la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, o la sialil transferasa
de P. leiognathi JTSHIZ-145 o su variante truncada A2-15, y tiene por lo menos dos, preferiblemente por lo menos
tres, mutaciones en las posiciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste de las siguientes
posiciones (numeracioén correspondiente a la alineacion de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- enla posicion 156 Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o Tyr;

- en la posiciéon 218, Ala esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr, preferiblemente
mentira, Val, Phe o Tyr;

- en la posicidon 222 Asn o Ser esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y

- enla posicion 349, Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys.

De acuerdo con una realizacién incluso mas preferida, en la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencioén, la
secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1
es preferiblemente la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, pero tiene por lo
menos dos, preferiblemente por lo menos tres, mutaciones en las posiciones de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste de las siguientes posiciones como sigue (numeracion correspondiente a alineacion de la
secuencia de aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- en la posicion 156, Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser, Cys o
Tyr;

- en la posicion 218, Ala esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr, preferiblemente
lle, Phe o Tyr;

- en la posicion 222 Asn esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His,
preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y

- enla posicidn 349, Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys.

De acuerdo con una realizaciéon especialmente preferida, en la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencién, la
secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No.1
es la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, y contiene las siguientes
mutaciones: A218Y, N222R y G349S (numeracion correspondiente a la alineacién de la secuencia de aminoacidos
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con la SEQ ID No. 1).
También de acuerdo con el primer aspecto de esta invencion, la a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion tiene:

a) una secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID No.1, preferiblemente la secuencia de aminoacidos de la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-
119 o su variante truncada A2-15, la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-145 o su variante truncada A2-
15.

b), por lo menos una mutacion en una posicién de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de las
posiciones de aminoacidos siguientes (numeraciéon correspondiente a la alineacion de la secuencia de
aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- posicion 156 donde Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser,
Cys o Tyr;

- posicion 161 donde GIn o Pro estd sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly,
preferiblemente Phe o Gly;

- posicion 180 donde Glu esta sustituido por Asp, Asn, GlIn, preferiblemente Asp;

- posicion 186 donde Ala o Gly esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr,
preferiblemente Tyr, Cys o Leu;

- posicion 218 donde Ala o Ser esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr,
preferiblemente lle, Val, Phe o Tyr;

- posicion 222 donde Asn o Ser esta sustituido por GIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o
His, preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe;

- posicion 235 donde Lys o Thr esta sustituido por Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu,
preferiblemente Arg, His, Cys o Val;

- posicion 242 donde Val o Leu esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His;

- posicion 261 donde Arg o lle estd sustituido por His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe,
preferiblemente Asp, Phe, His o Val;

- posicion 315 donde Leu esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Cys;

- posicion 342 donde Thr esta sustituido por Ser o Cys, preferiblemente Cys;

- posicion 349 donde Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys;

- posicion 350 donde Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe, preferiblemente Ser, Tyr,
Phe o Cys;

- posicion 356 donde Tyr esta sustituido por Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp, preferiblemente Val o Phe; y

- posicion 438 donde Pro esta sustituido por Arg, His o Lys, preferiblemente His;

c) y una mutacién adicional en las posiciones 353, 400, 412 0 450 a 458.

Sorprendentemente, también se ha descubierto que todas las a2,6-transsialidasas mutadas (como se ha tratado
anteriormente), a la vez que proporcionan una regioselectividad mejorada como se ha mencionado anteriormente,
muestran una estabilidad mejorada, preferiblemente termoestabilidad mejorada, que permite que la sintesis de un
producto sialilado se lleve a cabo de manera eficaz en condiciones mas estrictas, particularmente temperaturas mas
altas, lo que lleva frecuentemente a tiempos de reaccion mas rapidos. Las posiciones preferidas para las mutaciones
con respecto a la termoestabilidad aumentada pueden seleccionarse de las posiciones de aminoacidos 353, 400,
412, 451, 452 y 458 (la posicion de la mutacidon corresponde a la alineada con la SEQ ID No. 1), y las mutaciones
particularmente preferidas pueden seleccionarse del grupo siguiente: K353I1, S400Y, S412P, D451K, D451L, D451M,
T452V, D458R y/o D458F.

Por consiguiente, una a2,6-transsialidasa mutada preferida de esta invencion tiene:

a) una secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID No.1, preferiblemente la secuencia de aminoacidos de la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-
119 o su variante truncada A2-15, o la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-145 o su variante truncada
A2-15, mas preferiblemente de la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-
15,

b) por lo menos dos, preferiblemente tres mutaciones, en las posiciones de aminoéacidos seleccionadas del
grupo que consiste de las posiciones de aminoacidos siguientes (numeracion correspondiente a la alineacion
de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID No. 1):

- posicion 156 donde Gly esta sustituido por Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn o Trp, preferiblemente Ser,
Cys o Tyr;

- posicion 218 donde Ala esta sustituido por Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr,
preferiblemente lle, Val, Phe o Tyr;

- posicion 222 donde Asn o Ser esta sustituido por GiIn, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o
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His, preferiblemente Cys, Asp, Arg o Phe; y
- posicion 349 donde Gly esta sustituido por Ser, Thr o Cys, preferiblemente Ser o Cys;
preferiblemente las siguientes mutaciones: A218Y, N222R y G349S, y

c) una mutacién adicional en la posicion 353, 400, 412 o 450 a 458.

Una a2,6-transsialidasa mutante mas preferida de esta invencion
a) es la sialil transferasa de Photobacterium leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, que
b) tiene las siguientes mutaciones: A218Y, N222R y G349S, y

c) tiene por lo menos una de las siguientes mutaciones: K353I, S400Y, S412P, D451 K, D451L, D451M,
T452V, D458R y D458F.

Una a2,6-transsialidasa mutada incluso mas preferida de esta invencion es la sialil transferasa de Photobacterium
leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15 que ha sido mutada de la siguiente manera: A218Y, N222R,
G3498S, S412P y D451 K.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método para elaborar una a2,6-
transsialidasa mutada del primer aspecto de la invencién, que comprende los pasos de:

a) proporcionar una secuencia de ADN que codifica dicha a2,6-transsialidasa mutada, luego

b) expresar dicha a2,6-transsialidasa mutada en una célula huésped transformada con la secuencia de ADN
obtenida en el paso a).

El paso a) puede llevarse a cabo de manera convencional elaborando una secuencia de ADN que codifique una
02,6-transsialidasa mutada de la invencion. En el paso b), la secuencia de ADN asi creada se introduce a nivel
génico mediante métodos bioldégicos moleculares habituales. La secuencia de ADN de las variantes enzimaticas
puede clonarse en un vector de expresioén que puede introducirse en una cepa de expresion del huésped apropiada,
como E. coli, que contiene plasmidos de ADN con la informacién requerida para la regulacion de la expresion de la
variante de la enzima. La secuencia que codifica la variante enzimatica puede colocarse bajo el control de un
promotor inducible. Como resultado, afiadiendo un inductor, puede controlarse la expresién de la variante enzimatica
(generalmente, se usa isopropil-B-O-tiogalactopiranosido (IPTG)). Las células huésped asi transformadas se cultivan
luego en medio nutritivo convencional (por ejemplo, caldo Lennox, medio minimo M9) e inducido con IPTG. Después
de la expresién, la biomasa puede recogerse por centrifugacion. La enzima mutada puede aislarse de la biomasa
después de una lisis y purificacion celular apropiadas. En este proceso, pueden usarse métodos convencionales de
centrifugacion, precipitacion, ultrafiltracion y/o cromatografica.

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencion, se proporciona un método para sintetizar un sacarido o
glicoconjugado sialilado haciendo reaccionar un donante de sialilo y un aceptor de sacarido o glicoconjugado en
presencia de una a2,6-transsialidasa mutada del primer aspecto de la invencioén, por lo que el residuo de sialilo del
donante de sialilo se transfiere al aceptor de sacarido o de glucoconjugado.

El aceptor de sacéarido usado en el tercer aspecto de la invencién puede ser cualquier mono- u oligosacarido, o el
aceptor de glicoconjugado (como glicoproteinas, glicopéptidos, peptidoglicanos, glicolipidos, lipopolisacaridos, etc.)
pueden comprender cualquier mono- u oligosacarido. El aceptor de oligosacarido o el fragmento de oligosacarido del
aceptor de glicoconjugado comprende preferiblemente 2-10, mas preferiblemente 2-6, particularmente 2-4 unidades
de monosacarido, y preferiblemente contiene una unidad de galactosa, mas preferiblemente una unidad de
galactosa terminal en el extremo no reductor. Incluso mas preferiblemente, dicha unidad de galactosa forma un
fragmento de N-acetil-lactosaminilo (GalpB1-4GIcNAcp) o de lacto-N-biosilo (Galpp1-3GIcNAcp) con una N-acetil-
glucosamina adyacente o un fragmento de lactosilo con una unidad de glucosa cuya glucosa esta ventajosamente
en el extremo reductor. En particular, el aceptor de oligosacaridos es lactosa, o comprende una fraccion de N-acetil-
lactosaminilo o lacto-N-biosilo y es de formula 1

OR
OH_-ORs oH
0
R,0 o~ O oH
OH ™ OH

1
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en donde R es fucosilo o H,

R> se selecciona de grupos N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo, en donde el grupo N-acetil-lactosaminilo puede
llevar un residuo de glicosilo que comprende uno o mas grupos N-acetil-lactosaminilo y/o lacto-N-biosilo; cualquier
grupo N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo puede estar sustituido con uno o mas residuos de sialilo y/o fucosilo,
siempre que por lo menos un residuo de galactosilo de un grupo N-acetil-lactosaminilo o uno lacto-N-biosilo no esté
sustituido,

Rs es un grupo H o N-acetil-lactosaminilo opcionalmente sustituido con un residuo glucosilo que comprende uno o
mas grupos N-acetil-lactosaminilo y/o uno o mas lacto-N-biosilo; cualquier grupo N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-
biosilo puede estar sustituido con uno o mas residuos sialilo y/o fucosilo, siempre que por lo menos un residuo de
galactosilo de un grupo N-acetil-lactosaminilo o uno lacto-N-biosilo no esté sustituido.

Preferiblemente, los compuestos de formula 1 son de las formulas 1a o 1b

OR OR
OH_-ORaa oh OH_-ORap o
0 0
Rpa0 Soé%fw R0 Soé&"OH
oH Ry . oH Ri .
a 1b

en donde R4 es como se ha definido anteriormente,

R2sa es un grupo N-acetil-lactosaminilo opcionalmente sustituido con otro grupo N-acetil-lactosaminilo; cualquier
grupo N-acetil-lactosaminilo puede estar sustituido con uno o mas residuos de sialilo y/o fucosilo, pero
preferiblemente sin un residuo de sialilo y/o fucosilo,

R3a es H o un grupo N-acetil-lactosaminilo que puede estar sustituido con un grupo lacto-N-biosilo si Rz, s un grupo
N-acetil-lactosaminilo no sustituido; cualquier grupo N-acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo puede estar sustituido con
uno o mas residuos de sialilo y/o fucosilo, pero preferiblemente sin un residuo sialilo y/o fucosilo,

Rz, es un grupo lacto-N-biosilo opcionalmente sustituido con un residuo de sialilo y/o fucosilo, pero preferiblemente
sin un residuo de sialilo y/o fucosilo, y

Rs3, es un grupo N-acetil-lactosaminilo opcionalmente sustituido con un grupo N-acetil-lactosaminilo, o con dos
grupos N-acetil-lactosaminilo o con un grupo N-acetil-lactosaminilo y un grupo lacto-N-biosilo; cualquier grupo N-
acetil-lactosaminilo y lacto-N-biosilo puede estar sustituido con uno o més residuos des sialilo y/o fucosilo, pero
preferiblemente sin un residuo de sialilo y/o fucosilo.

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

- al grupo N-acetil-lactosaminilo de R2,, si esta sustituido, se le une otro grupo N-acetil-lactosaminilo por un
enlace interglucosidico 1-3,

- el grupo lacto-N-biosilo, si esta presente en Rs,, se une al grupo N-acetil-lactosaminilo mediante un enlace
interglucosidico 1-3,

- al grupo N-acetil-lactosaminilo de Ry, si esta sustituido,
o se le une otro grupo N-acetil-lactosaminilo mediante un enlace interglucosidico 1-3,

o o se le unen dos grupos N-acetil-lactosaminilo mediante enlace interglucosidico un 1-3 y uno 1-6, y

o se le une un grupo lacto-N-biosilo mediante un enlace interglucosidico 1-3 y se le une un grupo N-acetil-
lactosaminilo mediante un enlace interglucosidico 1-6.

Incluso mas preferiblemente, el aceptor de carbohidratos usado en el tercer aspecto de la invencion se selecciona
del grupo que consiste de lactosa, lacto-N-neotetraosa (LNnT), GalB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4[Fuca1-3]Glc, lacto-N-
hexaosa (LNH, GalB1-3GIcNAcB1-3[GalB1-4GIcNAcB1-6]GalB1-4GlIc), lacto-N-neohexaosa (LNnH, Galp1-
4GIcNAcB1-3[GalB1-4GIcNAcB1-6]GalB1-4Glc), Fuca1-2GalB1-3GIcNAcB1-3(Galp1-4GIcNAcB1-6)GalB 1-4Glc,
GalB1-3[Fuca1-4]GIcNAcB1-3[GalB1-4GIcNAcB1-6]GalB1-4Glc, GalB1-4[Fuca1-3]GIcNAcB1-6[GalB1-4GIcNAcB1-3]
GalB1-4Glc, Fuca1-2GalB1-3[Fuca1-4]GIcNAcB1-3(GalB1-4GIcNAcB1-6)GalB1-4Glc,  Fuca1-2GalB1-4[Fuca1-3]
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GIcNACcB1-6(GalB1-4GIcNAcB1-3)GalB1-4Glc, NeuAca2-3GalB1-3GIcNAcB 1-3[GalB1-4GIcNAcB1-6]GalB 1-4Glc,
sialil-LNnH | (SLNnH-I, GalB1-4GIcNAcB1-3[NeuAca2-6GalpB1-4GIcNAcB1-6]GalB1-4Glc), sialyl-LNnH 1l (SLNnH-II,
GalB1-4GIcNAcB1-6[NeuAca2-6GalB1-4GIcNAcB 1-3]GalB1-4Glc), NeuAca2-3GalB1-3[Fuca1-4] GlcNAcB1-3(GalB1-
4GIcNAcB1-6)GalB1-4Glc, NeuAco2-6Galf1-4[Fuca1-3] GIcNAcB1-3(GalB1-4GIcNAcB1-6)Galp1-4Glc, GalB1-
4[Fuca1-3] GlcNAcB1-3(NeuAca2-6GalB1-4GIcNAcB1-6)GalB1-4Glc, y disialil-LNH 11 (DSLNH-II, GalB1-4GIcNAcf1-
6[NeuAca2-3GalB1-3[NeuAca2-6]GIcNAcB1-3]GalB1-4CGIc), ventajosamente lactosa, LNnT, GalB1-4GIcNAcB1-
3GalB1-4[Fuca1-3]Glc, LNH y LNnH.

Una a2,6-transsialidasa mutada del primer aspecto de la invencion demuestra una fuerte selectividad para 02,6 y
una fuerte regioselectividad cuando se lleva a cabo el método del tercer aspecto de la invencién. No puede
observarse ningun producto a2,3-sialilado. Como resultado, el producto de la reaccién es un sacarido o
glicoconjugado de 02,6-sialilo, preferiblemente un oligosacarido o un glicoconjugado de a2,6-sialilo que comprende
un fragmento de oligosacarido de 2,6-sialilo, cuyo oligosacarido comprende preferiblemente 2-10, mas
preferiblemente 2-6, particularmente 2-4 unidades de monosacarido, y preferiblemente contiene una unidad de
galactosa, mas preferiblemente una unidad de galactosa terminal en el extremo no reductor. Preferiblemente, la
a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion lleva el residuo sialilo de un donante apropiado a la posicion 6 de la
galactosa terminal en el aceptor, mas preferiblemente a la posicion 6 de galactosa en lactosa, o, si el aceptor es de
férmula 1 anterior, especificamente a la posicion 6 de la galactosa no sustituida terminal en un grupo N-acetil-
lactosaminilo o uno lacto-N-biosilo. Por consiguiente, una a2,6-transsialidasa mutada de esta invencién se usa
preferiblemente para sintetizar HMO sialilados en los que el residuo de sialilo estd unido a una galactosa con un
enlace a2,6, preferiblemente los HMO sialilados enumerados en la Tabla 2 a continuacién (para las abreviaturas ver
Urashima et al. Milk Oligosaccharides, Nova Science Publishers, NY, 2011, Tabla 4 en pag. 14-25).

Tabla 2

aceptor producto

lactosa 6’-SL

LNnT LSTc

GalB1-4GIcNAcB1-3Galp1-4[Fuca 1-3]Glc FLSTc

LNH SLNH

LNnH SLNnH-I

LNnH SLNnH-II

Fuco 1-2Gap1-3GIcNAcB1-3(Galpf1-4GIcNAcB1-6)GalB1-4Glc FSLNH
Galp1-3[Fuca  1-4]GIcNAcB1-3[GalB1-4GIcNAcB1-6]GalB1-4Glc FSLNH-III
Galp1-4[Fuca.  1-3]GIcNAcB1-6[Galpf1-4GIcNAcB1-31Galp1-4Glc FSLNnH-I
LNnH fucosilado FSLNnH-II

Fuca  1-2Galp1-3[Fuco1-4]GIcNAcB1-3(GalpB1-4GIcNAcB1-6)GalB1-4Glc DFSLNH-I
Fuca  1-2Galp1-4[Fuco1-3]GIcNAcB1-6(GalB1-4GIcNAcB1-3)GalB1-4Glc DFSLNnH
NeuAco  2-3GalB1-3GIcNAcB1-3[GalBf1-4GIcNAcB1-61Galp1-4Glc DSLNH-I
SLNnH-I DSLNnH

SLNnH-II DSLNnH
NeuAco  2-3GalB1-3[Fuca1-4]GIcNAcB1-3(Galpf1-4GIcNAcB1-6)Galp1-4Glc FDSLNH-III
NeuAco  2-6GalB1-4[Fuca1-3]GIcNAcB1-3(Galpf1-4GIcNAcB1-6)Galp1-4Glc FDSLNnH
GalB1-4[Fuca. 1-3]GIcNAcB1-3(NeuAco 2-6GalB1-4GIcNAcB1-6)GalB1-4Glc FDSLNnH
DSLNH-II TSLNH

El donante de sialilo usado en el tercer aspecto de la invencidon puede ser cualquier compuesto de sialilo del cual la
a2,6-transsialidasa mutada de esta invencion pueda transferir el residuo de sialilo a un aceptor de carbohidratos
como se ha descrito anteriormente. Por consiguiente, en una reaccién de transsialidasa, el donante de sialilo puede
ser un sacarido de sialilo a2-6, preferiblemente de 3 o 4 unidades de monosacarido que incluyen el residuo de sialilo,
mas preferiblemente 6'-SL, o un compuesto de formula 2

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2798373 T3

OH
HO COOH

HO g

en donde X se selecciona del grupo que consiste de azida, fluor, fenoxi opcionalmente sustituido, piridiniloxi
opcionalmente sustituido, grupo A, grupo B, grupo C y grupo D

0 0. _N_ _R, 0 0. O 0 0 0
o Y af
| a NYN - 7
d R,
Ry

R4

C

A B C D

en donde R, es independientemente H o alquilo, o dos grupos R, adyacentes representan un grupo a=C(Rp)2, en
donde R, es independientemente H o alquilo, R se selecciona independientemente del grupo que consiste de alcoxi,
amino, alquilamino y dialquilamino, R4 se selecciona del grupo que consiste de H, alquilo y -C(=O)Re, en donde Rq es
OH, alcoxi, amino, alquilamino, dialquilamino, hidrazino, alquilhidrazino, dialquilhidrazino o trialquilhidrazino,
preferiblemente X en la formula 2 se selecciona del grupo que consiste de grupo fenoxi, p-nitrofenoxi, 2,4-
dinitrofenoxi, 2-cloro-4-nitrofenoxi, 4,6-dimetoxi-1, 3,5-triazin-2-iloxi, 4,6-dietoxi-1, 3,5- triazin-2-iloxi, 2-etil-5-metil-3-
ox0-(2H)-furan-4-iloxi, 5-etil-2-metil-3-oxo-(2H)-furan-4-iloxi y 2,5-dimetil-3-oxo-(2H)-furan-4-iloxi. Ventajosamente, el
donante de sialilo es 6'-SL. Alternativamente, los sialoglicoconjugados naturales como la fetuina, el
glicomacropéptido de caseina (cGMP) o el acido polisalico, también son donantes de acido sialico adecuados en las
reacciones de transsialidasa. En las reacciones de sialil transferasa, el donante de sialilo es un derivado nucleotidico
del acido sidlico, preferiblemente acido CMP-siélico.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona el uso de una a2,6-transsialidasa mutada del
primer aspecto de la invencion para sintetizar un carbohidrato sialilado, preferiblemente un mono u oligosacarido a2-
6-sialilico, mas preferiblemente un HMO sialilado que tiene un residuo a2-6-sialilo, incluso mas preferiblemente
aquellos en los que el residuo de sialilo esta unido a una fraccién Gal, aun mas preferiblemente aquellos en los que
el residuo de sialilo estd unido a una fracciéon Gal terminal, especialmente los HMO sialilados enumerados en el
Tabla 2 anterior, particularmente 6’-SL, LST c, FLST ¢, SLNH, SLNnH-I, SLNnH-Il o DSLNnH.

EJEMPLOS

En los ejemplos siguientes, se probaron mutantes de PP. leiognathi JT-SHIZ-119 sialil transferasa truncada por su
péptido sefal (A2-15), la(s) posicidon(es) de la mutacion es/son de acuerdo con la SEQ ID No. 1.

Ejemplo 1 - mutantes de un solo punto

La determinacion de la actividad se realizd en tampon de fosfato de potasio (100 mM, pH = 6,0) a 30° C en una
escala de 100-200 pl usando 50 mM de LNnT y 50 mM de 6'-SL con 1/10 volumenes de extracto enzimatico bruto.
Se tomaron muestras (20 pl) en los puntos temporales proporcionaos a continuacion. Las reacciones se detuvieron
anadiendo 20 pl de una mezcla de acetonitrilo-formiato de amonio (10 mM, pH = 4.0) 4:1.

Posteriormente se afiadieron 160 ul de agua destilada, las muestras se mezclaron de nuevo, se centrifugaron y se
analizaron con HPLC (inyecciéon de 5 ul). Se usd una columna Kinetix 2.6y HILIC 100A (150x4.6 mm) a una
temperatura de horno de columna de 401 C con un caudal de 2,5 ml/min usando 81% de acetonitriio y 19% de
tampon de formiato de amonio (10 mM, pH = 4.0) como fase mavil. Los sustratos y productos eluidos se detectaron
a 200 nm.

Para todos los calculos, las areas de pico de LNnT y los productos sialilados individuales (compuestos A, B y C, ver
Esquema 1) se normalizaron de acuerdo con sus respectivos numeros de residuos de N-acetilo como sigue:
area de pico normalizada de LNNnT = area de pico de LNnT

area de pico normalizada del compuesto A = '.-area de pico del compuesto A

area de pico normalizada del compuesto B = Y;-area de pico del compuesto B
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area de pico normalizada del compuesto C = "2-area de pico del compuesto C

La selectividad se indica mediante el calculo del porcentaje de producto de los compuestos A, B y C y se calcula
como

producto [area de pico normalizada)]

producto[%] = 100 -

¥ productos [area de pico normalizada]+LNnT [area de pico normalizada)]

Las concentraciones de productos individuales [mMM] se calcularon como (suponiendo que la suma de la
concentracion de LNnT y de todos los productos es 50 mM):

producto [area de pico normalizada)]

producto[%] = 50

' Yproductos [arca de pico normalizada]+LNnT [4rca de pico normalizadal
La conversion total de LNnT a productos se calculé como:

conversion [%] = % - Y'productos [mM].

La siguiente tabla muestra los porcentajes de productos generados por enzimas de tipo salvaje y mutantes dados
después de 24 horas. Las conversiones fueron del 46-67%.

mutante compuestoA(%)| compuestoB (%)| compuestoC (%)
tipo salvaje 26 23 10
A186L 34 17 9
A186C 45 8 3
A186Y 42 8 4
A218F 44 8 2
A218I 43 8 4
A218V 42 8 3
A218Y 43 8 3
E180D 35 13 7
G156C 33 10 4
G156S 36 11 7
G156Y 33 16 8
G349C 35 11 4
G349s 37 12 6
G350C 40 13 5
G350F 38 14 6
G350S 36 13 7
G350Y 32 15 7
K235C 37 10 6
K235H 33 14 8
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mutante | compuestoA(%)| compuestoB (%)| compuestoC (%)
K235R 38 11 5
K235V 37 10 5
L315C 36 12 7
N222C 38 12 4
N222D 37 12 5
N222F 35 11 6
N222R 36 10 5
P438H 33 10 5
Q161F 35 10 5
Q161G 37 12 6
R261D 40 11 5
R261F 44 8 4
R261H 37 10 6
R261V 34 17 9
T342C 38 6 3
Y356F 37 14 6
Y356V 33 9 5
V242H 36 13 7

Todos los mutantes produjeron una cantidad reducida de subproductos (compuestos B y C).

Ejemplo 2 - mutantes multipunto

La determinacion de la actividad se realizé como se describe en el Ejemplo 1, y las muestras se tomaron tipicamente
después de 1, 2, 4 y 24 horas. La selectividad se demuestra por la pureza del producto del compuesto A (calculado

como
100 compuesto A [mM] )
compuesto. A [mM]+ compuesto B [mM]+ compuesto. C [mM]
en funcion de la conversion en la tabla siguiente.
conversion pureza conversion pureza
mutante (%) (%) mutante (%) (=%)
22 92 20 99
oo salvai 36 91 G156S-A218Y-N222S- 33 97
ipo salvaje
41 89 G349C 44 96
51 77 54 95
26 96 26 96
A218Y-N222D-
G349C 35 97 G156Y-N222D-G349C 31 96
45 97 36 96
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conversién pureza conversién pureza
mutante (%) (=%) mutante (%) (=%)
20 95 20 94
G156Y-A2181- N222D- [5g o G156S-A218Y-N222S- G349C 39 %
G349C
48 95 53 92
22 97 20 100
G156S-A2181- N222D- |oo o7 A218Y-N222R-G349S 34 100
53495 41 97 47 99
47 96 54 97
20 100 16 100
A218Y-N222R- G349s-| 31 100 A218Y-N222R-G349S- S412P- 24 100
S412P 78 5 D451K e 55
50 95 49 97

Ejemplo 3 - mejora de la termoestabilidad de mutantes multipunto

La termoestabilizacion de mutantes multipunto se verific6 mediante la determinacion de la temperatura de fusion (Tm)
de curvas de inactivacion. La temperatura de fusion (Tn) es la temperatura a la que permanece el 50% de la
actividad inicial de los restos enzimaticos después de 15 min de incubacién a temperaturas elevadas.

La determinacién de la actividad residual se realiz6 como se describe en el Ejemplo 1. La concentracion de mutantes
y de tipo salvaje se normalizé por lo tanto al mismo nivel. Las temperaturas de fusion de los mutantes se enumeran
en la tabla siguiente.

mutante Tm (°C)
tipo salvaje 43-44
A218Y-N222R-G349S 47-48
A218Y-N222R-G349S-D458R 50-51
A218Y-N222R-G349S-D451M 51-52
A218Y-N222R-G349S-D451L 52-53
A218Y-N222R-G349S-D451K 49-50
A218Y-N222R-G349S-T452V 51-52
A218Y-N222R-G349S-D458F 51-52
A218Y-N222R-G349S-S400Y 50-51
A218Y-N222R-G349S-K353| 51-52
A218Y-N222R-G349S-S412P 55-56
A218Y-N222R-G349S-S412P-D451K 57-58

Ejemplo 4 - Demostracién de la actividad sialil transferasa y transsialidasa de un mutante de acuerdo con la
invencion
El mutante A218Y-N222R-G349S-S412P-D451K de sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119 truncada por su

péptido sefial (A2-15) (las posiciones de las mutaciones son de acuerdo con la SEQ ID No. 1) se probo en
reacciones de sialil transferasa y transsialidasa.

La determinacion de la actividad se realizé en tampon de fosfato de sodio (50 mM, pH = 6,0; condicién A) o en medio
tipo E. coli in vivo (KCI = 125 mM, K3zPO4 = 25 mM, glutamato monosaddico = 10 mM, CaCl; = 1 yM, MgSO4 = 5 mM,
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pH = 7.5, ver Garcia-Contreras et al. FEBS Journal 279, 4145 (2012); condicion B) usando extracto enzimatico (0,1
g/l) a 30° C en escala de 1 ml. Para probar la actividad de transsialidasa, la reaccion se realizé con 10 mM de LNnT
y 10 mM de 6'-SL. Para la actividad de la sialil transferasa, la reaccion se realizé con 10 mM de LNnT o lactosa y 10
mM de CMP-acido siadlico. Se tomaron muestras (100 pl) en diferentes puntos temporales. Las reacciones se
detuvieron calentando las muestras a 90° C durante 10 min. Las muestras luego se centrifugaron y los

ES 2798373 T3

sobrenadantes se diluyeron antes del analisis HPAEC.

La tabla muestra la formacion del producto (LST-c o 6'-SL, en mM) en funcién del tiempo.

I LNNT + 6-SL — LST-c LNnT + CL/IPL-S?’I_(_:iio sialico lactosa +E)I\gl:-icl:_ido sialico
(min) condicién A| condicionB| condicion A condiciéon B condiciéon A condiciéon B
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

5 min 0.43 0.09 0.06 0.10 0.05 0.06
15 min 1.24 0.22 0.10 0.16 0.09 0.09
30 min 2.00 0.41 0.18 0.27 0.14 0.26

1h 3.50 0.72 0.32 0.42 0.24 0.29
2h 4.55 1.26 0.61 0.72 0.44 0.56
3.5h 6.07 1.87 0.88 1.20 0.68 0.83
18 h 6.61 4.40 3.15 3.99 2.38 3.17

Los resultados muestran que la enzima retuvo su actividad de sialil transferasa en el curso de la modificacién de

proteinas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Glycom A/S

<120> Sialidasas Mutadas

<130> DAS/P19659W0O

<150> EP15171175.1
<151> 2015-06-09

<160> 3

<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1

<211> 497
<212> PRT

<213> Photobacterium leiognathi JT-SHIZ-119

<400> 1
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Met
Asn
Thr
Pro
Ala
65

Asp
Ala
Gln
Glu
Glu
145
Gln
Leu
Ala
Asn
Asn
225
Leu
Gly
Tyr
Leu
Phe

305
Gly

Cys
Asp
Pro
Ile
50

Pro
Val
Pro
Gln
Arg
130
Lys
Glu
Asn
Pro
Ile
210
Trp
val
Ile
Phe
Arg
290

Ser

Phe

Asn
Asn
Thr
35

Leu
Glu
Asp
Thr
Leu
115
Phe
Leu
Leu
Leu
Ile
195
Asn
Lys
Leu
Tyr
Leu
275
Glu
Gln

Asp

Asp
Val
20

Thr
Lys
Leu
Gly
Leu
100
Met
Ile
Asn
Val
Glu
180
Leu
Leu
Asp
Lys
Gly
260
Arg
Tyr

Leu

Gln

Asn
Ile
Phe
Asp
Asp
Lys
85

Glu
Lys
Ser
Ala
Asp
165
Leu
Arg
Tyr
Thr
Asp
245
Arg
Lys
Leu

Ser

Glu

Gln
Glu
Asp
Asp
Gln
70

Arg
Val
Ile
Trp
His
150
Ala
Asn
Ile
Asp
Glu
230
Tyr

Tyr

Asp

Lys
310
Lys
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Asn
Asn
Ser
Glu
55

Asp
Tyr
Tyr
Ile
Gly
135
Ile
Val
Thr
Ile
Asp
215
Asp
Phe
Asn
Tyr
Gly
295
Gly

Leu

Thr
Asn
Tyr
40

Lys
Glu
Val
Val
Gln
120
Arg
Tyr
Ile
Asn
Ser
200
Gly
Lys
Asn
Trp
Leu
280
Ser

Asp

Gln

vVal
Thr
25

Ser
Tyr
Lys
Thr
Asp
105
Gln
Ile
Pro
Asp
Thr
185
Ser
Ser
Ser
Gly
His
265
Thr
Leu

Lys

Gln

19

Asp
10

Tyr
Trp
Ser
Phe
Gln
90

His
Lys
Gly
Leu
Tyr
170
Ala
Lys
Ala
val
Ile
250
Gln
Val
Lys
Glu

Glu

Val
Gln
Ile
Leu
Cys
75

Thr
Ala
Asn
Leu
Ala
155
Ala
His
Ser
Glu
Lys
235
Ser
Leu
Glu
Gln
Leu

315
Tyr

Val
Val
Gln
Ser
60

Phe
Asn
Ser
Glu
Thr
140
Gly
Asp
Ser
Asn
Tyr
220
Leu
Ser
Tyr
Pro
Met
300

Phe

Gln

Val
Lys
Thr
45

Phe
Glu
Leu
Leu
Tyr
125
Glu
Asn
Ser
Phe
Ile
205
Val
Ser
Glu
Asn
Gln
285
Ser

Leu

Gln

Ser
Pro
30

Cys
Asp
Phe
Thr
Pro
110
Ser
Asp
Asn
Lys
Pro
190
Leu
Asn
Asp
Lys
Thr
270
Leu
Trp

Asn

Ser

Thr
15

Ile
Gly
Phe
Thr
Val
95

Ser
Gln
Asn
Thr
Asn
175
Asn
Ile
Leu
Ser
Pro
255
Ser
His
Asp

Ile

Glu

Vval
Asp
Thr
Val
Gly
80

val
Leu
Asn
Ala
Ser
160
Arg
Leu
Ser
Tyr
Phe
240
Ser
Tyr
Asp
Gly
val

320
Leu
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Pro
Lys
Asn
Lys
385
Phe
Met
Leu
Ser
Val
465
Phe

Tyr

<210> 2

Asn
Glu
Glu
370
Gly
Asn
Met
Tyr
Ser
450
Gln

Trp

<211> 483
<212> PRT
<213> Photobacterium leiognathi JT-SHIZ-145

<400> 2

Phe
Tyr
355
Thr
His
Asn
Thr
Phe
435
Asp

Val

Ser

VvVal
340
Tyr
Ser
Pro
Met
Gly
420
Ser
Thr

Met

Asp

325
Phe

Ala
Pro
Arg
Ile
405
Met
Ile
Ile

Met

Leu
485

Thr
Gln
Tyr
Gly
390
Asp
Leu
Pro
Thr
Thr

470
Pro
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Gly
Gln
Tyr
375
Gly
Ile
Pro
Ala
Asp
455

Leu

Asp

Thr
Gln
360
Leu
Ile
Pro
Asp
Glu
440
Arg

Gly

Cys

Thr
345
Val
Gly
Ile
Ala
Thr
425
Lys
Glu
Ile

Ser

20

330
Thr

Asn
Arg
Asn
Lys
410
Val
Val
Asp
Val

Ser
490

Trp
val
Glu
Asp
395
Val
Gly
Ser
Ala
Lys

475
Gly

Ala
Vval
His
380
Ile
Ser
Gly
Phe
Leu
460
Glu

Val

Gly
Asn
365
Asp
Ile
Phe
Ile
Ile
445
Lys

Lys

Cys

Gly
350
Asn
Leu
Leu
Glu
Ala
430
Val
Ser

Asp

Ile

335
Glu

Ala

Phe

val
415
Ser
Phe
Pro

Val

Ala
495

Thr
Ile
Phe
Ser
400
Leu
Ser
Thr
Leu
Leu

480
Gln
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Met
Asn
Thr
Pro
Ala
65

Asp
Ala
Gln
Glu
Glu
145
Gln
Leu
Ala
Asn
Asn

225
Leu

Cys
Asp
Pro
Ile
50

Pro
val
Pro
Gln
Arg
130
Lys
Glu
Asn
Pro
Ile
210
Trp

Val

Asn
Asn
Thr
35

Leu
Glu
Asp
Thr
Leu
115
Phe
Leu
Leu
Leu
Ile
195
Asn

Lys

Leu

Asp
Val
20

Thr
Lys
Leu
Gly
Leu
100
Met
Ile
Asn
Val
Glu
180
Leu
Leu

Asp

Lys

Asn
Ile
Phe
Asp
Asp
Lys
85

Glu
Lys
Ser
Ala
Asp
165
Leu
Arg
Tyr
Thr

Asp
245

Gln
Glu
Asp
Asp
Gln
70

Arg
Val
Ile
Trp
His
150
Ala
Asn
Ala
Asp
Asp

230
Tyr
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Asn
Asn
Ser
Glu
55

Asp
Tyr
Tyr
Ile
Gly
135
Ile
Val
Thr
Thr
Asp
215

Asn

Leu

Thr
Asn
Tyr
40

Lys
Glu
Val
Val
Gln
120
Arg
Tyr
Ile
Asn
Ser
200
Gly
Lys

Asn

Val
Thr
25

Ser
Tyr
Lys
Thr
Asp
105
Gln
Ile
Pro
Asp
Thr
185
Ser
Ser

Ser

Gly

21

Asp
10

Tyr
Trp
Ser
Phe
Gln
90

His
Lys
Arg
Leu
Tyr
170
Gly
Lys
Ala

Gln

Ile
250

Val
Gln
Ile
Leu
Cys
75

Thr
Ala
Asn
Leu
Ala
155
Ala
His
Asn
Glu
Lys

235
Ser

Val
Val
Gln
Ser
60

Phe
Asn
Ser
Glu
Thr
140
Gly
Asp
Ser
Asn
Tyr
220

Leu

Ser

Val
Lys
Thr
45

Phe
Glu
Leu
Leu
Tyr
125
Glu
Asn
Ser
Phe
Ile
205
Vval

Ser

Glu

Ser
Pro
30

Cys
Asp
Phe
Thr
Pro
110
Ser
Asp
Asn
Lys
Arg
190
Leu
Ser

Asp

Lys

Thr
15

Ile
Gly
Phe
Thr
Val
95

Ser
Gln
Asn
Thr
Asn
175
Asn
Ile
Leu

Ser

Pro
255

Val
Asp
Thr
Val
Gly
80

Val
Leu
Asn
Ala
Ser
160
Arg
Ile
Ser
Tyr
Phe

240
Asn
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Gly
Tyr
Leu
Phe
305
Gly
Pro
Lys
Asn
Lys
385
Phe
Met
Leu
Ser
val
465
Phe

<210>3

Ile
Phe
Arg
290
Ser
Phe
Asn
Glu
Glu
370
Gly
Asn
Met
Tyr
Ser
450
Gln

Trp

<211> 661
<212> PRT
<213> Photobacterium damselae JT0160

<400> 3

Tyr
Leu
275
Glu
Gln
Asp
Phe
Tyr
355
Thr
His
Asn
Thr
Phe
435
Asp

val

Cys

Ser
260
Arg
Tyr
Leu
Gln
vVal
340
Tyr
Ser
Pro
Met
Gly
420
Ser

Thr

Met

Ile
Lys
Leu
Ser
Glu
325
Phe
Ala
Pro
Arg
Ile
405
Met
Ile

Ile

Met

Tyr
Asp
Gly
Lys
310
Lys
Thr
Gln
Tyr
Gly
390
Asp
Leu
Pro

Thr

Thr
470
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Asn
Tyr
Gly
295
Gly
Leu
Gly
Gln
Tyr
375
Gly
Ile
Pro
Ala
Asp

455
Leu

Trp
Leu
280
Ser
Asp
Gln
Thr
Gln
360
Leu
Ile
Pro
Asp
Glu
440
Arg

Gly

His
265
Thr
Leu
Lys
Gln
Thr
345
Val
Gly
Ile
Ala
Thr
425
Lys
Glu

Ile

22

Gln
val
Lys
Glu
Glu
330
Thr
Asn
Arg
Asn
Lys
410
Val
val

Asp

val

Leu
Glu
Gln
Leu
315
Tyr
Trp
Vval
Glu
Asp
395
val
Gly
Ser

Ala

Lys
475

Tyr
Thr
Met
300
Phe
Gln
Ala
Val
His
380
Ile
Ser
Gly
Phe
Leu

460
Glu

His
Lys
285
Ser
Leu
Gln
Gly
Asn
365
Asp
Ile
Phe
Ile
Ile
445
Lys

Lys

Ser
270
Leu
Trp
Asn
Ser
Gly
350
Asn
Leu
Leu
Glu
Ala
430
vVal

Ser

Asp

Ser
His
Asp
Ile
Glu
335
Glu
Ala
Phe
Gly
val
415
Ser
Phe

Pro

Val

Tyr
Asp
Thr
val
320
Leu
Thr
Ile
Phe
Ser
400
Leu
Ser
Thr

Leu

Leu
480
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Met
Ser
Ala
Pro
Ala
65

Ile
Ala
Gln
Gln
Asn
145
Pro

Leu

Pro

Cys
Ala
Pro
Ile
50

Pro
Thr
Pro
Gln
Arg
130
Lys
Glu

Asn

Pro

Asn
Asp
Ser
35

Leu
Glu
Gly
Thr
Leu
115
Phe
Leu
Met

Ile

Ile

Ser
Val
20

Ser
Asn
Leu
Asp
Leu
100
Ile
Val
Asn
Val
Glu

180
Ile

Asp
Val
Phe
Glu
Lys
His
85

Glu
His
Ser
Ile
Ala
165

Phe

Gln

Asn
Glu
Leu
Ser
Gln
70

Arg
Val
Ile
Trp
His
150
Ala

Tyr

Pro
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Thr
Thr
Ser
Asp
55

Asp
Tyr
Tyr
Tle
Lys
135
Thr
Ile

Thr

Leu

Ser
Glu
His
40

Lys
Glu
Ile
Ile
Gln
120
Arg
Tyr
Asp

Asn

Tyr

Leu
Thr
25

Ser
Gln
Lys
Thr
Asp
105
Ala
vVal
Pro
Glu
Thr

185
Asn

23

Lys
10

Tyr
Trp
Ala
Tyr
Asn
90

His
Lys
Thr
Leu
Tyr
170
Ala

Asn

Glu
Gln
Glu
Ile
Cys
75

Thr
Ala
Asp
Val
Lys
155
Ala
His

Glu

Thr
Leu
Gln
Ser
60

Phe
Thr
Ser
Glu
Asp
140
Gly
Gln

Val

Lys

Val
Thr
Thr
45

Phe
Thr
Leu
Leu
Tyr
125
Ala
Asn
Ser

Phe

Val

Ser
Pro
30

Cys
Asp
Phe
Thr
Pro
110
Pro
Asp
Asn
Lys
Asn

190
Lys

Ser
15

Ile
Gly
Phe
Lys
Val
95

Ser
Ser
Asn
Thr
Asn
175

Asn

Ile

Asn
Asp
Thr
val
Gly
80

val
Leu
Asn
Ala
Ser
160
Arg

Leu

Ser
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His
Gln
225
Ser
Gly
Tyr
Leu
Phe
305
Gly
Pro
Lys
Asn
Lys
385
Phe
Met
Leu
Ser
Val
465
Phe
Ala
Arg
Gly
Asn
545
Thr
vVal
Glu
Pro
Ile
625

Tyr

Gly

Ile
210
Trp
Leu
Met
Phe
Arg
290
Ala
Phe
Asn
Glu
Glu
370
Gly
Pro
Met
Tyr
Ser
450
Gln
Trp
Cys
Leu
Asp
530
Lys
Val
Lys
Tyr
Ser
610
Glu

Phe

Thr

195
Ser

Lys
Leu
Gly
Leu
275
Asp
Lys
Asp
Phe
Tyr
355
Thr
His
Asp
Thr
Phe
435
Asp
Val
Ala
Thr
Val
515
val
Gln
Arg
Ala
Glu
595
Ser
Arg

Val

Met

Leu
Asp
Ala
Asn
260
Arg
Tyr
Leu
Lys
Ile
340
Tyr
Ser
Pro
Met
Asp
420
Thr
Thr
Met
Asp
Arg
500
Ile
Ala
Tyr
Met
Ala
580
Ser
Ile
Val

Lys

Leu
660

Tyr
Thr
Asn
245
Arg
Glu
Leu
Ser
Glu
325
Phe
Ala
Pro
Ala
Ile
405
Met
Ile
Ile
Leu
His
485
Ile
Ala
Glu
Asn
Leu
565
Ile
Ile
Pro
Gly
Gly

645
Asp
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Asp
Pro
230
Tyr
Tyr
Asp
Gly
Asp
310
Gln
Thr
Gln
Tyr
Gly
390
Asn
Leu
Pro
Thr
Thr
470
Lys
Ile
Ile
Ser
Leu
550
His
Glu
Val
Asn
Asp

630
Lys

Asp
215
Asn
Leu
Asn
Tyr
Ser
295
Ser
Leu
Gly
Gln
Tyr
375
Gly
Ile
Pro
Ala
Asp
455
Leu
Val
Ala
Ile
Ile
535
Leu
Glu
vVal
Arg
Val
615
Arg

Asp

200
Gly

Lys
Ala
Trp
Leu
280
Ser
Gln
Gln
Thr
Gln
360
Leu
Val
Pro
Asp
Asp
440
Arg
Gly
Asn
Lys
Lys
520
Ala
Val
Val
Tyr
Gln
600
Met
Cys

Val

Ser
Ile
Gly
His
265
Asp
Ala
Gln
Gln
Thr
345
Val
Gly
Tle
Ala
Thr
425
Lys
Glu
Ile
Ser
Arg
505
Thr
Lys
Ser
Leu
Gln
585
Leu
Lys
Gln

Arg

24

Ser
Glu
Thr
250
Lys
Val
Lys
Thr
Gln
330
Thr
Asn
Lys
Asn
Lys
410
Val
Val
Glu
Val
Met
490
Gln
Ile
Val
Leu
Asp
570
Glu
Met
Val

Asn

His
650

Glu
Thr
235
Ser
Leu
Glu
Gln
Leu
315
Tyr
Trp
Val
Asp
Asp
395
Ile
Ala
Asn
Ala
Lys
475
Glu
Pro
Thr
Ala
Glu
555
Ala
Asp
Ala
Met
Ile

635
Thr

Tyr
220
Leu
Pro
Tyr
Ala
Met
300
Phe
Ser
Ala
Ile
Tyr
380
Tle
Ser
Gly
Phe
Leu
460
Glu
Val
Thr
Asp
Leu
540
Ser
Phe
Asp
His
Trp
620
Cys

Lys

205
Val

Glu
Asp
Asp
Asn
285
Pro
Leu
Gln
Gly
Asn
365
Asp
Ile
Phe
Ile
Ile
445
Lys
Lys
Ala
Ala
Leu
525
Glu
Leu
Ala
Arg
Met
605
Ala

Glu

Pro

Ser
Gly
Ala
Thr
270
Leu
Trp
Asp
Ser
Gly
350
Asn
Leu
Leu
Glu
Ala
430
val
Ser
Asp
Ile
Ser
510
Glu
Ser
Gly
Arg
Ile
590
Met
Ala
Tyr

Asp

Leu
Glu
Pro
255
Asp
His
Asp
Ile
Pro
335
Glu
Ala
Phe
Gly
Val
415
Ser
Phe
Pro
Val
Asp
495
Asp
Arg
Phe
Gln
Met
575
Asp
Glu
Arg

Ile

Asp
655

Tyr
Val
240
Lys
Tyr
Asp
Glu
Val
320
Leu
Thr
Ile
Phe
Ser
400
Leu
Ser
Thr
Leu
Leu
480
Glu
Leu
Ile
Ser
His
560
Asp
Gln
Asp
Ser
Ile

640
Phe
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REIVINDICACIONES

1. Una a2,6-transsialidasa que tiene una secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 90% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1, y que comprende por lo menos uno de:

- en la posicién 156, un aminoacido seleccionado de Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gln o Trp; y/o

- en la posicién 161, un aminoéacido seleccionado de Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp o Gly; y/o

- enla posiciéon 180, un aminoacido seleccionado de Asp, Asn, Gin; y/o

- enla posicidon 186, un aminoacido seleccionado de Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Ser, Cys o Thr; y/o

- enla posicién 218, un aminoacido seleccionado de Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr, Trp, Cys, Gly o Thr; y/o

- en la posicion 222, un aminoacido seleccionado de Gin, Asp, Glu, Cys, Thr, Phe, Tyr, Trp, Arg, Lys o His;
y/o

- en la posicién 235, un aminoacido seleccionado de Arg, His, Ser, Cys, Ala, Val, lle o Leu; y/o

- en la posicién 242, un aminoacido seleccionado de Arg, His o Lys; y/o

- en la posicién 261, un aminoacido seleccionado de His, Lys, Asp, Glu, Ala, Val, Leu o Phe; y/o

- en la posicién 315, un aminoéacido seleccionado de Ser, Thr o Cys; y/o

- enla posicidon 342, un aminoacido seleccionado de Ser o Cys; y/o

- enla posicidon 349, un aminoacido seleccionado de Ser, Thr o Cys; y/o

- en la posicién 350, un aminoacido seleccionado de Ser, Thr, Cys, Tyr, Trp o Phe; y/o

- enla posicién 356, un aminoacido seleccionado de Ala, Val, lle, Leu, Phe o Trp; y/o

- en la posicién 438, un aminoacido seleccionado de Arg, His o Lys;

en donde dichas posiciones se definen mediante la alineacion de dicha secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
No. 1 usando un algoritmo de comparacion.

2. La a2,6-transsialidasa de la reivindicacién 1 que tiene una regioselectividad mejorada en una reaccién de
transsialidacién en comparacion con una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la SEQ
ID No. 1.

3. La a2,6-transsialidasa de la reivindicacion 1 o 2, en donde la secuencia de aminoacidos por lo menos un 90%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 es la de la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-119
o su variante truncada A2-15, o la sialil transferasa de P. leiognathi JT-SHIZ-145 o su variante truncada A2-15.

4. La a2,6-transsialidasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la secuencia de aminoacidos por lo
menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 es la de la sialil transferasa de P.
leiognathi JT-SHIZ-119 o su variante truncada A2-15, y mutada en las posiciones de aminoacidos siguientes:

- enla posicion 156 Gly esta sustituido por Ser, Cys o Tyr; y/o

- enlaposicion 161 GIn esta sustituido por Phe o Gly; y/o

- enla posicion 180 Glu esta sustituido por Asp, y/o

- enla posicion 186 Ala esta sustituido por Tyr, Cys o Leu; y/o

- enla posicion 218 Ala esta sustituido por lle, Val, Phe o Tyr; y/o

- enla posicidon 222 Asn esta sustituido por Cys, Asp, Arg o Phe; y/o
- enla posicidn 235 Lys esta sustituido por Arg, His, Cys o Val; y/o
- enla posicion 242 Val esta sustituido por His; y/o

- en la posicién 261 Arg esta sustituido por Asp, Phe, His o Val; y/o
- enla posicion 315 Leu esta sustituido por Cys; y/o

- enla posicion 342 Thr esta sustituido por Cys; y/o

- enla posicion 349 Gly esta sustituido por Ser o Cys; y/o

- enla posicion 350 Gly esta sustituido por Ser, Tyr, Phe o Cys; y/o
- enla posicidon 356 Tyr esta sustituido por Val o Phe; y/o

- enla posicidn 438 Pro esta sustituido por His.

5. La a2,6-transsialidasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tiene una mutacién en por lo menos dos de
las posiciones de aminoacidos siguientes: 156, 218, 222 y 349.

6. La a02,6-transsialidasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que tiene las siguientes mutaciones: A218Y,
N222R y G349S.

7. La a2,6-transsialidasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que tiene ademas una mutacién en las
posiciones de aminoacidos 353, 400, o 450-458.

8. La a2,6-transsialidasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que tiene las siguientes mutaciones A218Y,
N222R, G349S, S412P y D451K.
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9. Un proceso para elaborar una a2,6-transsialidasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que comprende los
pasos de:

a) proporcionar una secuencia de ADN que codifica dicha a2,6-transsialidasa, luego
b) expresar dicha a2,6-transsialidasa en una célula huésped transformada con la secuencia de ADN obtenida
en el paso a).

10. Un método para sintetizar un sacarido o glicoconjugado sialilado que comprende el paso de hacer reaccionar un
donante de sialilo y un sacarido o glicoconjugado como aceptor en presencia de una a2,6-transsialidasa de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para transferir el residuo de donante de sialilo al aceptor de sacarido o
gliconjugado.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde el aceptor es un oligosacarido o glicoconjugado que comprende un
oligosacérido, dicho oligosacarido tiene un residuo de galactosilo terminal en el extremo no reducto, y el residuo de
sialilo es transferido por la a2,6-transsialidasa para unirlo en la posicién 6 de dicho residuo de galactosilo.

12. El método de cualquiera de la reivindicaciones 10 a 11 que resulta en la formacién de un oligosacarido de leche
humana sialilado que tiene un residuo de galactosilo al que se une el residuo de sialilo con un enlace a2-6.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde dicho residuo de galactosilo en dicho oligosacarido de leche humana
es una parte de un residuo de N-acetil-lactosaminilo.

14. El método de la reivindicaciéon 12 o la reivindicacion 13, en donde el oligosacarido de leche humana es 6’-SL,
LST c, FLST ¢, SLNH, SLNnHI, SLNnH-Il, FSLNH, FSLNH-IlIl, FSLNnH-I, FSLNnH-Il, DFSLNH-I, DFSLNnH,
DSLNH-I o DSLNnH.

15. El uso de una a2,6-transsialidasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la preparacion de
un sacarido o glicoconjugado sialilado.
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MCNDNONTVDVVVSTVNDNYVIENNTYOQVKPIDTETTEDSYSWIQTCGTPILKDDEKYSLS
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