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DESCRIPCION
Enzimas PGLB oligosacariltransferasa mutadas
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a PgIB oligosacariltransferasas mejoradas y su uso en la glucosilacion de proteinas y/o
la produccién de proteinas portadoras conjugadas con cadenas de sacaridos. La invencién también incluye polinucleétidos
que codifican para las PgIB oligosacariltransferasas mejoradas y células hospedadoras que comprenden los
polinucleétidos.

Antecedentes de la invencién

Las vacunas de glucoconjugados son ampliamente reconocidas por su capacidad para prevenir muchas infecciones
bacterianas potencialmente mortales. Las vacunas de glicoconjugado en general se consideran eficaces y seguras y se
han usado en humanos durante méas de 30 afios. La produccion convencional de glicovacunas frecuentemente implica la
modificacion quimica de proteinas portadoras inmunogénicas con antigenos polisacaridos de bacterias patégenas. Sin
embargo, mas recientemente, han surgido procesos biotecnolégicos para producir vacunas de glucoconjugados que se
espera que reduzcan los costos de produccion e incrementen ain mas la homogeneidad y posiblemente la potencia y
seguridad de las preparaciones de vacunas de glucoconjugados.

En células eucariotas, la glucosilacion N-enlazada es un mecanismo de modificacién de proteinas postraduccional clave
que implica varias enzimas. En células procariotas, la glicosilacion N-enlazada se cataliza por ciertas N-
oligosacariltransferasas bacterianas (N-OST). El cumulo de genes de glicosilacion de proteinas de Campylobacter
jejuni (C. jejuni) incluye el gen pg/B, que codifica para una N-OST unida a membrana (PglBg;j). PgIB se puede expresar en
hospedadores bacterianos estandar, tal como Escherichia coli (E. coli), y puede glucosilar proteinas periplasmicas
coexpresadas que portan al menos un motivo de glicosilacion D/E-Z1-N-Z2-S/T (Z1y Z2 # P) expuesto en la superficie.
PgIB puede transferir antigenos de polisacaridos bacterianos a determinadas proteinas de C. jejuni, asi como a proteinas
portadoras inmunogénicas de otros organismos que contienen sitios de glucosilacion modificados. WO 16/107818 y WO
16/023018 describe aspectos de esto. PglB puede transferir oligosacaridos y hasta cierto grado, estructuras de
lipopolisacaridos de antigeno O de bacterias Gram-negativas y polisacaridos de antigeno capsular de bacterias Gram-
positivas. Sin embargo, la eficiencia de la actividad de oligosacariltransferasa de PglB puede variar dependiendo de la
naturaleza del sacarido que se une covalentemente a una proteina que contiene la secuencia de consenso requerida. Por
lo tanto, existe la necesidad de proteinas PglB mejoradas que sean capaces de catalizar la transferencia eficiente de
sacaridos con una estructura diferente a aquellas transferidas en C. jejuni, a una proteina que contiene el motivo de
glicosilacion requerido.

La presente divulgacién proporciona PglB oligosacariltransferasas modificadas que se han modificado para mejorar la
eficiencia de PgIB cuando se transfiere una variedad de sacaridos que no se transfieren a una proteina en una célula
de C. jejuni.

Por consiguiente, se proporciona un polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 1 0 2 o un fragmento funcional de la misma, donde la secuencia de aminoacidos de polipéptido
de PgIB oligosacariltransferasa incluye la caracteristica de que: al menos un residuo seleccionado del grupo que consiste
en el aminoacido X57, X63, X94, X101, X172, X176, X191, X193, X233, X234, X255, X286, X295, X301, X319, X397,
X402, X425, X435, X446, X462, X479, X523, X532, X601, X605, X606, X610, X645, X676 y X695 se sustituye por un
aminoacido diferente al que se encuentra en esa posicién en SEQ ID NO: 1 o fragmento funcional de lo mismo, donde el
residuo que corresponde al aminoacido 57 de SEQ ID NO: 1 se muta a R o K o T, preferentemente a R o T, mas
preferentemente a R_y donde el polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa es capaz de incrementar el rendimiento de
glucosilacién de la proteina con el sacarido para producir una proteina glicosilada por al menos 1,5 veces en comparacion
con una PgIB oligosacariltransferasa correspondiente que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1.

En una realizacién preferida, la secuencia de aminoacidos es al menos 90% idéntica a SEQ ID NO:2.

En una segunda realizacion, se proporciona un polinucledtido que codifica para un polipéptido de PgIB
oligosacariltransferasa mutado de la invencion.

En una tercera realizacién, se proporciona una composicién o célula hospedadora (por ejemplo, una célula hospedadora
procariota o una célula hospedadora de E. coli) que comprende al menos una PgIB oligosacariltransferasa de la invencién
o un polinucleétido que codifica para al menos una PgIB OST de la invencién.

En una cuarta realizacién se proporciona un proceso para preparar una proteina glucosilada, que comprende los pasos
de:
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(a) cultivar una célula hospedadora de la invencién, que comprende la PgIB de la invencién y/o un polinucleétido que
codifica para la PgIB de la invencion, bajo condiciones adecuadas para la produccion de proteinas; y

(b) aislar la proteina glucosilada de la célula hospedadora.

En una quinta realizacién se proporciona un proceso in vitro para preparar una proteina glucosilada, que comprende los
pasos de;

i} mezclar conjuntamente:
a) una PgIB oligosacariltransferasa de la invencion;

b) una proteina que comprende al menos una secuencia de consenso de glucosilacién que comprende la secuencia de
aminoacidos Asp/Glu-Zi1-Asn-Z >-Ser/Thr donde Z1 y Z2 pueden ser cualquier aminoacido natural excepto Pro;y

¢) una cadena de sacarido en un portador lipidico reconocido por la PgIB;

i) incubar bajo condiciones adecuadas para la actividad enzimatica de PgIB para transferir la cadena de sacarido a la al
menos una secuencia de consenso de glucosilacion de la proteina para lograr una proteina glucosilada; y

i} aislar la proteina glucosilada.
En una sexta realizacion, se proporciona una proteina glucosilada que se elabora por el proceso de la invencion.

En una séptima realizacion se proporciona un uso de la PgIB oligosacariltransferasa o fragmento funcional de la misma
de la invencion en la produccién de una proteina glucosilada en la cual un sacarido se une a un residuo N de una secuencia
de consenso de glucosilacién, que comprende la secuencia de aminoacidos Asp/Glu-Zi-Asn-Z2-Ser/Thr donde Z1y
Z» pueden ser cualquier aminoacido natural excepto Pro, de una proteina para formar la proteina glucosilada.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1 - Las mutaciones en PgIB dan por resultado mayor actividad de oligosacariltransferasa cuando se transfiere el
sacarido capsular de S. pneumoniae serotipo 8 a una proteina. El panel A muestra el cambio multiplo de compuesto de la
produccién cuando se usa PgIB de laronda 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 para transferir el sacarido capsular de S. pneumoniae a una
proteina portadora de EPA. El panel B muestra una transferencia Western y un gel tefiido con Coomassie que demuestra
el incremento de EPA glucosilada con sacarido de S. pneumoniae serotipo 8 después de diferentes rondas de mutacién.
El panel C muestra el gel tefiido con Coomassie y transferencias Western sondadas con un anticuerpo anti-S. pneumoniae
serotipo 8, que demuestra la produccion incrementada de conjugado que contiene sacarido de S. pneumoniae serotipo 8
después de la bioconjugacion usando PglB¢; mutada puntual.

Figura 2 - Las PgIB mutadas también tienen actividad incrementada para transferencia de S. pneumoniae serotipo 22F a
una proteina. El panel A muestra los resultados de ELISA que muestran actividad incrementada de las PgIB de ronda 3,
4 y 5 en la transferencia del sacarido capsular de S. pneumoniae serotipo 22F a una proteina. El panel B muestra los
resultados de transferencia Western del incremento en la produccién de EPA glucosilado con un sacarido capsular de
serotipo 22F de las PgiB de laronda 3, 4 y 5.

Figura 3 - Las PgIB mutadas tienen actividad incrementada para transferencia de S. pneumoniae serotipos 23A y 35B a
una proteina. El panel A muestra los resultados de un gel de coomassie y una transferencia Western que muestra
glucosilacién incrementada de EPA con polisacarido de S. pneumoniae serotipo 23A cuando se usé PgIB de ronda 4, 5y
7 para catalizar la transferencia. El panel B muestra glucosilacién incrementada de EPA cuando se us6 una PgIB de ronda
3 para transferir el sacarido capsular de S. pneumoniae serotipo 35B, en comparacién con el uso de PgIB tipo silvestre.

Figura 4 - Las PglB mutadas tienen actividad incrementada para transferencia de S. pneumoniae serotipo 19A a una
proteina. Resultados de tincién de Coomassie y transferencia Western para la cantidad de EPA glucosilada con S.
pneumoniae serotipo 19A usando: carril 1 - PglIB inactiva, carril 2 - PgIB que contiene mutaciones Y77R, N311V y H479M,
carril 3 - PgIB de ronda 6, carriles 4-10 - diferentes mutaciones de PgIB de ronda 7.

Figura 5 - Estructura de unidades de repeticion de polisacarido capsular de S. pneumoniae. Los circulos oscuros indican
residuos de glucosa, circulos claros indican residuos de galactosa, circulos claros con “f* en el interior indican
galactofuranosa, cuadrados oscuros indican N-acetilglucosamina, cuadrados claros indican N-acetilgalactosamina,
triangulos indican ramnosa, diamantes divididos horizontalmente con la parte superior oscura indican acido glucurénico,
los ovalos indican glicerol, estrellas indican ribitol, cuadrados oscuros indican N-acetilfucosamina, cuadrados medios
indican N-acetilmanosamina, cuadrados divididos diagonalmente indican 4-amino-N-acetilfucosamina y diamantes
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divididos horizontalmente indican acido galacturénico.
Figura 6 - Estructura de unidades de repeticién de sacarido capsular de estreptococo de grupo B.

Figura 7 - Alineacion de secuencias de aminoacidos de secuencias de OST de PgIB de cepas de Campylobacter coli que
muestran que EFM37568 es algo divergente, en tanto que EIA90085 y CDG57218 son mas similares.

Descripcién detallada de la invencion

La presente divulgacion proporciona PgIB oligosacariltransferasas altamente eficientes capaces de catalizar la adicién de
sacarido a una proteina que contiene al menos una secuencia de consenso de glucosilacion de D/E-Z1-N-Z2-S/T (Z1y Z2 #
P). Estas PgIB oligosacariltransferasas altamente eficientes se logran al modificar la PgIB. Por ejemplo, a través de la
seleccién de mutaciones puntuales ventajosas, ya sea individualmente o en combinacién, que dan por resultado
produccién incrementada de proteina N-glucosilada.

Los ensayos para confirmar la actividad de las OST de PgIB descritas en la presente se conocen bien por los expertos en
la técnica (por ejemplo, ELISA, transferencia Western) e incluyen los ensayos descritos en los ejemplos 2 y 3. En algunas
realizaciones, la OST de PgIB es una PgIB modificada que se expresa opcionalmente en una célula hospedadora,
opcionalmente una célula hospedadora heteréloga (es decir, una célula hospedadora que no es una célula de
Campylobacter).

Los oligosacaridos y polisacaridos pueden incluir cualquier oligosacarido o polisacarido descrito en la presente.
Las proteinas portadoras pueden comprender cualquier proteina portadora descrita en la presente.

En algunas realizaciones, la OST de PgIB comprende modificaciones (por ejemplo, sustituciones de aminoéacidos o
sustituciones de nucleétidos en el polinucledtido que codifica para PglB) en, por ejemplo, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o
mas, cinco o0 mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho 0 mas, nueve o0 mas, o diez 0 mas aminoacidos, por ejemplo, 2-30, 3-
25, 4-20, 5-20, 6-20, 7-20 o 10-20 sustituciones de aminoécidos. En una realizacién, las sustituciones estan en las
posiciones correspondientes a los siguientes residuos de SEQ ID NO:1:57; 57 y 77; ;57, 77 y 311; 57 y 462; 57, 462 y
479; 57, 462, 479, 77 y 311; 57, 462, 479, 300, 301, 308 y 570; 57, 462, 479, 300, 301, 308, 570y 77; 57, 462, 479, 300,
301, 308, 570, 77 y 311.

En una realizacion, las siguientes sustituciones estan presentes en las posiciones correspondientes a los siguientes
residuos de SEQ ID NO: 1 (donde / denota 0):A57R/T; A57R/T y Y77R; A57R y Y77R; A57R/T, Y77R y N311V; A57R,
Y77R y N311V; A57R/T y Y462P/C/W/T/N; AB7R/T y Y462W/T/N; A57R y Y462W; A57R/T, Y462P/C/W/T/N y H479M;
A57R/T, Y462W/T/N y H479M; A57R, Y462W y H479M; AS57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, Y77R y N311V; A57R/T,
Y462W/T/N, H479M, Y77R y N311V; A57R, Y462W, H479M, Y77R y N311V; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, L301P/G/F
y L570R/V; A57R, Y462W, H479M, L301P y L570R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, N300L, L301P/G/F, F308W/F y
L570R/V; A57R, Y462W, H479M, N300L, L301P, F308W y L570R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, L301P/G/F, L570R/V
y Y77R; A57R, Y462W, H479M, L301P ,L570R y Y77R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, N300L, L301P/G/F, F308W/F,
L570R/V y Y77R; A57R, Y462W, H479M, N300OL, L301P, F308W, L570R y Y77R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M,
L301P/G/F, L570R/V, Y77R y N311V; A57R, Y462W, H479M, L301P ,L570R, Y77R y N311V; A57R/T, Y462P/C/W/T/N,
H479M, N300L, L301P/G/F, F308W/F, L570R/V, Y77R y N311V; A57R, Y462W, H479M, N300L, L301P, F308W, L570R,
Y77R y N311V; A57R, Y462W, H479M, N300L, L301P, F308W, L570R, Y77R, S80D y N311V.

En algunas realizaciones, una mutacién puntual individual en la PglB modificada puede incrementar la eficiencia de
glucosilacién de una proteina portadora con un polisacarido que conduce a un incremento en el rendimiento comparativo
de proteina glucosilada. Un incremento en el rendimiento comparativo se puede determinar al dividir el rendimiento de la
proteina glucosilada producida por una OST de PglB modificada que contiene una sustitucion de aminoacidos particular
con el rendimiento de la proteina glucosilada producida por una OST de PgIB correspondiente que no contiene esa
sustitucion de aminoacidos. En una realizacion, la introduccién de una mutacién puntual individual en la PgIB modificada
puede incrementar el rendimiento comparativo entre aproximadamente 1,1 veces y aproximadamente 10 veces, entre
aproximadamente 1,2 veces y aproximadamente 7 veces, entre aproximadamente 1,3 veces y aproximadamente 5 veces,
entre aproximadamente 1,5 veces y aproximadamente 2,5 veces o entre aproximadamente 1,5 veces y aproximadamente
6 veces en comparacion con la tasa de una PgIB correspondiente que carece de esa mutacién puntual particular. El efecto
positivo de las mutaciones puntuales individuales puede multiplicarse cuando se combinan como miiltiples mutaciones
puntuales en una PgIB. En algunas realizaciones, la PglB modificada puede contener al menos 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 sustituciones de aminoacidos que incrementan el rendimiento comparativo de
proteina glucosilada por mas de 2 veces, mas de 5 veces, mas de 10 veces, mas de 50 veces, mas de 100 veces, mas
de 200 veces, mas de 500 veces, mas de 700 veces, mas de 1.000 veces, mas de 2.000 veces, mas de 3.000 veces, mas
de 4.000 veces, mas de 5.000 veces, mas de 6.000 veces, mas de 7.000 veces, mas de 8.000 veces, mas de 10.000
veces, en comparacion con el rendimiento obtenido usando la PglB correspondiente en la cual no se ha introducido la
combinacion de mutaciones puntuales (la PgIB original).
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En algunas realizaciones, el rendimiento de glucosilacién de proteinas de la PgIB modificada y la forma no mutada de la
PgIB modificada se puede comparar al comparar el rendimiento de glucosilacién de la PgIB modificada y de la PgIB original
de una proteina con un polisacarido u oligosacarido que carece de un azlcar N-acetilo en el extremo reductor. Por ejemplo,
un azlcar con una glucosa en el extremo reductor, por ejemplo, un polisacarido capsular de Streptococcus pneumoniae o
un sacarido capsular de estreptococo de grupo B, por ejemplo, aquellos representados en las figuras 5 y 6. En una
realizacion, el polisacarido u oligosacarido que carece de un azucar N-acetilo en el extremo reductor es el sacarido
capsular de S. pneumoniae serotipo 8.

En algunas realizaciones, el rendimiento de glucosilaciéon de la PglB modificada de una proteina con un polisacarido u
oligosacarido que carece de un azlcar N-acetilo en el extremo reductor se compara con el rendimiento de una PgIB no
mutada de una proteina glucosilada con un polisacarido u oligosacarido que tiene un azlcar N-acetilo en el extremo
reductor. Por ejemplo, un azlcar con una glucosa en el extremo reductor, por ejemplo, un polisacarido capsular
de Streptococcus pneumoniae o un sacarido capsular de estreptococo de grupo B, por ejemplo, aquellos representados
en las figuras 5 y 6. En una realizacion, el polisacarido u oligosacarido que carece de un aztcar N-acetilo en el extremo
reductor es el sacarido capsular de S. pneumoniae serotipo 8.

En algunas realizaciones, el rendimiento de glucosilacién de la PgIB modificada de una proteina glucosilada con un
sacarido capsular de S. pneumoniae serotipo 8 se incrementa por al menos 1,5 veces, 1,7 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3
veces, 5 veces, 10 veces, 100 veces, 500 veces o 1.000 veces con respecto a una PgIB no mutada.

En algunas realizaciones, la PglB modificada puede incrementar el rendimiento in vivo o in vitro de glucosilacion de una
proteina con un sacarido capsular de S. pneumoniae serotipo 8 entre aproximadamente 1,5 veces y aproximadamente
2.000 veces, entre aproximadamente 2 veces y aproximadamente 1.000 veces, entre aproximadamente 2 veces y
aproximadamente 20 veces o entre aproximadamente 20 veces y aproximadamente 2.000 veces en comparacion con el
rendimiento logrado con una forma no mutada de la PgIB modificada.

En algunas realizaciones, la PgIB modificada puede producir un nivel de glucosilacion in vivo o un nivel de glucosilacién in
vitrode la proteina de entre aproximadamente 1 % a aproximadamente 70 %, de entre aproximadamente 3 % a
aproximadamente 65 %, de entre aproximadamente 5 % a aproximadamente 60 %, de entre aproximadamente 5 % a
aproximadamente 55 %, de entre aproximadamente 10 % a aproximadamente 50 %, de entre aproximadamente 15 % a
aproximadamente 45 %, de entre aproximadamente 20 % a aproximadamente 40 %, o de entre aproximadamente 25 %
a aproximadamente 35 %. En algunas realizaciones, la PgIB modificada puede producir un nivel de glucosilacién in vivo o
un nivel de glucosilacion in vitro de la proteina portadora de al menos 1 %, al menos 3 %, al menos 5 %, al menos 10 %,
al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos
50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 % o al menos 70 %.

La PgIB modificada puede ser de cualquier organismo que tiene una PgIB. En algunas realizaciones, la PgIB modificada
es de un organismo procariota. En algunas realizaciones, la PglB modificada es de Campylobacter jejuni (C. fejuni),
Campylobacter coli (C. coli), Campylobacter lari (C. lari), Campylobacter upsaliensis (C. upsaliensis), Campylobacter
curvus (C. curvus), Campylobacter concisus (C. concisus), Campylobacter hominis (C. hominis), Campylobacter
gracilis (C. gracilis), Campylobacter showae (C.showae), Sulfurimonas autotrophica (S. autotrophica), Sulfurimonas
denitrificans (S. denitrificans), Sulfurospirillum deleyianum (S. deleyianum), Sulfuricurvum  kujiense (S. kujiense),

Nautiliaprofundicola (N. profundicola), Sulfuvorum sp. NBC37-1, Wolinella succinogenes (W.
succinogenes), Caminibacter mediatlanticus (C. mediatlanticus), Nitratiruptor sp. SB155-2, Helicobacter
pullorum (H.pullorum),  Helicobacter ~ Canadensis (H.  Canadensis),  Helicobacter winghamensis (Helicobacter
winghamensis), Desulfurobacterium thermolithotr (D. thermolithotr), Desulfomicrobium baculatum (D.

baculatum), Desulfovibrio vulgaris (D. vulgaris), Desulfovibrio alkaliphilus (D. alkaliphilus), Desulfohalobium retbaense (D.
retbaense), Deferribacter desulfuricans (D. desulfuricans), Desulfovibrio salexigenes (D. salexigenes), Desulfovibrio
piger (D. salexigenes), Desulfovibrio aespoeensis (D. aespoeensis), Cand. Puniceispirillum marinum, Calditerrivibrio
nitroreducens (C. nitroreducens) o Methanothermus fervidus (M. fervidus).

Las mutaciones puntuales identificadas en la presente son habitualmente aquellas que se encuentran en la secuencia de
PgIB de C. jejuni (por ejemplo, PgIB de C. jejuni de SEQ ID NO: 1). Un aspecto adicional de la invencion es una PgIB de
cualquiera de las especies identificadas anteriormente que contiene la mutacién correspondiente a aquellas descritas
para PgIB de C. jejunide SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, el polipéptido OST de PgIB es una PgIB modificada, un homélogo de PgIB modificado o una
version modificada de una variante de PgIB que se presenta de manera natural. Los homoélogos de PglBcjpueden
comprender homoélogos de PglB¢; que se presentan de manera natural y homélogos de PglB¢; que no se presentan de
manera natural. Los homélogos de PgIB¢ pueden comprender proteinas que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia
a una PglBc¢jde SEQ ID NO: 1. El grado de identidad de secuencia se puede determinar usando el algoritmo de alineacién
de homologia de Needleman y Wunsch, el programa ClustalW o el algoritmo BLASTP. Se prefiere un algoritmo que use
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alineacion global (Needleman y Wunsch}.

En algunas realizaciones, la PglB modificada es una PglBc modificada, un homélogo de PglBc; modificado o una version
modificada de una variante de PgIBc que se presenta de manera natural. Los homologos de PglBc pueden comprender
homélogos de PglBgj que se presentan de manera natural y homélogos de PglBc; que no se presentan de manera natural.
Los homélogos de PglBcipueden comprender proteinas que tienen al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia a una PglBc; de
SEQ ID NO: 2. El grado de identidad de secuencia se puede determinar por el algoritmo de alineacion de homologia de
Needleman y Wunsch, el programa ClustalW o un algoritmo BLASTP. Se prefiere un algoritmo que use alineacion global
(Needleman y Wunsch).

En algunas realizaciones, la PgIB modificada comprende un fragmento de PgIB, por ejemplo, un fragmento de PglBg;j. En
algunas realizaciones, el fragmento de PglB comprende al menos 100, al menos 150, al menos 200, al menos 250, al
menos 300, al menos 350, al menos 400, al menos 450, al menos 500, al menos 550, al menos 600 o al menos 650
aminoacidos contiguos de una PgIB de longitud completa, por ejemplo, de SEQ ID NO: 1.

Modificaciones de PgIB¢;

En algunas realizaciones, las OST de PgIB modificadas descritas en la presente son N-OST tipo silvestre modificadas,
por ejemplo, PgIBg;tipo silvestre. En algunas realizaciones, la PgIB¢;tipo silvestre es una PglIBg; tipo silvestre de SEQ ID
NO: 9, o de una variante que se presenta de manera natural de la misma:

MLKKEYLKNP YLVLFAMITL AYVESVECRE YWVWWASEEN EYFENNQLMI
ISNDGYAFAE

GARDMIAGEH QPNDLSYYGS SLSALTYWLY KITPESFESI ILYMSTEFLSS
LVVIPTILLA

NEYKRPILMGE VAALLASIAN SYYNRTMSGY YDTDMLVIVL PMFILEFMVR
MILKKDEFSL

IALPLFIGIY LWWYPSSYTL NVALIGLFLI YTLIFHRKEK IFYIAVILSS
LTLSNIAWEY

QSATIVILFA LFALEQKRLN FMIIGILGSA TLIFLILSGG VDPILYQLKE
YIFRSDESAN

LTQGFMYFNV NQTIQEVENV DLSEFMRRIS GSEIVFLFSL FGEVWLLRKH
KSMIMALPIL

VLGFLALKGG LRFTIYSVPV MALGFGFLLS EFKAIMVKKY SQLTSNVCIV
FATILTLAPV

FIHIYNYKAP TVESONEASL LNQLKNIANR EDYVVITWWDY GYPVRYYSDV
KTLVDGGKHL

GKDNFFPSFA LSKDEQAAAN MARLSVEYTE KSEYAPQONDI LKTDILQAMM
KDYNQSNVDL

FLASLSKPDEF KIDTPKTRDI YLYMPARMSL IFSTVASESE INLDTGVLDK
PEFTEFSTAYPL

DVENGEIYLS NGVVLSDDFR SEFKIGDNVVS VNSIVEINSI KQGEYKITPI
DDKAQEFYIFY

LKDSATPYAQ FILMDKTMFN SAYVOMFFLG NYDKNLFDLV INSRDAKVEK
LKIYPYDVPD

YA

En algunas realizaciones, uno o mas de los aminoacidos X57, X63, X94, X101, X172, X176, X191, X193, X233, X234,
X255, X286, X295, X301, X319, X397, X402, X425, X435, X446, X462, X479, X523, X532, X601, X605, X606, X610,
X645, X676 y X695 de SEQ ID NO: 1, o cualquier combinacion de los mismos, se modifican, donde X57 se muta a R o K
o T. En una realizacién, uno o mas de X57, X301, X319, X462, X479 y X523, o cualquier combinacién de los mismos se
modifica, por ejemplo, por sustitucion, donde X57 se muta a R o K o T. En una realizacién, uno o mas de X57, X462 y
X479 se modifican, donde X57 se muta a R o Ko T. En una realizacion, X57 se modifica por mutaciona Ro Ko T. En una
realizacion, X462 y X479 se sustituyen, donde X57 se muta a R o T. En una realizacion, se realiza |a sustitucién de A57R.
En una realizacién, se realizan sustituciones de A57R, Y462W y H479M.

(a) Modificaciones de PglBc
En algunas realizaciones, las OST de PgIB modificadas descritas en la presente son OST de PgIB tipo silvestre

modificadas, por ejemplo, PgiBcrtipo silvestre (PglB de Campylobacter lari). En algunas realizaciones, la PglBg;tipo
silvestre es una PglIBc; tipo silvestre de SEQ ID NO: 10, o de una variante que se presenta de manera natural de la misma:
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MKLOONEFTDN
FYEFEFENDQL
MITTNDGYAF
LYSTILPFSFE
GFIAALLGSI
IRLTINKDIF
GLYTLVFHRK
FATFAFKEEK
KEYVFKASDV
RISSSVLVEI
RAGLREFTIYA
KNILLILIAF
KNEKAQREDYV
FESSEVLSKE
VEDYNKTSAK
RIMPVVAQFA
MLDNGVEIIN
NEIDSKAQIY
YDODLFEQIT
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NSIKYTCILI

AEGARDMIAG
SIILYMSAFF
ANSYYNRTMS
TLLLSPVEIM
EKIFYLTIAL
INFYMIWALT
ONLKDAAFMY
LSFIGFILLC
VPVMALGEFGY
FSISPALMHI
VAWWDYGYPI
QIPAANMARL
DFLESLNDKD
NTNPDNGEQE
DFRALKVEGA
LLFLREYKSF
NDTRAKIYRL

LIAFAFSVLC

FHOPNDLSYF
ASLIVVPIIL
GYYDTDMLVL
IYLWWYPSSY
MIIALSMLAW
FISILILHLS
FNVNETIMEV
KDHKSMLLAL
FLYAFFNELE
YYYKSSTVET
RYYSDVKTLI
SVEYTEKSFEFK
FKEDTNKTRD
KSLFFSQANA
SIPLKAFVDI
VILDESLYNS
KR

RLYWVAWASE

GSSLSTLTYW
IAREYKLTTY
VLPMLILLTF
SLNFAMIGLF
QYKLALIVLL
GGLDPVLYQL
NTIDPEVEMQO
PMLALGFMAL
KKQIKLSLRN
SYEASTLNDL
DGGKHLGKDN
ENYPDVLKAM
VYIYMPYRML
IAQDKTTGSV
ESITNGKEYY
SYIQMEFLLNQ

En una realizacién adicional, se proporciona una PglBc modificada que comprende una sustitucién de A59R, Y468W vy
H485M. En una realizacién adicional, se proporciona una PglBc modificada que comprende una sustitucién de N314V,
Y79R, A59R, Y468W y H485M.

PgIB de Campylobacter coli

Un aspecto adicional de la invencién son PgIB nativas particularmente de Campylobacter coli que se ha encontrado que
tienen mayor actividad para la transferencia de ciertos sacaridos a una proteina portadora que contiene la secuencia de
consenso de glucosilacién Asp/Glu-Zi-Asn-Z >-Ser/Thr (donde Z1y Z2> pueden ser cualquier aminoacido natural excepto
Pro). En el caso de PgIB de la cepa EFM37568 de C. coli (SEQ ID NO: 12) se ha encontrado que la actividad de OST es
mayor que la de PgIB de C. jejuni nativa (SEQ ID NO: 1) para la transferencia de al menos S. flexneri 2a, 3a y 6, mas E.
coli 018.

Se probo PgIB de la cepa CDG57218 de C. coli (SEQ ID NO: 13) para su actividad en la transferencia del sacarido de E.
coli 018 a una proteina que contiene una secuencia de consenso de glucosilacion. Esta actividad de OST fue la misma
entre PgIB de C. jejuniy PgIB de SEQ ID NO: 13.

Se prob6 PgIB de la cepa EIA90085 de C. coli (SEQ ID NO: 14) para su actividad en la transferencia del sacarido de E.
coli 018 a una proteina que contiene una secuencia de consenso de glucosilacién. Esta actividad de OST fue ligeramente
mayor que la de PgIB de C. jejuni. Se concluy6 que las PgIB tipo silvestre de varias cepas de C. coli son equivalentes o
superiores a PgIB de C. jejuni para catalizar la transferencia de sacarido a una proteina que contiene la secuencia de
consenso de glucosilacién para PgIB. Las secuencias de tres tinciones de PgIB de C. coli se muestran en la figura 7 y la
secuencia de PgIB de cepa EFM37568 es ligeramente divergente de la secuencia de aminoacidos de las otras dos PglB
probadas. La PgIB de C. coli EFM37568 dio resultados particularmente buenos.

Una realizacion adicional de la invencién proporciona un uso de una PglB oligosacariltransferasa (OST) o fragmento
funcional de la misma de Campylobacter coli (PgIBccoi) en la producciéon de una proteina glucosilada en la cual un
sacarido se une a un residuo N de una secuencia de consenso de glucosilacion, que comprende la secuencia de
aminoacidos Asp/Glu-Zi-Asn-Z »-Ser/Thr donde Z1 y Zz pueden ser cualquier aminoacido natural excepto Pro. En una
realizacion, el uso es de una PgIB de C. coli que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 97 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 12, 13 o 14. Opcionalmente, la PgIB de C. colitiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 12.

Una realizacién adicional de la invencién divulga la introduccién de las sustituciones de aminoacidos descritas en la
presente en una PgIB de C. coli. En una realizacién, la PgIB de C. coli contiene al menos un residuo seleccionado del
grupo que consiste en el aminoacido X57, X63, X94, X101, X172, X176, X191, X193, X233, X234, X255, X286, X295,
X301, X319, X397, X402, X426, X436, X447, X463, X480, X524, X533, X602, X606, X607, X611, X646, X677 y X696 se
sustituye por un aminoéacido diferente al que se encuentra en esa posicién en SEQ ID NO: 12, donde X57 se mutaa R o
K o T. En una realizacién, se proporciona un polipéptido de PgIBc.coi oligosacariltransferasa o fragmento funcional que
contiene una sustitucién en cualquiera de los residuos que corresponden a los aminoacidos X57, X463 y X480 de SEQ
ID NO: 12, donde X57 se muta a R o K o T, opcionalmente, la sustitucion es al menos una de A57R, Y463 y H480M. En
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una realizacién, la PgIB c. coii contiene al menos una sustitucion de aminoacidos en el o los residuos X57, X77, X311, X462
y/o X480, donde X57 se muta a R o Ko T. En una realizacion, las sustituciones de aminoacidos estanen 1,2, 3,405 de
estas posiciones. En una realizacién, las sustituciones son al menos una sustitucién de aminoacidos en el o los residuos
A57R, Y77R, N311V, Y463W y/o H480M, donde A57 se muta a R. En una realizacién, una, dos, tres, cuatro o cinco de
estas mutaciones se introducen en la secuencia de aminoacidos de PgIB de C. coli, que tiene opcionalmente la secuencia
de SEQ ID NO: 12.

Oligosacaridos y polisacaridos

Los oligosacaridos que se pueden enlazar a una proteina mediante las OST de PgIB modificadas proporcionadas en la
presente pueden tener de aproximadamente 2 a aproximadamente 100 unidades de monosacaridos, por ejemplo, 2, 4, 6,
8,10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70,80,900 100 0de 42 90,6 a80,8a 70, 10 a 60, 15 a 50, 20 a 40 o0 25 a 40 unidades
de monosacaridos. Los polisacaridos que se pueden enlazar a una proteina por las OST de PgIB modificadas
proporcionadas en la presente pueden tener mas de 100 unidades de monosacaridos, por ejemplo, al menos 101, 110,
150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000 unidades de monosacaridos o0 mas. Por ejemplo, de 100 a 500, de 100
a 300 o de 100 a 200 unidades de monosacaridos.

Las proteinas u OST de PgIB pueden comprender cualquier OST de PgIB o cualquier proteina divulgada en la presente.

En algunas realizaciones, el azicar en el extremo reductor del oligosacarido o polisacarido es una pentosa, hexosa o
heptosa. En algunas realizaciones, el azlcar en el extremo reductor del oligosacarido o polisacarido es una aldopentosa
0 una cetopentosa. En algunas realizaciones, la pentosa es una D-arabinosa, una D-lixosa, una D-ribosa, una D-xilosa,
una D-ribulosa o una D-xilulosa. En algunas realizaciones, el azlcar en el extremo reductor del oligosacarido o
polisacarido es una aldohexosa o una cetohexosa. En algunas realizaciones, la hexosa es, por ejemplo, una D-alosa, D-
altrosa, D-glucosa, D-manosa, D-gulosa, D-idosa, D-galactosa, D-talosa, D-psicosa, D-fructosa, D-sorbosa o D-tagatosa.
En algunas realizaciones, el azlicar en el extremo reductor del oligosacéarido o polisacarido es un azicar desoxi o di-
desoxi, tal como, por ejemplo, una ramnosa, una fucosa o una abequosa. En algunas realizaciones, el azlUcar en el
extremo reductor del oligosacarido o polisacarido es una aldoheptosa o una cetoheptosa. En algunas realizaciones, la
heptosa es una manoheptulosa. En una realizacién preferida, el azicar en el extremo reductor del oligosacéarido de
polisacarido es glucosa.

Los oligosacaridos y polisacaridos que se pueden enlazar a un residuo N de una proteina por las OST de PgIB modificadas
proporcionadas en la presente pueden ser aquellos que se encuentran normalmente en cualquier organismo, por ejemplo,
un organismo procariota o un organismo eucariota. En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido es de un
organismo patégeno, por ejemplo, un patégeno humano o un patégeno animal (por ejemplo, un animal de granja o una
mascota). En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido es de un organismo bacteriano. En algunas
realizaciones, el oligosacarido o polisacarido puede ser de E. coli, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae,
Salmonella sp (por efemplo., S. enterica subsp. Enterica, S. enterica subsp. Salamae, S. enterica subsp. arizonae, S.
enterica subsp. Diarizonae, S. enterica subsp. Houtenae, S. bongori,y S. enterica subsp. Indica, Pseudomonas sp (P,
aeruginosa), Klebsiellasp. (por efemplo, K. pneumonia), Acinetobacter, Chlamydia trachomatis, Vibrio cholera,
Listeria sp., por ejemplo, L. monocytogenes, Legionella pneumophila, Bordetella parapertussis, Burkholderia
mallei and pseudomallei, Francisella tularensis, Campylobactersp. (C. jejuni); Clostridium difficile, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, E. coli, Streptococcus agalacticae, Neisseria meningitidis,
Candida albicans, Haemophilus influenza, Enterococcus faecalis, Borrelia burgdorferi, Neisseria gonorrhoea,
Haemophilus influenza, Leishmania major.

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un antigeno, por ejemplo, un epitopo que es
inmunogénico en un humano o un animal (por ejemplo, un animal de granja o una mascota). En algunas realizaciones, el
oligosacarido o el polisacarido comprende un antigeno O de E. coli (por ejemplo, O1, 02, O3, 04, 05, 06, 07, 08, 09,
010,011,012, 013,014, 015,016, 017,018, 019, 020, 021, 022, 023, 024, 025, 026, 027, 028, 029, 030, 032, 033,
034, 035, 036, 037, 038, 039, 040, 041, 042, 043, 044, 045, 046, 048, 049, 050, 051, 052, 053, 054, 055, 056,
057, 058, 059, 060, 061, 062, 063, 064, 065, 066, 068, 069, 070, 071, 073, 074, 075, 076, 077, 078, 079, 080,
081, 082, 083, 084, 085, 086, 087, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 096, 097, 098, 099, 0100, O101, 0102,
0103, 0104, 0105, 0106, 0107, 0108, 0109, O110, O111, 0112, 0113, 0114, 0115, 0116, 0117, 0118, 0119, 0120, 0121,
0123, 0124, 0125, 0126, 0127, 0128, 0129, 0130, 0131, 0132, 0133, 0134, 0135, 0136, 0137, 0138, 0139, 0140, 0141,
0142, 0143, 0144,0145, 0146, 0147, 0148, 0149, 0150, 0151, 0152, 0153, 0154, 0155, 0156, 0157, 0158, 0159,
0160, 0161, 0162, 0163, 0164, 0165, 0166, 0167, 0168, 0169, 0170, 0171, 0172, 0173, 0174, 0175, 0176, 0177,
0178, 0179, 0180, 0181, 0182, 0183, 0184, 0185, 0186, 0187, Shigella flexneri O1A, O1B, O2A, O3A, 06, antigeno
O de Shigella sonnei, Shigella dysenteriae O1, Salmonella sp (antigeno de S. enterica subsp. Enterica, S. enterica subsp.
Salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. bongori, 0 S.
enterica subsp. indica y O tipos 1-67, como se detalla en [44], Pseudomonas sp. (O de P. aeruginosa serotipos 1-20 [45])
, Klebsiella sp. (por ejemplo, K. pneumonia serotipos 01, 02 (y subserotipos), O3, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 010, O11,
012, [46]), antigenos O de Acinetobacter (por ejemplo, antigenos O de A. baumannii identificados en [47]), antigenos O
de Chlamydia trachomatis (serotipos A, B, C, D, E, F, G, H, | J, K, L1, L2, L3), antigenos O de Vibrio choleraO1 a
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155, Listeria sp., en particular L. monocytogenes tipo 1, 2, 3, 4 y subserotipos de la misma, antigenos O de Legionella
pneumophila serotipos 1 a 15, antigenos O de Bordetella parapertussis, antigenos O de Burkholderia malleiy
pseudomallei, Francisella tularensis, Campylobactersp. (C. jejuni);polisacaridos capsulares de Clostridium
difficile (serotipos A, G, H, K, S1, S4, D, Cd-5, K Toma et al. 1988, y C. perfringens serotipos A, B, C, D o E), sacaridos
capsulares de Staphylococcus aureus de serotipo 5 o serotipo 8, sacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae del
serotipo 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, 9A, 9L, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 15B, 16F, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, 33F,
35B, Streptococcus pyogenes (polisacaridos de serotipo capsular de estreptococo de grupo B del serotipo la, Ib, 11, II, IV,
V, VI, VII, o VIII}, Streptococcus agalacticae (polisacaridos capsulares de estreptococo de grupo A), Neisseria
meningitidis (serogrupos A, B, C, W, Y, X), Candida albicans, Haemophilus influenzae, polisacaridos capsulares de
Enterococcus faecalis tipo |-V; y otras estructuras de polisacaridos de superficie, por ejemplo, los glucolipidos de Borrelia
burgdorferi, pilina O glicano y lipooligosacarido (LOS) de Neisseria meningitidis, LOS de Haemophilus
influenza, lipofosfoglicano de Leishmania major, antigenos de carbohidratos asociados a tumores (glicosilfosfatidilinositol
de malaria, arabinomanano de Mycobacterium tuberculosis.

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido es un polisacarido de Staphylococcus aureus (S. aureus) o
de Salmonella enterica sv. (S. enterica sv.). En algunas realizaciones, el polisacarido es un CP5 o CP8 de S. aureus o un
Polisacarido de . enterica sv. Typhimurium LT2.

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un azicar N-acetilo en el extremo reductor. En
algunas realizaciones, €l oligosacarido o polisacarido que comprende el aztcar N-acetilo en el extremo reductor puede
comprender, por ejemplo, un antigeno O de E. coli (por ejemplo, O1, 02, O3, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 010, 011, 012,
013, 014, 015, 016, 017, 018, 019, , 021, 022, 023, 024, 025, 026, 027, 028, 029, O30, 032, 033, 034, 035, 036,
037, 038, 039, 040, 041, 042, 043, 044, 045, 046, 048, 049, 050, 051, 052, 053, 054, 055, 056, 057, 058, 059,
060, 061, 062, 063, 064, 065, 066, 068, 069, 070, 071, 073, 074, O75, 076, 077, 078, 079, 080, 081, 082, 083,
084, 085, 086, 087, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 096, , 098, 099, 0100, ©101,0102, 0103, 0104, 0105, 01086,
0107, 0108, 0109, O110, O111, 0112, 0113, 0114, 0115, 0116, 0117, 0118, 0119, 0120, 0121, 0123, 0124, 0125, 0126,
0127, 0128, 0129, 0130, 0131, 0132, 0133, 0134, 0135, 0136, 0137, 0138, 0139, 0140, 0141, 0142, 0143, 0144, 0145,
0146, 0147, 0148, 0149, 0150, 0151, 0152, 0153, 0154, 0155, 0156, 0157, 0158, 0159, 0160, 0161, 0162, 0163, 0164,
0165, 0166, 0167, 0168, 0169, 0170, 0171, 0172, 0173, 0174, 0175, 0176, 0177, 0178, 0179, 0180, 0181, 0182, 0183,
0184, 0185, 0186, 0187), un polisacarido capsular de Staphylococcus aureus (S. aureus) (por ejemplo, CP5 o CP8), un
polisacarido capsular de Francisella tularensis Schu4, un polisacarido capsular de S. pneumoniae capsules (por
ejemplo, CP1,4,5,12, 25, 38, 44, 45 0 46), un O glicano de pilina de Neisseria meningitidis, un antigeno O de Burkholderia
malleiy pseudomallei, un antigeno O de Bordetella parapertussis, un antigeno O de Legionella pneumophila serotipos 1
a 15, un antigeno O de Listeria sp., en particular un antigeno O de L. monocytogenes tipo 1, 2, 3, 4, un antigeno O de
Pseudomonassp. (O de P. aeruginosaserotipos 1-20), un antigeno O de Klebsiellasp. (por ejemplo, K.
pneumonia serotipos 01, 02 (y subserotipos), 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 010, O11, 012), un antigeno O de Shigella sp.
(por ejemplo, S. dysenteriae, S. sonnei, S. flexneri, S. boydii), un antigeno O de Acinetobacter (por ejemplo, antigenos O
de A. baumannii, o un antigeno O de Listeria sp.

Los azucares N-acetilo pueden comprender un sustituyente de amino-acetilo (N-acetilo) en uno o0 mas atomos de carbono
del azicar. Por ejemplo, un azicar N-acetilo puede comprender un sustituyente de N-acetilo en el atomo C2 de una unidad
de monosacarido, tal como una unidad de glucosa (N-acetilglucosamina).

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un azucar en el extremo reductor que no esta N-
acetilado. En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido que comprende el aztcar no N-acetilado en el extremo
reductor puede comprender, por ejemplo, E. coli 020, un antigeno de Salmonella sp (por ejemplo, S. enterica subsp.
Enterica, S. enterica subsp. Salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp.
houtenae, S. bongorio S. enterica subsp. Indica o S. Typhi), un antigeno O de tipo 1-67, un polisacarido capsular
de Streptococcus de grupo A (S. pyrogenes), Streptococcus de grupo B y de los serotipos CPS de S. pneumoniae (que
codifican para wchA, wejG o wcjH en sus cumulos de genes capsulares, es decir, todos los serotipos excepto CP1, 4, 5,
12, 25, 38, 44, 45, 46) o un antigeno O de Salmonella enterica sv. (S. enterica sv.).

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un polisacarido de Typhimurium LT2 CP5 o CP8
de S. aureus 0 S. enterica sv., un antigeno O de Vibrio cholera (por ejemplo, O1 a 155), o un antigeno O de Listeria sp.
(por ejemplo, L. monocytogenestipo 1, 2, 3, 4).

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un residuo de D-N-acetilfucosamina (D-FucNAc) en
su extremo reductor, tal como, por ejemplo, polisacaridos capsulares de S. aureus serotipos 5, 8 o antigeno O de P,
aeruginosa serotipos 02, 05, 011,016.

En algunas realizaciones, €l oligosacarido o polisacarido comprende un residuo de 4-amino-d-N-acetilfucosamina (D-

FucNAc4N) en su extremo reductor, tal como, por ejemplo, ciertos oligosacaridos o polisacaridos de S. pneumoniae, como
serotipo 1, antigeno O de Shigella sonnei o Plesiomonas shigelloides 017.
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En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un residuo de D-N-acetilquinosamina (D-QuiNAc) en
su extremo reductor, tal como, por ejemplo, como antigeno O de P. aeruginosa serotipos 06, 01 o Francisella tularensis
serotipo Schu4.

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un residuo de galactosa en su extremo reductor, tal
como, por ejemplo, S. enterica LT2.

En algunas realizaciones, el oligosacarido o polisacarido comprende un polisacarido capsular de S. pneumoniae serotipo
5, E. coli 01, 02, Cronobacter sakazakii O5, es decir, poli- y oligosacarido con un extremo reductor D-GIcNAc enlazado a
1-4 a una L-ramnosa en configuracién beta.

Proteinas

La proteina que se va a glucosilar por una OST de PgIB modificada de la invencion es una proteina que contiene al menos
un residuo N situado en una secuencia de consenso de glucosilacién D/E-Zi-N-Z2-S/T (Z1y Z2# P). En algunas
realizaciones, la proteina es una proteina portadora. La actividad de OST de PgIB modificada es capaz de unir
covalentemente un inmunégeno de sacérido a la proteina portadora. La proteina portadora proporciona epitopos de
células T que permiten que el inmunégeno de sacarido unido genere una respuesta inmunitaria dependiente de T. En
algunas realizaciones, la proteina es una proteina biofarmacéutica, a la cual la OST de PgIB modificada de la invencién
adiciona al menos un sacarido para lograr la glucosilacion correcta o plegamiento correcto o estabilidad incrementada de
la proteina biofarmacéutica. En una realizacién, la proteina biofarmacéutica es un anticuerpo monoclonal, un fragmento
de un anticuerpo monoclonal capaz de unirse a un antigeno. En una realizacion, la proteina biofarmacéutica es una
eritropoyetina, hormona de crecimiento, insulina humana, factor VIII, factor IX, activador de plasminégeno tisular,
glucagén, gonadotropina, factor estimulante de colonias, interferdn o, f o y, una interleucina, por ejemplo, interleucina 2
o factor de necrosis tumoral.

Las proteinas portadoras se pueden enlazar a oligosacaridos o polisacaridos por las OST de PgIB modificadas
proporcionadas en la presente.

La proteina portadora puede ser cualquier proteina portadora natural (del mismo organismo que la OST de PgIB) o
cualquier proteina portadora heterdloga (de un organismo diferente a OST de PgIB). En algunas realizaciones, la proteina
portadora es un inmunégeno. Las proteinas portadoras pueden ser proteinas de longitud completa o fragmentos de las
mismas. Los ejemplos de proteinas portadoras comprenden, sin limitacién, exotoxina A de P, aeruginosa (EPA), CRM197,
toxoide diftérico, toxoide tetanico, hemolisina A destoxificada de S. aureus, factor de aglutinacién A, factor de aglutinacién
B, E. coliFimH, E. coliFimHC, enterotoxina termolabil de E. coli, variantes destoxificadas de enterotoxina termolabil
de E. coli, subunidad de toxina B del célera (CTB), toxina del colera, variantes destoxificadas de toxina del célera, proteina
sat de E. coli, el dominio pasajero de proteina sat de E. coli, AcrA de C. jejuniy glucoproteinas naturales de C. jejuni. En
algunas realizaciones, la proteina portadora es exotoxina A de P. aeruginosa (EPA).

En algunas realizaciones, las proteinas portadoras N-glucosiladas por una OST de PglB modificada descrita en la presente
se modifican, por ejemplo, se modifican de tal manera que la proteina es menos téxica y/o mas susceptible a la
glucosilacién, etc. En algunas realizaciones, las proteinas portadoras se modifican de modo que el nimero de sitios de
glucosilacién en las proteinas portadoras se incrementa al maximo de una manera que permite que se administren
concentraciones mas bajas de la proteina, por ejemplo, en una composicién inmunogénica, en su forma de bioconjugado.
Por consiguiente, en ciertas realizaciones, las proteinas portadoras descritas en la presente se modifican para comprender
1,2,3,4,5,6, 7, 8,9, 10 o mas sitios de glucosilacion que normalmente se asociarian con la proteina portadora (por
ejemplo, con respecto al nimero de sitios de glucosilacion asociados con la proteina portadora en su estado
nativo/natural, por ejemplo, “tipo silvestre”). En algunas realizaciones, la introduccion de sitios de glucosilacién se logra
por la inserciéon de secuencias de consenso de glucosilacion (por ejemplo, (i) la secuencia de consenso Asn-Z-Ser (Thr),
donde Z se selecciona independientemente de cualquier aminoacido excepto Pro; o (ii) la secuencia de consenso D/E-Z;-
N-Z2-S/T, donde Z1 y Z2 se seleccionan independientemente de cualquier aminoacido excepto Pro) en cualquier parte en
la estructura primaria de la proteina. La introduccion de estos sitios de glucosilacién se puede lograr, por ejemplo, al
adicionar nuevos aminoacidos a la estructura primaria de la proteina (los sitios de glucosilacion se adicionan, en su
totalidad o en parte), o al modificar los aminoacidos existentes en la proteina a fin de generar los sitios de glucosilacién
(los aminoacidos no se adicionan a la proteina, pero los aminoacidos seleccionados de la proteina se mutan para formar
sitios de glucosilacion). Aquellos expertos en la técnica reconoceran que la secuencia de aminoacidos de una proteina se
puede modificar facilmente usando enfoques conocidos en la técnica, por ejemplo, enfoques modificados que comprenden
la modificacién de la secuencia de acido nucleico que codifica para la proteina. En realizaciones especificas, las
secuencias de consenso de glucosilacion se introducen en regiones especificas de la proteina portadora, por
ejemplo, estructuras de superficie de la proteina, en los extremos N-terminal o C-terminal de la proteina, y/o en bucles
que se estabilizan por puentes de disulfuro en la base de la proteina. En ciertas realizaciones, la secuencia de consenso
de glucosilacion de 5 aminoacidos clasica se puede extender por residuos de lisina para una glucosilacion mas eficiente
y por lo tanto, la secuencia de consenso insertada puede codificar para 5, 6 0 7 aminoacidos que se deben insertar o que
reemplazan los aminoacidos de proteina aceptora.
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Las OST de PgIB pueden comprender cualquier N-OST divulgada en la presente.

En algunas realizaciones, las proteinas portadoras comprenden una “etiqueta”, una secuencia de aminoacidos que
permite el aislamiento y/o identificacion de la proteina portadora. Por ejemplo, adicionar una etiqueta a una proteina
portadora descrita en la presente puede ser Util en la purificacion de esa proteina y por lo tanto, la purificacién de vacunas
conjugadas que comprenden la proteina portadora etiquetada. Las etiquetas de ejemplo que se pueden usar en la
presente comprenden, sin limitacién, etiquetas de histidina (HIS) (por ejemplo, etiqueta de histidina hexa o etiqueta 6 XHis),
etiguetas FLAG-TAG y HA. En ciertas realizaciones, las etiquetas usadas en la presente son removibles, por
ejemplo, remocién por agentes quimicos o por medios enzimaticos, una vez que ya no Sson necesarias, por
ejemplo, después de que la proteina se ha purificado.

Acidos nucleicos

En otro aspecto, en la presente se proporcionan polinucleédtidos que codifican para una oligosacariltransferasa de PglB
mutada de cualquier especie de Campylobacter que incluye C. jejuni, C. lariy C. coli, como se proporciona en la presente.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos codifican para una PglB¢; modificada donde uno o mas de los aminoacidos
57,63,94,101, 176, 191, 193, 233, 234, 286, 301, 319, 397, 402, 435, 446, 462, 479, 523, 532, 605, 610, 645, 676 0 695
se modifican, donde 57 se mutaa Ro Ko T.

En una realizacion, el polinucleétido que codifica para OST de PgIB tiene una subestacién en el aminoacido que
corresponde a 57 en SEQ ID NO: 1, por ejemplo, por un residuo de arginina (A57R). La sustitucion 57 esta en combinacién
con las sustituciones 311 y 77 o se sustituye independientemente. En una realizacién, el polinucleétido codifica para una
OST de PgIB con sustituciones de N311V, Y77R y A57R.

En una realizacién, se proporciona un polinucleétido que codifica para una OST de PgIB que contiene sustituciones en el
residuo 462 0 479 0 462 y 479 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo, Y462W o H479M o Y462W y H479M en combinacién con
una sustitucién de A57R. Estas mutaciones se combinan opcionalmente con mutaciones que corresponden a los residuos
311, 77 y/o 57 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo, N311V, Y77R y A57R. En una realizacién, se proporcionan acidos nucleicos
que codifican para OST de PgIB con mutaciones en 57, 462 y 479, por ejemplo, A57R, Y462W y H479M. En una
realizacion, se proporciona un polinucleétido que codifica para una OST de PgIB con sustituciones en los residuos que
corresponden a 77, 57, 462 y 479 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo, Y77R, A57R, Y462W y H479M.

En algunas realizaciones, el polinucleétido que codifica para la OST de PgIB que comprende modificaciones (por ejemplo,
sustituciones de aminoacidos o sustituciones de nucleétidos en el polinucleétido que codifica para PgIB) en, por ejemplo,
dos 0 més, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco 0 mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, o diez 0 mas
aminoacidos, por ejemplo, 2-30, 3-25, 4-20, 5-20, 6-20, 7-20 o 10-20 sustituciones de aminoacidos. En una realizacion,
las sustituciones estan en las posiciones que codifican los siguientes residuos de SEQ ID NO:1:57; 57 y 77; 57, 77 y 311;
57 y 462; 57,462 y 479; 57,462, 479, 77 y 311; 57, 462, 479, 300, 301, 308 y 570; 57, 462, 479, 300, 301, 308, 570y 77;
57, 462, 479, 300, 301, 308, 570, 77 y 311.

En una realizacién, las siguientes sustituciones estan presentes en las posiciones que codifican los siguientes residuos
de SEQ ID NO: 1 (donde / denota 0):A57R/T; A57R/T y Y77R; A57R y Y77R; A57R/T, Y77R y N311V; A57R, Y77R y
N311V; A57R/T y Y462P/C/W/T/N; A57R /T y Y462W/T/N; A57R y Y462W; A57R/T, Y462P/C/W/T/N y H479M; A57R/T,
Y462W/T/N y H479M; A57R, Y462W y H479M; AS7R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, Y77R y N311V; A57R/T, Y462W/T/N,
H479M, Y77R y N311V; A57R, Y462W, H479M, Y77R y N311V; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, L301P/G/F y L570R/V;
A57R, Y462W, H479M, L301P y L570R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, N30OL, L301P/G/F, F308W/F y L570R/V; A57R,
Y462W, H479M, N300L, L301P, F308W y L570R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, L301P/G/F, L570R/V y Y77R; A57R,
Y462W, H479M, L301P ,L570R y Y77R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, N30OL, L301P/G/F, F308W/F, L570R/V y Y77R;
A57R, Y462W, H479M, N300L, L301P, F308W, L570R y Y77R; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, L301P/G/F, L570R/V,
Y77R y N311V; A57R, Y462W, H479M, L301P ,L570R, Y77R y N311V; A57R/T, Y462P/C/W/T/N, H479M, N30OL,
L301P/G/F, F308W/F, L570R/V, Y77R y N311V; A57R, Y462W, H479M, N300L, L301P, F308W, L570R, Y77R y N311V.

Células hospederas

En otro aspecto, en la presente se proporciona una célula hospedadora que comprende una OST de PgIB mutada o una
OST de PgIB de C. colitipo silvestre 0 mutada proporcionada en la presente. En una realizacién, la célula hospedadora
es una célula hospedadora heteréloga (por ejemplo, no Campylobacter). En una realizacién, la célula hospedadora es A.
coli. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende dos o mas OST de PglB modificadas proporcionadas en
la presente (por ejemplo, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9, 10 o mas OST de PglB modificadas).

En otro aspecto, en la presente se proporciona una célula hospedadora que comprende un acido nucleico proporcionado
en la presente (por ejemplo, que codifica para una OST de PgIB modificada proporcionada en la presente). En algunas
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realizaciones, la célula hospedadora comprende dos 0 mas acidos nucleicos proporcionados en la presente (por ejemplo,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 0 mas acidos nucleicos).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o mas enzimas adicionales (tiles para la produccion de
bioconjugado o N-glucosilacién de proteinas (por ejemplo, una glicosiltransferasa). En algunas realizaciones, al menos
una de las enzimas adicionales (tiles para la produccién de bioconjugado es una enzima recombinante. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora comprende dos o méas enzimas adicionales Utiles para la produccion de
bioconjugados (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas enzimas adicionales).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula procariota. En algunas realizaciones, la célula hospedadora
es una célula de E. coli. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una OST de PgIB modificada
proporcionada en la presente. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una proteina que contiene al
menos una secuencia de consenso de glucosilacién y una N-OST modificada proporcionada en la presente. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora comprende una proteina que contiene al menos una secuencia de consenso de
glucosilacién, una OST de PgIB modificada proporcionada en la presente y una glucosiltransferasa recombinante. En
algunas realizaciones, la OST de PgIB modificada es una PgIB de C. jejuni modificada.

En ciertas realizaciones, las células hospedadoras usadas para producir los bioconjugados descritos en la presente se
modifican para comprender acidos nucleicos heterblogos, por ejemplo, acidos nucleicos heterdlogos que codifican para
una o mas proteinas que contienen al menos una secuencia de consenso de glucosilacion y/o &cidos nucleicos
heterdlogos que codifican para una o mas proteinas, por ejemplo, genes que codifican para una o mas enzimas. En
algunas realizaciones, los acidos nucleicos heter6logos que codifican para proteinas implicadas en las vias de
glucosilacion (por ejemplo, vias de glucosilacion procariotas y/o eucariotas) se introducen en las células hospedadoras
descritas en la presente. Estos acidos nucleicos pueden codificar para proteinas que incluyen, sin limitacién, oligosacaril
transferasas y/o glucosiltransferasas. Los acidos nucleicos heterélogos (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican para
proteinas que contienen al menos una secuencia de consenso de glucosilacién y/o acidos nucleicos que codifican para
otras proteinas, por ejemplo, proteinas implicadas en la glucosilacién) se pueden introducir en las células hospedadoras
descritas en la presente usando cualquier método conocido por aquellos expertos en la técnica, porejemplo,
electroporacion, transformacién quimica por choque térmico, transformacion natural, transduccion de fagos y conjugacion.
En algunas realizaciones, los acidos nucleicos heterélogos se introducen en las células hospedadoras descritas en la
presente usando un plasmido, por ejemplo, los acidos nucleicos heterélogos se expresan en las células hospedadoras
por un plasmido (por ejemplo, un vector de expresién). En algunas realizaciones, los &cidos nucleicos heterdlogos se
introducen en las células hospedadoras descritas en la presente usando el método de insercién descrito en la publicacion
de solicitud de patente internacional No. WO 2014/057109.

En ciertas realizaciones, se pueden introducir modificaciones adicionales (por ejemplo, usando técnicas recombinantes)
en las células hospedadoras descritas en la presente. Por ejemplo, los &acidos nucleicos de célula hospedadora (por
ejemplo, genes) que codifican para proteinas que forman parte de una via de glucosilaciéon posiblemente competitiva o
interferente (por ejemplo, competir o interferir con uno o mas genes heterélogos implicados en la glucosilacién que se
introducen de forma recombinante en la célula hospedadora) se pueden eliminar o modificar en el fondo de célula
hospedadora (genoma) de una manera que los hace inactivos/disfuncionales (es decir, los acidos nucleicos de célula
hospedadora que se eliminan/modifican no codifican para una proteina funcional o no codifican para una proteina en
absoluto). En ciertas realizaciones, cuando los acidos nucleicos se eliminan del genoma de las células hospedadoras
proporcionadas en la presente, se reemplazan por una secuencia deseable, por ejemplo, una secuencia que es (til para
la produccion de glucoproteinas.

Los genes de ejemplo que se pueden eliminar en células hospedadoras (y, en algunos casos, reemplazar con otras
secuencias de acido nucleico deseadas) incluyen genes de células hospedadoras implicadas en la biosintesis
de glucolipidos, tal como waal (ver, por ejemplo, Feldman et al,, 2005, PNAS USA 102:3016-3021), el cumulo de
biosintesis de nucleo de lipido A (waa), cimulo de galactosa (gal), cUmulo de arabinosa (ara), cimulo de acido colanico
(wea), cumulo de polisacaridos capsulares, enzimas metabdlicas implicadas en la biosintesis de azlcar activada por
nucleétidos, cumulo de antigeno comun enterobacteriano (wec) y cimulos de modificacién de antigeno profago O como
el cumulo gtrABS.

Las células hospedadoras descritas en la presente pueden producir las proteinas portadoras N-glucosiladas descritas en
la presente. En algunas realizaciones, las proteinas portadoras N-glucosiladas producidas por las células hospedadoras
descritas en la presente son antigenos, por ejemplo, antigenos virales o bacterianos que se pueden usar en vacunas. En
algunas realizaciones, las proteinas portadoras N-glucosiladas producidas por las células hospedadoras descritas en la
presente pueden ser cualquier proteina que contiene una secuencia de consenso de glucosilacién descrita en la presente,
donde estas proteinas se modifican por las células hospedadoras descritas en la presente para poseer una 0 mas
caracteristicas beneficiosas, por ejemplo, la proteina estd N-glucosilada.

Algunos de los ejemplos més adelante describen la aplicacién de métodos descritos en la presente en células
hospedadoras de E. coli Gram-negativas; sin embargo, cualquier célula hospedadora conocida por aquellos expertos en
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la técnica se puede usar para producir proteinas portadoras N-glucosiladas, incluidas arqueas, células hospedadoras
procariotas diferentes de E. coliy células hospedadoras eucariotas.

Los ejemplos de células hospedadoras procariotas que se pueden usar de acuerdo con los métodos descritos en la
presente comprenden, sin limitacion, especies de Escherichia, especies de Shigella, especies de Klebsiella, especies de
Xhantomonas, especies de Salmonella, especies de Yersinia, especies de Lactococcus, especies de Lactobacillus,
especies de Pseudomonas, especies de Corynebacterium, especies de Streptomyces, especies de Streptococcus,
especies de Staphylococcus, especies de Bacillus y especies de Clostridium.

En ciertas realizaciones, las células hospedadoras descritas en la presente comprenden un genoma en el cual se ha
introducido una o méas secuencias de ADN, donde las secuencias de ADN codifican para una proteina o comprenden un
cumulo de operones/genes implicados en la N-glucosilacion de proteinas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una
célula hospedadora descrita en la presente comprende un genoma en el cual uno o mas de los siguientes se han insertado:
ADN que codifica para una OST de PgIB modificada, ADN que codifica para una glucosiliransferasa, ADN que codifica
para una proteina que contiene al menos una secuencia de glucosilacién, ADN que comprende un cimulo de genes rfb,
ADN que comprende un cimulo de genes de polisacarido capsular y/o ADN que codifica para una epimerasa.

Las células hospedadoras pueden incluir OST de PgIB modificadas u OST de PgIB de C. coliproporcionadas en la
presente o acidos nucleicos que codifican para las OST de PgIB modificadas o las OST de PgIB de C. coli proporcionadas
en la presente, por lo que las OST de PgIB modificadas pueden ser de cualquier organismo que tenga N-OST, incluido un
organismo procariota. En algunas realizaciones, la proteina OST de PgIB o el acido nucleico que codifica para OST de
PgIB es del género Campylobacter (por ejemplo, el gen pgl/B de C. jejuni).

Las células hospedadoras descritas en la presente pueden comprender una glucosiltransferasa conocida en la técnica o
una secuencia de acido nucleico que codifica para una glucosiltransferasa conocida en la técnica. En algunas
realizaciones, la glucosiliransferasa es una glucosiltransferasa descrita en la publicacion de solicitud de patente
internacional No. WO 2011/138361, la divulgacién de la cual se incorpora por referencia en la presente en su totalidad.
En algunas realizaciones, la glucosiltransferasa es de una bacteria Gram-positiva, por ejemplo, la glucosiltransferasa es
de S. pneumoniae, por ejemplo, de S. pneumoniae serotipo 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, 9A, 9L, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,
14, 15A, 15B, 16F, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, 33F, 35B (preferentemente del serotipo 8), o de Streptococcus
pyogenes (polisacaridos de serotipo capsular de estreptococo de grupo B del serotipo la, Ib, 11, lll, IV, V, VI, VIl o VIII). En
algunas realizaciones, la glucosiltransferasa es polisacarido capsular 5 de S. aureus. En algunas realizaciones, la
glucosiltransferasa es polisacarido capsular 8 de S. aureus. En algunas realizaciones, la glucosiltransferasa es de una
bacteria Gram-negativa, por ejemplo, E. coli o Shigella flexneri o Shigella sonnei.

Las células hospedadoras descritas en la presente pueden comprender o producir una proteina que contiene al menos
un sitio de consenso de glucosilacion o comprender una secuencia de &acido nucleico que codifica para una proteina que
contiene al menos una secuencia de consenso de glucosilacién conocida en la técnica. Las proteinas producidas por las
células hospedadoras descritas en la presente comprenden al menos una secuencia de consenso de N-glucosilacion, por
ejemplo, ya sea la secuencia de consenso (i) Asn-Z-Ser (Thr), donde Z se selecciona independientemente de cualquier
aminoacido excepto Pro; o (i) D/E-Z1-N-Z>-S/T, donde Zi1y Z»se seleccionan independientemente de cualquier
aminoacido excepto Pro. Por consiguiente, la célula hospedadora puede comprender secuencias de ADN que codifican
para una secuencia de consenso de N-glucosilacién. La célula hospedadora puede incluir cualquier proteina conocida en
la técnica, incluidas las descritas en la presente. En algunas realizaciones, la proteina es una proteina portadora tal como
una exotoxina Ade P. aeruginosa (EPA), que incluye EPA que se ha modificado para comprender al menos una secuencia
consenso de N-glucosilacion. En algunas realizaciones, la proteina que es la proteina portadora es la toxina B de colera.
En algunas realizaciones, la proteina portadora es AcrA. En algunas realizaciones, la proteina portadora es HIA. En
algunas realizaciones, la proteina portadora es CIfA. En algunas realizaciones, la proteina portadora es CRM197.

Bioconjugados

Los bioconjugados descritos en la presente son conjugados entre una proteina (por ejemplo, cualquier proteina portadora
descrita en la presente) y un oligosacarido o un polisacarido (por ejemplo, cualquier oligosacarido o polisacarido descrito
en la presente) preparados en una célula hospedadora, donde la maquinaria de célula hospedadora enlaza el
oligosacarido o polisacarido a la proteina (por ejemplo, enlaces N). En algunas realizaciones, el oligosacarido o
polisacarido es un antigeno (por ejemplo, cualquier antigeno descrito en la presente). Los glucoconjugados pueden incluir
bioconjugados, asi como conjugados de antigeno de azucar (por ejemplo, oligo y polisacaridos)-proteina preparados por
otros medios, por ejemplo, por enlace quimico de la proteina y antigeno de azlcar.

Las OST de PgIB modificadas o las OST de PgIB de C. colidescritas en la presente se pueden introducir en una célula
(por ejemplo, una célula de bacteria Gram negativa) para producir células hospedadoras que producen bioconjugados
que comprenden una proteina portadora N-glucosilada. En algunas realizaciones, en la presente se proporcionan
bioconjugados que incluyen una proteina portadora N-glucosilada con un antigeno (por ejemplo, un oligosacarido o un
polisacarido) descrito en la presente. En algunas realizaciones, la proteina portadora es EPA. Los bioconjugados descritos
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en la presente pueden, por ejemplo y sin limitacion, comprender cualquier proteina portadora descrita en la presente. Los
bioconjugados descritos en la presente pueden, por ejemplo y sin limitacién, comprender cualquier oligosacarido o
polisacarido descrito en la presente.

En una realizacién, la proteina portadora glucosilada heterbloga es Streptococcus pneumoniae serotipo 12F-
EPA, Streptococcus pneumoniae serotipo 8-EPA, S. pneumoniae serotipo 19A-EPA, S. pneumoniae serotipo 22F-EPA, S.
pneumoniae serotipo 23A-EPA o S. pneumoniae serotipo 35B-EPA. En una realizacién, la proteina portadora glucosilada
heterdloga es un sacarido capsular de S. pneumoniae o un sacarido capsular de estreptococo de grupo B unido a una
proteina portadora, por ejemplo, EPA, CRM197, DTo TT.

En una realizacion, la proteina portadora glucosilada heterdloga es polisacarido capsular tipo 5 de S. aureus conjugado
con EPA, CRM197, DT, TT o una proteina estafilocécica tal como CIfA o Hla , o un polisacarido capsular tipo 8
de S. aureus conjugado con EPA, CRM197, DT, TT o una proteina estafilocécica tal como CIfA o Hla o S. sonnei-EPA.

En algunas realizaciones, en la presente se proporciona un bioconjugado que incluye EPA y uno o mas oligosacaridos o
polisacaridos diferentes descritos en la presente.

En algunas realizaciones, en la presente se proporciona un bioconjugado que incluye una proteina portadora conjugada
con uno o mas de E. coliO1, 02, 04, 06, 07, 08, 011, 015, 016, 017, 018, 020, 022, 025, 073, O75 y/u 083. En
algunas realizaciones, la proteina portadora es EPA.

En algunas realizaciones, en la presente se proporciona un bioconjugado que incluye una proteina portadora conjugada
con uno o mas polisacaridos de P. aeruginosa diferentes. En algunas realizaciones, la proteina portadora es EPA.

En algunas realizaciones, en la presente se proporciona un bioconjugado que comprende una proteina portadora
conjugada con uno o mas polisacaridos de K. pneumonia diferentes. En una realizacién especifica, |la proteina portadora
es EPA.

Métodos para producir un bioconjugado

En algunas realizaciones, las OST de PgIB modificadas y PgIB de C. coli proporcionadas en la presente se pueden usar
para producir un bioconjugado proporcionado en la presente, tal como un glucoconjugado. En algunas realizaciones, las
OST de PglB modificadas y PgIB de C. coliproporcionadas en la presente se pueden usar para producir vacunas
conjugadas, es decir, vacunas que contienen un oligosacarido o polisacarido y un antigeno proteico del patégeno contra
el que se disefia la vacuna.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un método para producir un bioconjugado que incluye cultivar una célula
hospedadora proporcionada en la presente, en un medio de cultivo celular. En algunas realizaciones, la célula
hospedadora comprende un acido nucleico que codifica para una OST de PglB modificada o PgIB de C. coli proporcionada
en la presente. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende un acido nucleico que codifica para una
proteina portadora descrita en la presente. En algunas realizaciones, la proteina portadora tiene una o mas secuencias
consenso de N-glucosilacion. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende un acido nucleico que codifica
para una glucosiltransferasa.

En algunas realizaciones, el bioconjugado es una proteina portadora N-glucosilada. La proteina portadora N-glucosilada
puede comprender un componente de oligosacarido o polisacarido que incluye cualquier oligosacarido o polisacarido
descrito en la presente. La proteina portadora N-glucosilada puede comprender cualquier proteina portadora descrita en
la presente. En algunas realizaciones, el bioconjugado es un polipéptido N-glucosilado de C. jejuni natural (que incluye
un componente de oligosacarido o polisacarido de C. jejuniy una proteina portadora de C. jejuni). En algunas
realizaciones, el bioconjugado es un polipéptido glucosilado de C. jejuni heterblogo (que incluye un componente de
polisacarido y/o una proteina portadora que no es de C. jejuni). En algunas realizaciones, el polipéptido glucosilado no
tiene un azicar N-acetilo en su extremo reductor. En algunas realizaciones, el polipéptido glucosilado tiene una glucosa
0 galactosa en su extremo reductor.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas purificar el bioconjugado del cultivo de células hospedadoras.
Los métodos para purificar bioconjugados, tal como proteinas portadoras N-glucosiladas, de cultivos de células
hospedadoras se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Jan-Christer Janson, Protein Purification: Principles, High
Resolution Methods, and Applications. Wiley; 3 edicion (22 de marzo de 2011).

Métodos analiticos

Se pueden usar diferentes métodos para analizar las composiciones estructurales y las longitudes de cadena de azlcar
de los bioconjugados o proteinas portadoras N-glucosiladas descritas en la presente.
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En una realizacion, se puede usar hidrazinolisis para analizar glucanos. En primer lugar, los polisacaridos se liberan de
sus portadores de proteina por incubacién con hidrazina de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Ludger Liberate
Hydrazinolysis Glycan Release Kit, Oxfordshire, Reino Unido). La hidrazina nucledfila ataca el enlace glucosidico entre €l
polisacarido y la proteina portadora y permite la liberacion de los glucanos unidos. Los grupos N-acetilo se pierden durante
este tratamiento y se tienen que reconstituir por re-N-acetilacién. Los glucanos libres se purifican en columnas de carbono
y posteriormente se etiquetan en el extremo reductor con el fluoréforo 2-amino benzamida (Bigge JC, Patel TP, Bruce JA,
Goulding PN, Charles SM, Parekh RB. Nonselective and efficient fluorescent labeling of glycans using 2-amino benzamide
and anthranilic acid. Anal Biochem. 1995 Sep 20;230(2):229-38). Los polisacaridos etiquetados se separan en una
columna GlycoSep-N (GL Sciences) de acuerdo con el protocolo de HPLC de Royle et al. (Royle L, Mattu TS, Hart E,
Langridge JI, Merry AH, Murphy N, Harvey DJ, Dwek RA, Rudd PM. Una base de datos analitica y estructural proporciona
una estrategia para secuenciar O-glucanos a partir de cantidades de microgramos de glucoproteinas. Anal Biochem. 2002
May 1;304(1):70-90). El cromatograma de fluorescencia resultante indica la longitud de polisacarido y el nimero de
unidades de repeticién. La informacion estructural se puede recopilar por recoleccién de picos individuales y posterior
realizacion de analisis MS/MS. De este modo, se pudo confirmar la composicion de monosacaridos y la secuencia de la
unidad de repeticion y adicionalmente, se pudo identificar la homogeneidad de la composicién de polisacaridos. Los picos
especificos de bajo peso molecular se pueden analizar por MALDI-MS/MS y el resultado se usa para confirmar la
secuencia de glucano. Cada pico corresponde a un polimero que consiste en un cierto nimero de unidades de repeticién
y fragmentos de las mismas. Por lo tanto, el cromatograma permite medir la distribucién de longitud de polimero. El tiempo
de elucién es una indicacién de la longitud de polimero, la intensidad de fluorescencia se correlaciona con la abundancia
molar para el polimero respectivo.

En otra realizacién, se puede usar SDS-PAGE o electroforesis en gel capilar para valorar glucanos y glucoconjugados. La
longitud de polimero para los glucanos de antigeno O que se sintetizan aqui se define por el nimero de unidades de
repeticién que se montan linealmente. Esto significa que el patrén habitual tipo escalera es una consecuencia de diferentes
numeros de unidades de repeticidon que componen el glucano. Por lo tanto, dos bandas una al lado de la otra en SDS
PAGE u otras técnicas que se separan por tamario difieren por una unidad de repeticién individual. Estas diferencias
discretas se explotan cuando se analizan las glucoproteinas para determinar el tamafio de glucanos: La proteina portadora
no glucosilada y el glucoconjugado con diferentes longitudes de cadena polimérica se separan de acuerdo con sus
movilidades electroforéticas. Se miden el primer nimero de unidades de repeticién detectables (m) y el nimero de
unidades de repeticién promedio (npromedio) Presentes en un glucoconjugado. Estos parametros se pueden usar para
demostrar la consistencia de lote a lote o estabilidad de polisacarido.

En otra realizacién, se puede aplicar MS de masa alta y HPLC de exclusién por tamafio para medir el tamafio de los
glucoconjugados completos.

En otra realizacién, se puede usar un ensayo de antrona-acido sulflrico para medir los rendimientos de polisacaridos
(Leyva A, Quintana A, Sanchez M, Rodriguez EN, Cremata J, Sanchez JC. Rapid and sensitive anthrone-sulfuric acid
assay in microplate format to quantify carbohydrate in biopharmaceutical products: method development and validation.
Biologicals. 2008 Mar;36(2): 134-41. Epub 2007 Nov 26).

Cambio en el uso de sitio de glucosilacion

Para mostrar que el uso de sitio en una proteina especifica se cambia, se puede cuantificar el uso de sitio de glucosilacion.
Los métodos para hacerlo se listan mas adelante.

LC-MS/MS de glucopéptido: los glucoconjugados se digieren con proteasas, y los péptidos se separan por un método
cromatografico adecuado (C18, HPLC de interaccién hidrofila HILIC, columnas GlycoSepN, SE HPLC, AE HPLC), y los
diferentes péptidos se identifican usando MS/MS Este método se puede usar con o sin acortamiento previo de cadena de
azucar por métodos quimicos (degradacién de Smith) o enzimaticos. La cuantificacion de los picos de glucopéptido usando
deteccién UV a 215 a 280 nm permite la determinacién relativa del uso de sitio de glucosilacion.

HPLC de exclusion por tamario: El mayor uso del sitio de glucosilacién se refleja en un tiempo de elucién mas temprano
de una columna SE HPLC. Ver también (a).

Homogeneidad

La homogeneidad de glucoconjugado (la homogeneidad de los residuos de azlcar unidos) se puede valorar usando
métodos que miden la longitud de glucano y el radio hidrodinamico.

Beneficios

Las OST de PgIB modificadas y PgIB de C. coli proporcionadas en la presente y los métodos proporcionados en la
presente para usar la OST de PgIB modificada o PgIB de C. coli proporcionadas en la presente son de particular
importancia y relevancia comercial, ya que permiten una fermentacion rapida, de alto rendimiento, a gran escala y de bajo
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costo de preparaciones altamente homogéneas de proteinas glucosiladas (incluido, por ejemplo, preparacion de
glucoconjugado o preparaciones de vacuna conjugada). Las OST de PglB modificadas y PgIB de C. coli proporcionadas
en la presente permiten una produccion econémicamente viable de proteinas glucosiladas comercial y terapéuticamente
valiosas, tal como vacunas conjugadas. Ademas, las OST de PglB modificadas y PglB de C. colide la invencion
proporcionan una N-glucosilacion mas eficiente de proteinas, particularmente en casos donde el glucano no se transfiere
naturalmente por PgIB tipo silvestre. Por ejemplo, cuando el oligosacarido que se va a transferir al residuo N de la proteina
no tiene un residuo GlcNAc en el extremo reductor, por ejemplo, cuando el extremo reductor del oligosacarido es un
residuo de glucosa. Se espera que la reproducibilidad y robustez de los métodos de produccion de bioconjugados
biotecnolégicos que usan las OST de PgIB modificadas proporcionadas en la presente contribuyan a una reduccién de
los costos de produccion. En general, se cree que la homogeneidad de las vacunas conjugadas especialmente
bioterapéuticas afecta la seguridad clinica de los productos farmacéuticos.

Abreviaturas y definiciones

Para los propésitos de las descripciones en la presente, las abreviaturas usadas para los aminoacidos genéticamente
codificados son convencionales y son las siguientes en la tabla 1:

Tabla 1

AMINOACIDO \TRES LETRAS {UNALETRA

'ALANINA ALA A

'ARGININA ARG ‘R
e | e
e ASPD ................................................................
e P
e GLUE .................................................................
T e
e
s e
e ILEI ...................................................................
LEUCINALEUL .................................................................
LISINALYSK ................................................................
METIONINAMETM ................................................................
FENILALANINAPHE ........................................................................... o
PROLINAPROP ................................................................
SERINASERS ................................................................
. THRT ................................................................
TRIPTOFANOTRP ........................................................................... —
TIROSINA \TYR Y

'VALINA VAL v

Cuando se usan las abreviaturas de tres letras, a menos que estén precedidas especificamente por una “L” o una “D” o
sean claras a partir del contexto en el cual se usa la abreviatura, el aminoacido puede estar en la configuracién L o D
sobre el carbono a (Ca). Por ejemplo, en tanto que “Ala” designa alanina sin especificar la configuracién sobre el carbono
a, “D-Ala” y “L-Ala” desighan D-alanina y L-alanina, respectivamente. Cuando se usan las abreviaturas de una letra, las
letras mayulsculas designan aminoé&cidos en la configuracion L sobre el carbono a y las letras minUsculas designan
aminoécidos en la configuracién D sobre el carbono a. Por ejemplo, “A” designa L-alanina y “a” designa D-alanina. Cuando
las secuencias peptidicas se presentan como una cadena de abreviaturas de una letra o tres letras (0 mezclas de las

mismas), las secuencias se presentan en la direccion N—C de acuerdo con la convencién.

Los términos técnicos y cientificos usados en las descripciones en la presente tendran los significados comiunmente
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entendidos por un experto en la técnica, a menos que se defina especificamente de otro modo. Por consiguiente, se
propone que los siguientes términos tengan los siguientes significados. Todas las patentes de Estados Unidos y las
solicitudes de patente de Estados Unidos publicadas, incluidas todas las secuencias divulgadas dentro de estas patentes
y solicitudes de patente, referidas en la presente se incorporan expresamente por referencia.

“Aminodcido o residuo acido” se refiere a un aminoacido o residuo hidréfilo que tiene una cadena lateral que exhibe un
valor de pK menor de aproximadamente 6 cuando el aminoacido se incluye en un péptido o polipéptido. Los aminoacidos
acidos habitualmente tienen cadenas laterales negativamente cargadas a pH fisiolégico debido a la pérdida de un ion
hidrogeno. Genéticamente, los aminoacidos acidos codificados incluyen L-Glu (E) y L-Asp (D).

“Aminodacido” o “residuo” como se usa en el contexto de los polipéptidos divulgados en |a presente se refiere al mondémero
especifico en una posicién de secuencia (por ejemplo, P5 indica que el “aminoacido” o “residuc” en la posicién 5 de SEQ
ID NO: 2 es una prolina).

“Diferencia de aminoacidos” o “diferencia de residuos” se refiere a un cambio en el residuo en una posicién especificada
de una secuencia de polipéptidos cuando se compara con una secuencia de referencia. La posicién de secuencia
polipeptidica en la cual esta presente un aminoacido o cambio de aminoacido particular (“diferencia de residuo”) algunas
veces se describe en la presente como "Xn” o “posicién n”, donde n se refiere a la posicion de residuo con respecto a la
secuencia de referencia.

Por ejemplo, una diferencia de residuos en la posicion X8, donde la secuencia de referencia tiene una serina, se refiere a
un cambio del residuo en la posicién X8 a cualquier residuo diferente de serina. Como se divulga en la presente, una
enzima puede incluir una o mas diferencias de residuos con respecto a una secuencia de referencia, donde las multiples
diferencias de residuos habitualmente se indican mediante una lista de las posiciones especificadas donde se realizan
cambios con respecto a la secuencia de referencia (por ejemplo, “una o mas diferencias de residuos en comparacién con
SEQ ID NO: 1 en las siguientes posiciones de residuos: X27, X30, X35, X37, X57, X75, X103, X185, X207, X208, X271,
X286, 0 X296.").

Una mutacién de sustitucion especifica, que es un reemplazo del residuo especifico en una secuencia de referencia con
un residuo especificado diferente se puede denotar por la notacién convencional “X(nimero) X', donde X es el identificador
de una sola letra del residuo en la secuencia de referencia, “nimero” es la posicién de residuo en la secuencia de
referencia, y X' es el identificador de una sola letra de la sustitucién de residuo en la secuencia modificada.

“Aminoacido o residuo alifatico” se refiere a un aminoacido o residuo hidréfobo que tiene una cadena lateral de
hidrocarburo alifatico. Los aminoacidos alifaticos genéticamente codificados incluyen L-Ala (A), L-Val (V), L-Leu (L) y L-lle

().

“Aminodcido o residuo aromatico” se refiere a un aminoacido o residuo hidréfilo o hidréfobo que tiene una cadena lateral
que incluye al menos un anillo aromatico o heteroaromatico. Los aminoacidos aromaticos genéticamente codificados
incluyen L-Phe (F), L-Tyr (Y) y L-Trp (W). Aunque debido al pKa de su atomo de nitrégeno heteroaromatico L-His (H)
algunas veces se clasifica como un residuo basico, 0 como un residuo aromatico ya que su cadena lateral incluye un anillo
heteroaromatico, en la presente la histidina se clasifica como un residuo hidréfilo o como un “residuo restringido” (ver mas
adelante).

“Aminodcido o residuo basico” se refiere a un aminoacido o residuo hidréfilo que tiene una cadena lateral que exhibe un
valor de pKa mayor de aproximadamente 6 cuando el aminoacido se incluye en un péptido o polipéptido. Los aminoacidos
basicos habitualmente tienen cadenas laterales positivamente cargadas a pH fisiolégico debido a la asociacién con €l ion
hidronio. Los aminoacidos basicos genéticamente codificados incluyen L-Arg (R) y L-Lys (K).

“Optimizado por codones” se refiere a cambios en los codones del polinucleétido que codifica para una proteina con
respecto a aquellos usados preferentemente en un organismo particular de modo que la proteina codificada se exprese
de manera eficiente en el organismo de interés. Aunque el cédigo genético es degenerado en el sentido de que la mayoria
de los aminoacidos se representan por varios codones, llamados “"sinénimos” o codones “sinénimos”, se conoce bien que
el uso de codones por organismos particulares no es aleatorio y estd sesgado hacia tripletes de codones particulares.
Este sesgo de uso de codones puede ser mayor con referencia a un gen dado, genes de funcién comun u origen ancestral,
proteinas altamente expresadas versus proteinas con bajo nimero de copias y las regiones codificadoras de proteinas
agregadas del genoma de un organismo. En algunas realizaciones, los polinucleétidos que codifican para las enzimas
PgIB oligosacariltransferasa se pueden optimizar por codones para produccién éptima a partir del organismo hospedador
seleccionado para expresion.

“Ventana de comparacion” se refiere a un segmento conceptual de al menos aproximadamente 20 posiciones de
nucleétidos o residuos de aminoacidos contiguos donde una secuencia se puede comparar con una secuencia de
referencia de al menos 20 nucledtidos o aminoacidos contiguos y donde la porcién de la secuencia en la ventana de
comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir, separaciones) de 20 por ciento 0 menos en
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comparacién con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para alineacién éptima de las
dos secuencias. La ventana de comparacion puede ser mas larga que 20 residuos contiguos e incluye, opcionalmente,
30, 40, 50, 100 o ventanas mas largas.

Las sustituciones o mutaciones de aminoacidos “conservadoras” se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen
cadenas laterales similares y por lo tanto, habitualmente implican la sustitucion del aminoacido en el polipéptido con
aminoacidos dentro de la misma clase de aminoacidos definida o similar. Sin embargo, como se usa en la presente, en
algunas realizaciones, las mutaciones conservadoras no incluyen sustituciones de un residuo hidréfilo a hidréfilo,
hidréfobo a hidréfobo, que contiene hidroxilo a que contiene hidroxilo, o pequefio a pequefio, si la mutacion conservadora
puede ser en cambio una sustitucion de un residuo alifatico a uno alifatico, no polar a no polar, polar a polar, acido a acido,
basico a basico, aromatico a aromatico, o restringido a restringido. Ademas, como se usa en la presente, A, V, Lo | se
pueden mutar de manera conservadora a otro residuo alifatico o a otro residuo no polar. La tabla 2 a continuacion muestra
sustituciones conservadoras de ejemplo.

Tabla 2

:Residuo §Posibles mutaciones conservadoras
ALVI Otros alifaticos (A, L, V, 1)

Otros no polares (A, L, V, |, G, M)
‘G, M ‘Otros no polares (A, L, V, |, G, M)
:D, E §Otros acidos (D, E)
‘K, R §Otros basicos (K, R)
:P §ninguno
‘N, Q,S,T Otros polares
H,Y,W,F Otros aromaticos (H, Y, W, F)
C §Ninguno

“Amino&cido o residuo restringido” se refiere a un aminoacido o residuo que tiene una geometria restringida. En la
presente, los residuos restringidos incluyen L-Pro (P) y L-His (H). La histidina tiene una geometria restringida debido a
que tiene un anillo de imidazol relativamente pequefio. La prolina tiene una geometria restringida, debido a que también
tiene un anillo de cinco miembros.

“Secuencia de control2 se define en la presente para incluir todos los componentes, que son necesarios 0 ventajosos para
la expresién de un polinucleétido y/o polipéptido de la presente divulgacién. Cada secuencia de control puede ser nativa
o extrafia al polinucleétido de interés. Estas secuencias de control incluyen, pero no se limitan a, un lider, secuencia de
poliadenilacién, secuencia de propéptido, promotor, secuencia de péptido de sefial y terminador de transcripcion.

“Que corresponde a”, “referencia a” o “con respecto a” cuando se usa en el contexto de la numeracién de una secuencia
de aminoécidos o polinucleétidos dada se refiere a la numeracion de los residuos de una secuencia de referencia
especificada cuando la secuencia de aminoacidos o polinucleétidos dada se compara con la secuencia de referencia. En
otras palabras, el nimero de residuo o posicién de residuo de un polimero dado se designa con respecto a la secuencia
de referencia en lugar de por la posicion numérica real del residuo dentro de la secuencia de aminoacidos o polinucleétidos
dada de la secuencia no de referencia. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos dada, tal como la de una PgIB
oligosacariltransferasa modificada, se puede alinear con una secuencia de referencia por la introduccién de separaciones
para optimizar las coincidencias de residuos entre las dos secuencias. En estos casos, aunque las separaciones estan
presentes, la numeracién del residuo en la secuencia de aminoacidos o polinucleétidos dada se realiza con respecto a la
secuencia de referencia con la cual se ha alineado.

“Cisteina” o L-Cys (C) es inusual ya que puede formar puentes de disulfuro con otros aminoacidos L-Cys (C) u otros
aminoacidos que contienen sulfanilo o sulfhidrilo. Los "residuos tipo cisteina” incluyen cisteina y otros aminoacidos que
contienen porciones de sulfhidrilo que estan disponibles para formacién de puentes de disulfuro. La capacidad de L-Cys
(C) (y otros aminoacidos con cadenas laterales que contienen -SH) para existir en un péptido en la forma de -SH libre
reducida o con puente de disulfuro oxidado afecta si L-Cys (C) contribuye con un caracter hidréfobo o hidréfilo neto a un
péptido. En tanto que L-Cys (C) exhibe una hidrofobicidad de 0,29 de acuerdo con la escala de consenso normalizada de
Eisenberg (Eisenberg et al., 1984, supra), se va a entender que para los propositos de la presente divulgaciéon L-Cys (C)
se clasifica en su propio grupo Unico.

“Delecion” se refiere a la modificacion del polipéptido por la remocién de uno o mas aminoacidos del polipéptido de
referencia. Las deleciones pueden comprender la remocién de 1 0 mas aminoacidos, 2 0 mas aminoacidos, 5 0 mas
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aminoacidos, 10 0 mas aminoacidos, 15 0 mas aminoacidos, o0 20 0 mas aminoacidos, hasta 10 % del nimero total de
aminoacidos, hasta 20 % del nimero total de aminoacidos, o hasta 30 % del nimero total de aminoacidos que componen
el polipéptido en tanto que se retiene la actividad enzimatica y/o se retienen las propiedades mejoradas de una enzima
PgIB oligosacariltransferasa modificada. Las deleciones se pueden dirigir a las porciones internas y/o porciones terminales
del polipéptido. En diferentes realizaciones, la delecién puede comprender un segmento continuo o puede ser discontinua.

“Derivado de”, como se usa en la presente en el contexto de enzimas modificadas, identifica la enzima de origen, y/o el
gen que codifica para la enzima, en el cual se bas6 la modificacion. Por ejemplo, la enzima oligosacariltransferasa
modificada de SEQ ID NO: 4 se obtuvo al mutar la PgIB oligosacariltransferasa de SEQ ID NO: 2. Por lo tanto, esta enzima
PgIB oligosacariltransferasa modificada de SEQ ID NO: 4 se “deriva del” polipéptido de SEQ ID NO: 2

Una “PgIB oligosacariltransferasa modificada”, como se usa en la presente, se refiere a una proteina de tipo PgIB
oligosacariltransferasa que se ha modificado sistematicamente, a través de la insercion de nuevos aminoacidos en su
secuencia de referencia, la delecidon de aminoacidos presentes en su secuencia de referencia, o la mutacion de
aminoacidos en su secuencia de referencia en aminoacidos alternativos, ya sea a través de un proceso de mutagénesis
aleatoria seguido por la seleccion de mutantes que tienen una propiedad particular o a través de la introduccion intencional
de cambios de aminoécidos particulares en la secuencia de proteina.

“Fragmento”, como se usa en la presente, se refiere a un polipéptido que tiene una delecién amino-terminal y/o carboxi-
terminal, pero donde la secuencia de aminoacidos restante es idéntica a las posiciones correspondientes en la secuencia.
Los fragmentos pueden tener al menos 14 aminoacidos de longitud, al menos 20 aminoacidos de longitud, al menos 50
aminoacidos de longitud o mas, y hasta 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % y 99 %, o mas, del polipéptido de PgIB
oligosacariltransferasa de longitud completa, por ejemplo, el polipéptido de SEQ ID NO: 4.

Un “fragmento funcional” o un “fragmento biolégicamente activo”, usado indistintamente, en la presente se refiere a un
polipéptido que tiene una o mas deleciones amino-terminales y/o carboxi-terminales y/o deleciones internas, pero donde
la secuencia de aminoacidos restante es idéntica a las posiciones correspondientes en la secuencia con la cual se
compara y que retiene sustancialmente toda la actividad del polipéptido de longitud completa. Un fragmento funcional
contiene al menos 100, 200, 300, 400 o 500 aminoacidos contiguos

El polinucleétido "heterblogo” se refiere a cualquier polinucledtido que se introduce en una célula hospedadora por técnicas
de laboratorio, e incluye polinucleétidos que se remueven de una célula hospedadora, se someten a manipulacién de
laboratorio y entonces se reintroducen en una célula hospedadora.

“Rigurosidad de hibridacion” se refiere a condiciones de hibridacién, tal como condiciones de lavado, en la hibridacion de
acidos nucleicos. en general, las reacciones de hibridacién se realizan bajo condiciones de menor rigor, seguido de
lavados de rigor variable pero mayor. El término “hibridacién moderadamente rigurosa” se refiere a condiciones que
permiten que el ADN diana se una a un acido nucleico complementario que tiene aproximadamente 60 % de identidad,
preferentemente, aproximadamente 75 % de identidad, aproximadamente 85 % de identidad con el ADN diana, o con mas
de aproximadamente 90 % de identidad con el polinucleétido diana. Las condiciones moderadamente rigurosas de
ejemplo son condiciones equivalentes a la hibridacion en formamida al 50 %, 5x solucién de Denhart, 5x solucién salina-
fosfato de sodio-EDTA (SSPE), dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,2 % a 42 °C, seguido de lavado en 0,2xSSPE, SDS al
0,2 %, a 42 °C. "Hibridacién de alta rigurosidad” se refiere en general a condiciones que son de aproximadamente 10 °C
o0 menos de la temperatura de fusién térmica Tm como se determina bajo la condicién de soluciéon para una secuencia de
polinucleétidos definida. En algunas realizaciones, una condicién de alta rigurosidad se refiere a condiciones que permiten
la hibridacion de solo aquellas secuencias de acido nucleico que forman hibridos estables en NaCl 0,018 M a 65 °C (es
decir, siun hibrido no es estable en NaCl 0,018 M a 65 °C, no sera estable bajo condiciones de alta rigurosidad, como se
contempla en la presente). Se pueden proporcionar condiciones de alta rigurosidad, por ejemplo, por hibridacién en
condiciones equivalentes a 50 % de formamida, 5x solucién de Denhart, 5xSSPE, 0,2 % de SDS a 42 °C, seguido de
lavado en 0,1x SSPE y 0,1 % de SDS a 65 °C. Otra condicién de alta rigurosidad es la hibridaciéon en condiciones
equivalentes a la hibridacién en 5X SSC que contiene SDS al 0,1 % (p:v) a 65°C y lavado en 0,1x SSC que contiene SDS
al 0,1 % a 65 °C. Otras condiciones de hibridacién de alta rigurosidad, asi como condiciones moderadamente rigurosas,
se describen en las referencias citadas anteriormente.

“Aminodacido o residuo hidrofilo” se refiere a un aminoacido o residuo que tiene una cadena lateral que exhibe una
hidrofobicidad menor de cero de acuerdo con la escala de hidrofobicidad de consenso normalizada de Eisenberg et al.,
1984, J. Mol. Biol. 179:125-142. Los aminoacidos hidréfilos genéticamente codificados incluyen L-Thr (T), L-Ser (S), L-His
(H), L-Glu (E), L-Asn (N), L-GIn (Q), L-Asp (D), L-Lys (K} y L-Arg (R). "Aminoacido o residuo hidréfobo” se refiere a un
aminoacido o residuo que tiene una cadena lateral que exhibe una hidrofobicidad mayor que cero de acuerdo con la
escala de hidrofobicidad de consenso normalizada de Eisenberg et al., 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142. Genéticamente,
los aminoé&cidos hidrofobos codificados incluyen L-Pro (P), L-lle (I}, L-Phe (F), L-Val (V), L-Leu (L), L-Trp (W), L-Met (M),
L-Ala (A) y L-Tyr (Y).

“Aminodcido o residuo que contiene hidroxilo” se refiere a un aminoacido que contiene una porcién de hidroxilo (-OH). Los
19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 984 862 T3

aminoacidos que contienen hidroxilo genéticamente codificados incluyen L-Ser (8) L-Thr (T) y L-Tyr (Y).

“Propiedad enzimatica mejorada” se refiere a cualquier propiedad enzimatica que se hace mejor o mas deseable para un
propésito particular en comparacién con la propiedad que se encuentra en una enzima de referencia. Para los polipéptidos
de PgIB oligosacariltransferasa modificados descritos en la presente, la comparacién se hace en general con una enzima
PgIB oligosacariltransferasa de referencia que no contiene la mutacién particular que mejora la eficiencia enzimatica,
aunque en algunas realizaciones, la PgIB oligosacariltransferasa de referencia puede ser otra PgIB oligosacariltransferasa
modificada mejorada. Las propiedades enzimaticas para las cuales se puede realizar una mejora incluyen, pero no se
limitan a, actividad enzimatica (que se puede expresar en términos de rendimiento de proteina N-glucosilada), estabilidad
térmica, estabilidad de solvente, perfil de actividad de pH, requisitos de coenzima, refractariedad a inhibidores (por
ejemplo, inhibicion del producto), estereoespecificidad y supresién de la produccién de productos secundarios acidos.

“Insercién” se refiere a la modificacién del polipéptido por la adicion de uno o mas aminoacidos al polipéptido de referencia.
En algunas realizaciones, las enzimas PgIB oligosacariltransferasa modificadas mejoradas comprenden inserciones de
uno o mas aminoacidos al polipéptido PgIB oligosacariltransferasa que se presentan de manera natural, asi como
inserciones de uno o mas aminoacidos a otros polipéptidos de PgIB oligosacariltransferasa mejorados. Las inserciones
pueden ser en las porciones internas del polipéptido, o en el extremo carboxi 0 amino-terminal. Las inserciones como se
usan en la presente incluyen proteinas de fusién como se conoce en la técnica. La insercion puede ser un segmento
contiguo de aminoacidos o separado por uno o mas de los aminoacidos en el polipéptido de origen natural.

“Polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido que se separa sustancialmente de otros contaminantes que lo acomparian
naturalmente, por ejemplo, proteina, lipidos y polinucleétidos. El término abarca polipéptidos que se han eliminado o
purificado de su entorno o sistema de expresion de origen natural (por ejemplo, célula hospedadora o sintesis in vitro).
Las enzimas PgIB oligosacariltransferasa mejoradas pueden estar presentes dentro de una célula, presentes en el medio
celular o preparadas en diferentes formas, tal como productos lisados o preparaciones aisladas. Como tal, en algunas
realizaciones, la enzima PgIB oligosacariltransferasa mejorada puede ser un polipéptido aislado.

“Sustitucion no conservadora” se refiere a la sustitucién o mutacioén de un aminoéacido en el polipéptido con un aminoacido
con propiedades de cadena lateral significativamente diferentes. Las sustituciones no conservadoras pueden usar
aminoacidos entre, en lugar de dentro de, los grupos definidos listados anteriormente. En una realizacién, una mutacion
no conservadora afecta: (a) la estructura de la cadena principal del péptido en el area de la sustitucion (por ejemplo,
prolina por glicina); (b) la carga o hidrofobicidad; o (c) el volumen de la cadena lateral.

“Aminodacido no polar’ o “Residuo no polar’ se refiere a un aminoacido o residuo hidréfobo que tiene una cadena lateral
que no esta cargada a pH fisioloégico y que tiene enlaces en los cuales el par de electrones compartidos en comun por
dos atomos en general se mantiene por igual por cada uno de los dos atomos (es decir, la cadena lateral no es polar).
Los aminoé&cidos no polares genéticamente codificados incluyen L-Gly (G), L-Leu (L}, L-Val (V), L-lle (I}, L-Met (M} y L-Ala
(A).

“Porcentaje de identidad de secuencia”, "por ciento de identidad” y “por ciento idéntico” se usan en la presente para
referirse a comparaciones entre secuencias de polinucleétidos o secuencias de polipéptidos, y se determinan al comparar
dos secuencias alineadas de manera éptima a través de una ventana de comparacién, donde la porcién de la secuencia
de polinucleodtidos o polipéptidos en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir,
separaciones) en comparacion con la secuencia de referencia para alineacion éptima de las dos secuencias. El porcentaje
se calcula al determinar el nimero de posiciones en las cuales se presenta el residuo aminoacido o base de acido nucleico
idéntica en ambas secuencias o se alinea un residuo aminoacido o base de acido nucleico con una separacion para
producir el nimero de posiciones coincidentes, al dividir el nimero de posiciones coincidentes entre el nimero total de
posiciones en la ventana de comparacion y al multiplicar el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de
secuencia. La determinacién de la alineacion 6ptima y el porcentaje de identidad de secuencia se realiza usando los
algoritmos BLAST Y BLAST 2.0 (ver, por ejemplo, Altschul, et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410 y Altschul, et al., 1977,
Nucleic Acids Res. 3389-3402). El software para realizar analisis de BLAST esta disponible publicamente a través del sito
web del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica.

Brevemente, los analisis por BLAST implican primero identificar pares de secuencias de alto puntaje (HSP, por sus siglas
en inglés) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen algun
puntaje umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base
de datos. T se conoce como el umbral de puntaje de palabras cercanas (Altschul, et al, supra). Estos resultados iniciales
de palabras del vecindario actlan como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas largos que los
contengan. Por lo tanto, los aciertos de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia en la
medida en que el puntaje de alineamiento acumulativo puede ser aumentado. Los puntajes acumulativos se calculan
utilizando, para las secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntaje de recompensa para un par de residuos
coincidentes; siempre >0} y N (puntaje de penalizacion para residuos de apareamiento erréneo; siempre <0). Para las
secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de puntaje para calcular el puntaje acumulado. La extensién de los
aciertos de palabra en cada direccién se detiene cuando: el puntaje de alineamiento acumulado cae por la cantidad X de
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su valor maximo alcanzado; el puntaje acumulado llega a cero o por debajo, debido a la acumulacién de uno o mas
alineamientos de residuos de puntuacién negativa; o se alcanza el extremo de cualquiera de las secuencias. Los
parametros del algoritmo de BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa
BLASTN (para secuencias de nucleétidos) utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) o0 10,
M=5, N=-4 y una comparacién de ambas cadenas. 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 BLOSUM62 (ver Henikoff y Henikoff,
1989, Proc Natl Acad Sci USA 89:10915).

Hay muchos otros algoritmos disponibles que funcionan de manera similar a BLAST para proporcionar un por ciento de
identidad para dos secuencias. La alineacién 6ptima de secuencias para comparaciéon se puede llevar a cabo, por ejemplo,
por el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, por el algoritmo de alineacién de
homologia de Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, por el método de busqueda de similitud de Pearson y
Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, por implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTAy TFASTA en el Paquete de Software GCG Wisconsin), o por inspeccion visual (ver 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 Supplement) (Ausubel)). Ademas, la determinacion de la alineacion de
secuencias y el por de identidad de secuencia puede emplear los programas BESTFIT o GAP en el paquete de software
GCG Wisconsin (Accelrys, Madison WI), utilizando los parametros predeterminados proporcionados. El programa
ClustalW también es adecuado para determinar la identidad.

“Aminodacido o residuo polar” se refiere a un aminoacido o residuo hidréfilo que tiene una cadena lateral que no esta
cargada a pH fisiolégico, pero que tiene al menos un enlace en el que el par de electrones compartidos en comun por dos
atomos se mantiene mas estrechamente por uno de los atomos. Los aminoacidos polares codificados genéticamente
incluyen L-Asn (N), L-GIn (Q), L-Ser (S) y L-Thr (T).

“Codones de desviacion de uso de codones altos, 6ptimos, preferidos” se refiere, indistintamente, a codones que se usan
a mayor frecuencia en las regiones codificadoras de proteinas que otros codones que codifican para el mismo aminoacido.
Los codones preferidos se pueden determinar en relacion con el uso de codones en un gen individual, un conjunto de
genes de funcién u origen comun, genes altamente expresados, la frecuencia de codones en las regiones codificadoras
de proteinas agregadas del organismo completo, la frecuencia de codones en las regiones codificadoras de proteinas
agregadas de organismos relacionados, o combinaciones de los mismos. Los codones cuya frecuencia incrementa con
el nivel de expresion génica son habitualmente codones 6ptimos para la expresion. Se conoce una variedad de métodos
para determinar la frecuencia de codén (por ejemplo, uso de codén, uso de codén sinénimo relativo) y preferencia de
codon en organismos especificos, incluido analisis multivariante, por ejemplo, usando analisis de grupo o analisis de
correspondencia, y el nimero efectivo de codones usados en un gen (ver GCG CodonPreference, Genetics Computer
Group Wisconsin Package; CodonW, John Peden, University of Nottingham; Mclnerney, J. O, 1998, Bioinformatics 14:372-
73; Stenico, et al., 1994, Nucleic Acids Res. 222437-46; Wright, F., 1990, Gene 87:23-29). Las tablas de uso de codones
estan disponibles para una lista creciente de organismos (ver, por ejemplo, Wada, et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20:2111-
2118; Nakamura, et al., 2000, Nucl. Acids Res. 28:292; Duret, et al., supra; Henaut and Danchin, "Escherichia coli and
Salmonella," 1996, Neidhardt, et al., Eds., ASM Press, Washington D.C., p. 2047-2066. La fuente de datos para obtener
el uso de codones puede basarse en cualquier secuencia de nucleétidos disponible capaz de codificar para una proteina.
Estos conjuntos de datos incluyen secuencias de acido nucleico que se sabe que codifican para proteinas expresadas
(por ejemplo, secuencias codificadoras de proteinas completas-CDS), etiquetas de secuencia expresada (EST) o regiones
codificadoras predichas de secuencias gendmicas (ver, por ejemplo, Mount, D., Bioinformatics: Sequence and Genome
Analysis, Capitulo 8, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001; Uberbacher, E. C., 1996,
Methods Enzymol. 266:259-281; Tiwari, et al.., 1997, Comput. Appl. Biosci. 13:263-270).

“Proteina”, “polipéptido” y “péptido” se usan indistintamente en la presente para indicar un polimero de al menos dos
aminoacidos enlazados covalentemente por un enlace amida, independientemente de la longitud o modificacion
postraduccional (por ejemplo, glucosilacion, fosforilacion, lipidacién, miristilacion, ubiquitinacion, etc.). Dentro de esta
definicién se incluyen D- y L-aminoacidos y mezclas de D- y L-aminoé&cidos.

“Secuencia de referencia” se refiere a una secuencia definida con la cual se compara otra secuencia (por ejemplo,
alterada). Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo, un
segmento de una secuencia de polipéptido o gen de longitud completa. En general, una secuencia de referencia es de al
menos 20 residuos de nucleétidos o aminoacidos de longitud, al menos 25 residuos de longitud, al menos 50 residuos de
longitud, o la longitud completa del acido nucleico o polipéptido. Debido a que cada uno de dos polinucleétidos o
polipéptidos puede (1) comprender una secuencia (es decir, una porcién de la secuencia completa) que es similar entre
las dos secuencias y (2) puede comprender ademas una secuencia que es divergente entre las dos secuencias, las
comparaciones de secuencia entre dos (0 mas) polinucleétidos o polipéptidos se realizan habitualmente al comparar
secuencias de los dos polinucledtidos a través de una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones
locales de similitud de secuencia.

El término “secuencia de referencia” no se propone que se limite a secuencias de tipo silvestre, y puede incluir secuencias
21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 984 862 T3

modificadas o alteradas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una “secuencia de referencia” puede ser una secuencia
de aminoéacidos modificada o alterada previamente. Por ejemplo, una “secuencia de referencia basada en SEQ ID NO: 2
que tiene un residuo de glicina en la posicion X12" se refiere a una secuencia de referencia que corresponde a SEQ ID
NO: 2 con un residuo de glicina en X12 (la versién inalterada de SEQ ID NO: 2 tiene un aspartato en X12).

“Aminodacido pequefio” o “residuo pequefio” se refiere a un aminoacido o residuo que tiene una cadena lateral que se
compone de un total de tres o menos carbonos y/o heteroatomos (excluyendo el carbono a y los hidrégenos). Los
aminoacidos o residuos pequerfios se pueden clasificar adicionalmente como aminoacidos o residuos pequefios alifaticos,
no polares, polares o acidos, de acuerdo con las definiciones anteriores. Los aminoacidos pequefios genéticamente
codificados incluyen L-Ala (A), L-Val (V), L-Cys (C), L-Asn (N), L-Ser (S), L-Thr (T) y L-Asp (D).

“|dentidad sustancial2 se refiere a una secuencia de polinucledtidos o polipéptidos que tiene al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 mas por ciento de identidad de secuencia, en comparacién con
una secuencia de referencia en una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones de residuos, frecuentemente en
una ventana de al menos 30-50 residuos, donde el porcentaje de identidad de secuencia se calcula al comparar la
secuencia de referencia con una secuencia que incluye deleciones o adiciones que totalizan 20 por ciento 0 menos de la
secuencia de referencia en la ventana de comparacién. En realizaciones especificas aplicadas a los polipéptidos, el
término “identidad sustancial” significa que dos secuencias de polipéptidos, cuando se alinean de manera 6ptima, tal como
por los programas GAP o BESTFIT usando ponderaciones de separacion predeterminadas, comparten al menos 80 por
ciento de identidad de secuencia, preferentemente al menos 89 por ciento de identidad de secuencia, al menos 95 por
ciento de identidad de secuencia o mas (por ejemplo, 99 por ciento de identidad de secuencia). Preferentemente, las
posiciones de residuo que no son idénticas difieren por sustituciones de aminoacidos conservadoras.

“Polipéptido sustancialmente puro” se refiere a una composicion en la cual la especie de polipéptido es la especie
predominante presente (es decir, en una base molar 0 en peso es mas abundante que cualquier otra especie
macromolecular individual en la composicién), y es en general una composicién sustancialmente purificada cuando la
especie objeto comprende al menos aproximadamente 50 por ciento de la especie macromolecular presente en moles o
% en peso. En general, una composicién de PgIB oligosacariltransferasa sustancialmente pura comprendera
aproximadamente 60 % o mas, aproximadamente 70 % o mas, aproximadamente 80 % o mas, aproximadamente 90 % o
mas, aproximadamente 95 % o mas, aproximadamente 96 % o mas, aproximadamente 97 % 0 mas, aproximadamente
98 % 0 mas o aproximadamente 99 % o mas de todas las especies macromoleculares por mol 0 % en peso presentes en
la composicion. En algunas realizaciones, la presente especie se purifica hasta una homogeneidad esencial (es decir, las
especies contaminantes no se pueden detectar en la composicion mediante métodos de deteccién convencionales) donde
la composicion consiste esencialmente en una especie macromolecular individual. Las especies de solventes y las
especies de iones elementales no se consideran especies macromoleculares. En algunas realizaciones, el polipéptido de
PgIB oligosacariltransferasa mejorado aislado es una composicion de polipéptido sustancialmente pura.

Ejemplos
Ejemplo 1
Plasmidos y cepa usados para valorar la actividad de las variantes de PgIB

La actividad de las variantes de PgIB se probé en un derivado de E. coliW3110 con deleciones de genes como se describe
en WO 14/057109A1. Los loci que codifican para polisacaridos capsulares se integraron de manera estable en el
cromosoma de E. colicon base en los métodos detallados en W0O2014057109A1. Otros elementos requeridos, incluida
PgIB, proteinas portadoras, enzimas biosintéticas suplementarias y proteinas reguladoras se expresaron de manera
diversa a partir de los plasmidos pEXT21 (resistente a Spec, inducible por IPTG), pEXT22 (resistente a Kan, inducible por
IPTG), pEC415 (resistente a Kan, inducible por arabinosa) o pLAFR (resistente a tet, constitutivo) o derivados de los
mismos.

Plasmidos:

:Nombre {Fuente

pEXT21 . Dykxhoome et al., 1996 Gene 177:133-136
PEXT22 | Dykxhoome et al., 1996 Gene 177:133-136
pEC415 Schulz et al., 1998 Science 281,1197-1200
'pLAFR1 . Friedmanet al., 1982 Gene 18(3):289-96
Ejemplo 2
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Deteccion de glucosilacion por ELISA a partir de cultivos a pequefia escala

Las variantes de PgIB se probaron para su capacidad para catalizar la glucosilacién de la exoproteina A de Pseudomonas
aeruginosa (EPA) que contiene sitios de glucosilacién D/E-Zi-N-Z2-S/T (donde Z1 y Z2 no son P) usando un polisacarido
que corresponde al de S. pneumoniae serotipo 8. Por lo tanto, se transformé una célula hospedadora de E. colicon
plasmidos que codifican para genes de glucosiliransferasa requeridos para la construccién de un polisacarido capsular
de S. pneumoniae serotipo 8, un gen PgIB variante y sitios de glucosilacién que contienen EPA. La expresion de los genes
se indujo usando IPTG y arabinosa y las células hospedadoras de E. coli se cultivaron durante la noche para permitir la
expresion de glucosiliransferasas, PgIB y EPA y la glucosilacion de EPA de la siguiente manera.

Los pozos de una placa de 96 pozos profundos se llenaron con 1 ml de medio TB y cada pozo se inoculé con una colonia
individual de E. coli de célula hospedadora y se incubd a 37 grados C durante la noche. Las muestras de cada pozo se
usaron para inocular cultivos principales en una placa de 96 pozos profundos que contiene 1 ml de TB complementada
con MgCl2 10 mM y antibiéticos apropiados y se cultivaron hasta que se alcanzé una OD600 de 1,3-1,5. Las células se
incubaron con IPTG 1 mM y arabinosa al 0,1 % durante la noche a 37 grados C.

Los extractos periplasmicos se elaboraron al centrifugar las placas, al remover el sobrenadante y al adicionar 0,2 ml de
Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 175 mM, EDTA 5 mM seguido de agitacién a 4 grados C para suspender las células. Se
adicionaron 10 pl de 10 mg/ml de polimixina B a cada pozo y las células se incubaron durante 1 hora a 4 grados C. La
placa se centrifugo y el sobrenadante se removio.

A fin de aislar la proteina glucosilada del extracto periplasmico, se adicionaron 120 pl de una suspensién espesa al 25 %
de resina IMAC en Tris 30 mM pH 8,0, imidazol 10 mM, NaCl 500 mM a cada pozo de una placa de filtro de 96 pozos
(Acroprep Advance) y se colocaron en la parte superior de una placa ELISA Nunc. La placa se centrifugé y el flujo continuo
se descarté. Se adicionaron 150 pl de extracto periplasmico y 37,5 ml de amortiguador de unién 5x (Tris 150 mM pH 8,0,
imidazol 50 mM, NaCl 2,5 M a cada pozo. Las muestras se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
placa se centrifugo y el flujo continuo se descarté y se llevaron a cabo tres pasos de lavado mas. Finalmente, la proteina
glucosilada se eluyé con Tris 30 mM pH 8,0, imidazol 500 mM, NaCl 200 mM, listo para uso en un ensayo ELISA.

Se realizé un ELISA sandwich al recubrir los pozos de una placa de 96 pozos con un anticuerpo que reconoce la parte de
sacarido de la proteina glucosilada (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal contra S. pneumoniae serotipo 8) diluido en
PBS. La placa se incub6 durante la noche a 4 grados C para permitir el recubrimiento. La placa entonces se lavé con PBS
que contiene Tween al 0,1 %. La placa entonces se bloque6 durante 2 horas a temperatura ambiente usando albimina
de suero bovino al 5 % en PBST. La placa se lavo en PBST. La muestra se diluyé en PBST que contiene BSAal 1 %y se
incubd en los pozos recubiertos durante una hora a temperatura ambiente. Después de lavar un anticuerpo de deteccion,
por ejemplo, se adiciond peroxidasa de rdbano picante anti-Histag diluida en PBST que contiene BSA al 1 % a cada pozo
y se incub6 durante una hora a temperatura ambiente. La placa entonces se lavo antes de adicionar sustrato liquido de
3,3',5,5"- Tetrametilbencidina, Supersensible, para ELISA (Sigma-Aldrich). Después de unos minutos, la reaccién se detuvo
por adicién de acido sulfdrico 2M. Los resultados se obtuvieron al leer la OD a 450 nm.

Resultados

Como punto de partida, se generaron mutaciones en una PgIB que ya contenia una mutacién en N31 1V. Una primera
ronda de generacion de variantes identificé Y77R como una mutacién que incrementé aln mas la actividad OST de PgIB
(ver figura 1). Se someti6 a mutacion una PglB que contiene mutaciones en N31 1V e Y77R y se seleccionaron,
secuenciaron y analizaron variantes prometedoras para determinar la actividad de OST como se describié anteriormente.
El cambio multiplo en la actividad de oligosacariltransferasa de cada variante se calcul6 y los resultados se muestran en
la tabla 3.

Tabla 3 Mejora en la actividad de OST de PgIB modificada en la transferencia del sacarido de S. pneumoniae 8 a
una proteina como se determina por la RONDA 2 de ELISA

vaﬂ:;?:igz gSIB Sau;:::ggl?godse Cambio multiplo en actividad de OST
57 TR T- 1,047, R-2,2755
63 LQ L-1,132, Q-1,146
94 N N-1,103
101 WEHPRMG W- 1,2635, E - 1,263, H-1,26, ﬁ; %25595, R- 1,11325, M - 2,263, G -
176 EG E - 1,2805
191 HDRY H-1,798, D-1,763, R-1,516, Y-2,017
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vaﬂ:;?:igz gSIB Sau;::ggl?goie Cambio multiplo en actividad de OST
193 THGF T -1,2375, H-1,291, G-1,508, F-1,5055
233 v V-1,431
234 HCW H-1,761, C-1,302, W-1,838 :
..................... 5 86AQL A1,296,Q1,091,L1,132
S 301 .................... N P 1,210,G1,3,F1,135
..................... ; 19AQLT A1,329,Q1,423,L1,724,T1,626
S 397 .................... g —— N1,093,L1,1245,
..................... T R1,434,H1,191
S 435ALFHR ........................................... A1,214,L1,442,F1,719,H1,213,R1,471
..................... . 46G G1,4375
S 462 ............... e P2,221,C1,2895,W2,112,T1,362,N1,247
..................... e M1,582
(S 523 ......................... e R1,171
...................... ; 32HH1,4085

Las mutaciones 57T, 57R, 63L, 63Q, 94N, 101W, 101E, 101H, 101P, 101R, 101M, 101G, 172E, 176E, 176G, 191H, 191D,
101R, 101Y, 193T, 193H, 193G, 193F, 233V, 234H, 234C, 234W, 255H, 286A, 286Q, 286L, 301P, 301G, 301F, 319A,
319Q, 319L, 319T, 397N, 397L, 397Q, 402R, 402H, 4255, 435A, 435L, 435F, 435H, 435R, 446G, 462,P, 462C, 462W,
462T, 462N 479M, 523R, 532H, 601G, 605D, 606P, 610P, 610L, 610R, 610D, 610A, 645L, 6458, 645H, 676Q, 676W,
676G, 6951 y 695Q se observaron como mutaciones que aparecieron en varias variantes de PgIB que fueron capaces de
catalisis mejorada de la adicion de un sacarido de S. pneumoniae serotipo 8 a una proteina portadora. De estos, la
mutacién A57R se seleccioné como una mutacion prometedora para avanzar en rondas adicionales debido a su alto
incremento en la actividad de OST, su frecuencia de aparicién en variantes prometedoras y su posicién en la estructura
de PgIB.

La capacidad de los residuos 462 y 479 para sinergizar a fin de producir mayores cambios multiplo en la actividad de OST
cuando ambos residuos estan mutados se demuestra en la siguiente tabla que muestra los resultados para individuo :

:Mutacién de variante de PgIB Cambio multiplo en actividad de OST gNﬂmero de muestra
'H479M 7,483 1500099450
'H479M 6.8 :S00099887

1500099448
Y462W + H479M + AB4W + M155Q + T523R 15,071 £S00099611
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En una ronda adicional de experimentos, se adiciond la mutacién A57R favorable a las mutaciones Y77R y N311V. Se
adicionaron mutaciones adicionales a PgIB con mutaciones A57R, Y77R y N31 1V. Las nuevas mutaciones se probaron
para actividad incrementada de PgIB por ELISA usando S. pneumoniae PS8 como el sacarido adicionado a EPA. Los
resultados se muestran en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4 - Mejora en la actividad de OST de PgIB modificada en la transferencia del sacarido de S. pneumoniae 8
a una proteina como se determina por la RONDA 3 de ELISA

* Mutacion de variante de PgiB Sustitucion de aminoacidos Cambio multiplo en actividad de OST
: 78 T T-1,2455

84 w W-1,361

300 L L-1,123

301 GP G-1,419. P-2,22

306 H H-1,375

462 NTW N-1,76, T-1,4246, W-1,681,

479 M M-5,5548

570 RV R-1,083, V-1,419

462W + 479M 12,404, 8,368

A partir de esta ronda, la combinacién de 462W y 479M se encontré en 52 variantes de PgIB separadas, produciendo
cambios multiplo en la actividad de OST de hasta 15 veces, u 8-12 veces donde estas mutaciones fueron las Unicas
mutaciones nuevas presentes. Estas mutaciones se consideran importantes para mejorar la eficiencia de PgIB para
glucosilacién de proteinas con sacaridos que contienen un residuo de glucosa en el extremo reductor del sacarido.

Las mutaciones N300L, L301P, F308W y L570R también se observaron como mutaciones que aparecieron en varias
variantes de PgIB que fueron capaces de catdlisis mejorada de la adicién de un sacéarido de S. pneumoniae serotipo 8 a
una proteina portadora.

N300L, L301P, F308W, Y462W, H479M y L570R se seleccionaron como mutaciones prometedoras para avanzar en
rondas adicionales de mutacién/seleccion debido a su capacidad para incrementar la actividad de OST, su frecuencia de
aparicion en variantes de PgIB eficientes y su posicion en la estructura molecular de PgIB. Estos residuos se adicionaron
a las mutaciones Y77R, N311V y A57R y se probaron mutaciones puntuales adicionales para su capacidad para mejorar
la actividad de PgIB para adicionar un sacarido de S. pneumoniae serotipo 8 a una proteina. Los resultados se muestran
en la Tabla 5 a continuacién.

Tabla 5 - Mejora en la actividad de OST de PgIB modificada en la transferencia del sacarido de S. pneumoniae 8
a una proteina como se determina por la RONDA 4 de ELISA

Mutacion de variante de PgIB Sau;:::ggl?godse Cambio ma‘;t;%%_(le_n actividad
...................................................... T A3,084
..................................................... T F1,519
...................................................... s M — L1,218
...................................................... e 32,77
...................................................... e R1,086
L191Y,Y2860,5295L,A3825,K482R+T523R ................................................................................................... ; ,166 ............................

A partir de esta ronda, se adicionaron las mutaciones L191Y, Y286Q), S295L, A382S, K482R y T523R a las mutaciones
probadas previamente, dando por resultado una PgIB de referencia que contiene las siguientes mutaciones: Y77R, N311V,
A57R, N300L, L301P, F308W, Y462W, H479M, L570R, L191Y, Y286Q, S295L, A382S, K482R y T523R. En la siguiente
ronda, se probaron mutaciones adicionales para su capacidad para incrementar adicionalmente la eficiencia de un PgIB
que contiene Y77R, N311V, A57R, N300L, L301P, F308W, Y462W, H479M, L570R, round L191Y, Y286Q), S295L, A382S,
K482R y T523R adicionalmente y los resultados se muestran en la tabla 6 mas adelante.
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Tabla 6 - Mejora en la actividad de OST de PgIB modificada en la transferencia del sacarido de S. pneumoniae 8
a una proteina como se determina por la RONDA 5 de ELISA

Mutacigz g;l\éariante Sau;:::ggl?godse Cambio multiplo en actividad de OST
21 SL S-1,7;L- 4,415
27 SAMW S-2,01;A-2,156; M-2,21; W - 2,505
42 wc W -1,32; C - 3,566
......................... T
53 ......................... s IHS1556I1611H2298 ...................................
......................... T
97| ........................................................... e ——
........................ T
........................ 317SAS13805A2283
........................ e
........................ 383MM2208
........................ T
........................ 410|12143
e R
........................ T
S N Rt it e

De esta ronda se seleccion6é un E297R debido al incremento en la actividad producida donde esta mutacion estaba
presente y la frecuencia de aparicién de esta mutacién. También se seleccion6é una mutacion S80D como un residuo
prometedor debido a su frecuencia de aparicién en variantes con niveles mas altos de actividad de OST.

Breve descripcién de la evolucién

En el transcurso de este estudio, la actividad de PgIB en el contexto de la adicion de un sacarido de S.
pneumoniae serotipo 8 a una proteina que contiene una secuencia de consenso de glucosilacién se incrementd por mas
de tres 6rdenes de magnitud (figura 1). La introduccién de A57R en una PglB en una enzima PgIB que ya contenia
mutaciones Y77R y N311V condujo a un cambio miltiplo de 24 en la actividad de PgIB. La adicién adicional de N300OL,
L301P, F308W, Y462W, H479M y L750R condujo a un incremento acumulativo en la actividad de 360 veces. La
incorporacion adicional de L191Y, Y286Q, S295L, A382S, K482R y T523R condujo a un incremento acumulativo de la
actividad de 2520 veces y la inclusion adicional de una mutacion E297R condujo a un cambio multiplo acumulativo de
5040 en la actividad. Otras rondas de evolucién permitieron pequefios incrementos en la actividad de PgIB, sin embargo,
los incrementos mas grandes en la actividad se lograron en las rondas 1-3 (ver figura 1).

Ejemplo 3
Medicion de actividad de PgIB en volumen de matraz de agitacién

Algunas de las enzimas PgIB mutadas se usaron en ensayos a mayor escala a fin de confirmar incrementos en la actividad
en la glucosilacion de una proteina EPA que contiene 3 secuencias de consenso de glucosilacién con sacarido de S.
pneumoniae serotipo 8.

Las cepas de E. coli electrocompetentes se transformaron con los plasmidos requeridos por electroporacion. Las células
se dejaron recuperar durante 1 hora y se colocaron en placas de agar que contienen antibiéticos apropiados y MgCl22
mM. Las placas se incubaron durante la noche. Se realiz6 un precultivo al inocular medios de TB que contienen antibiticos
apropiados y MgCl2 10 mM con células de la placa e incubando durante la noche.

El cultivo principal se inicié al diluir el precultivo en medio de TB que contiene antibiéticos apropiados y MgCl2 10 mM a
una OD600nm de 0,1. El cultivo se cultivé a una OD600nm de 0,8-1,0 y las células entonces se indujeron usando un
inductor apropiado (por ejemplo, arabinosa de IPTG). Las células entonces se incubaron durante la noche.

Se realiz6 un extracto periplasmico por el siguiente proceso. El cultivo se centrifugd para sedimentar la E. coli. El
sobrenadante se desechd y el sedimento se resuspendié en Tris-HCI 30 mM pH 8,5, EDTA 1 mM, sacarosa al 20 %. Se
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adicion6 lisozima a una concentracion final de 1 mg/ml y las células se incubaron con la lisozima durante 25 minutos a 4
grados C con agitacién. Después de la centrifugacion, se retuvo el extracto periplasmico.

Se mezclé 1 ml de extracto periplasmico con 0,25ml de Tris 150 mM pH 8,0, imidazol 50 mM, NaCl 2,5 My MgCl2 20 mM.
Se adicionaron 0,2 ml de una suspensién espesa al 50 % 0 agarosa NiNTA preequilibrada (Qiagen) y la muestra se incub6
durante 20 minutos a temperatura ambiente con agitacién. La resina IMAC se centrifugo y el sobrenadante se descarto.
Se adicionaron 0,5 ml de Tris 30 mM pH 8,0, imidazol 10 mM, NaCl 500 mM con n-dodecil-B-maltosa al 0,1 %, se centrifugd
la resina y se descart6 el sobrenadante. La resina se lavé adicionalmente tres veces con Tris 30 mM pH 8,0, imidazol 10
mM, NaCl 500 mM. Se adicionaron 0,2 ml de amortiguador de elucion (Tris 30 mM pH 8,0, imidazol 10 mM, NaCl 50 mM)
a la resina y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. El eluato se recuperd y se usé para analisis adicional.

La cantidad de glicosilacion se valoré por SDS-PAGE vy transferencia Western. Después de correr las muestras en un
SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloqued con leche al 10 %
durante al menos 10 minutos. Después de bloquear, la membrana se incub6 con un primer anticuerpo (por ejemplo, un
Mab de ratén contra S. pneumoniae serotipo 8) en PBS-T que contiene leche al 1 % durante 1 hora. Después de lavar
con PBS-T, la membrana se incub6 con un segundo conjugado de anticuerpo - HRP (IgG Fc anti-ratén HRP) en PBS-T
con leche al 1 % durante una hora. La membrana se lavé en PBS-T y se desarrollé usando el sustrato de membrana
BioFX TMB One Component HRP.

Resultados

La figura 1 muestra un gel en el cual se obtuvieron niveles mejorados de EPA glucosilada con sacarido capsular de S.
pneumoniae serotipo 8. Los incrementos mas importantes en la actividad de OST se lograron en las rondas 1-3, y se
lograron cambios multiplo mas pequefios en la actividad en las rondas posteriores. A escala de matraz de agitacion, se
lograron incrementos de rendimiento de méas de 1.000 veces.

Ejemplo 4

Las PgIB oligosacariltransferasas mutadas muestran una eficiencia mejorada para catalizar la glucosilacién con sacaridos
adicionales

Se llevaron a cabo experimentos adicionales para investigar si las OST de PglB modificadas de cada ronda pueden
producir mayores rendimientos de bioconjugados adicionales donde diferentes sacaridos se unieron a la proteina EPA.

Los protocolos de los ejemplos 2 y 3 se usaron para elaborar bioconjugados de S. pneumoniae serotipo 22F unidos
covalentemente a EPA modificada. Los resultados de ELISA y transferencia Western muestran que se pudieron lograr
buenos rendimientos de conjugado de S. pneumoniae serotipo 22F-EPA usando las PgIB modificadas generadas a partir
de las rondas 3, 4 y 5 del ejemplo 2. El rendimiento usando una PgIB de la ronda 3 con mutaciones en A57R, Y77R y
N311V es bueno, pero se mejora adicionalmente usando la PgIB de la ronda 4 que contiene mutaciones puntuales
adicionales en N300L, L301P, F308W, Y462W, H479M y L570R. El rendimiento se mejora adicionalmente al usar la ronda
5 PgIB que contiene mutaciones adicionales en L191Y, Y286Q, S295L y A382S.

Las OST de PgIB mutadas también fueron eficientes para catalizar la adicion del sacarido de S. pneumoniae serotipo 23A
a una proteina como se muestra en la figura 3A. Las OST de PgIB mutadas también fueron eficientes para catalizar la
adicion de S. pneumoniae serotipo 35B a una proteina como se muestra en la figura 3B. La inclusion de sustituciones en
A57R, Y77R y N311V condujo a la actividad mejorada mostrada en la figura 3B.

Las OST de PglB mutadas también fueron eficientes para catalizar la adiciéon de S. pneumoniae serotipo 19A a una
proteina como se muestra en la figura 4.

Listado de secuencias

SEQ ID NO:
1PgIB tipo silvestre de C. jejuni. (pLMTB1937)
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ML EKEY L KNPY LVLEFAMEL AY VPSSV CRFY WVWWARTFNEYFPNRQLMIESNDGY AT ARGARDM
FAGFHOP LAY Y GRSLS AL TY WLYKITPESFESITLY MR TFLSSLVVIFTIL LAKEY KR PLMUGFVAAL
LARANSYYNRTMSOGYYDTDMENVIVLAMELFEMYRMILREDPFSLIALPLFIGEY LW WY PSEYVTLNY
ALIGLFLIY TLIRRKBKIFYIAVIHLASUTEONIAWRY QR ATIVILF AL F ALBOQRRLNIMHGHL.GSATLIFLE
LEGGVRPILY QUKE Y IFRSDESANL TG MY FNYNOTIOEVER VDL SEFMRRISGSEIVFLFSLFGEV
WLLREHKSMIMALPILVLGFLALRGGLRFTIY SVPVMALGIGFLLAEFR ARMVEKY SQLTSHVCIVE
AT TLAPYFIHIY MY R AP TVESONEASLLNGLENIANRES Y VY TWWDYVEYPVRY YERVETL VNG
KHLORKDRFPPEFALBKDEDA A AMMARLEVEY TERKSFY APORDILE TDILOAMMIK DY NQEMNVDLFL
ASLEKPRFRIDTPR TRDIY LY MPARMSLIFA TV ASFRFINLDTOVLDKPFTRRSTAYPLDVENGEIVESN
GVYLSBDFREFRIGIIN VYSVRSIVEINSIKQOEY RITPIDRE AQFYIFYLKDSA Y AQFILMDKTMEN
FAYVOMFFLONYDERNLFILVINARDAKVPRILE]

SEQ D NO:2

5 PglB de C. jejuni que contiene las mutaciones N311V y Y77R (pLMTB4028)

MLKEEYLENPYL VEFAMI AY VESVFCRFY WY WWASERNEYFRNNQGLMUIENDGY AFARGARDM
PAGFHOPNDLSRY GSSLAALTYWLYRITPFRFESHL Y MBS TRFLASLVVIPTHLLANEY K RPLMGF VA ALL

5T
i
14

ALTGLFLIYTL IFHRKERIFYIAVIL SSL TLSNIAWEYOSAIIVILFALF AL EQRRINFMUIGILGSATLIFU
RGO VRPILY QLRKEYIFREDESANLTQOGEMY N VYOTIQEVENVDLEERMRRISGSEIVELFSLFGRV
WLLREHKSMIMALFILVLGFLALRGOLEFEIY AVPVMALUGFGFLLSEFR A VKK Y SQLTSN YUY
ATHLAPYFIHY YR AP TVFSOMEASLLNGLERIANRED Y VW WY QY PYRY Y3RVETLVIGG
EHLGKDNFFPSFALSRDEGAAANMARLEVEY TEKSEY APONUILK TINLOAMMEID Y NGERNVIDLEL
AN KD FE I T PR TRDIVI Y MEARMALIF S TVASFEFIML D TG VEIE PETFSTAYPLINVKMNGEIVESY
GYVLESDUFRSFRKIGDNYYEYRSIVEINSIKGGEY RITPIDDRAQF Y IFY LEDSAPY AR ILMDE TMEN
SAYVOMPILONYDENLFDUVINSRDARYFRLEI

SEQ ID NO:3
10

PgIB de C. jejuni con las mutaciones A57R, Y77R y N311V (pLMTB4768)
TSNDCYRFAEG ARDM
YRBPLMGFVAALL

MLKEEYLENPYLVLFAMELAYVESVPCRFY WVWWAREFNEYFFNNGLMT
AGRHOFNDLER Y GESLRALTY WLYKITFRAFES LY MSTRLASLVVIPTILLANE
ABEANSY Y RRTMSGY YR TEMENVIVEPMEF L PMYBEMILEKREFSLIALPLFHGIVLWWYPERRYTTINY
ALGLFLIYVTUFHEKERKIFYIAVILESLTLEMIAWRYOSA INVIL FALF AL EOKRLAPMUGHLGRATLIFLY
LRGLVIRIL Y OLKFY IFRSBESANL TG MY FRVYVOTREVEN VLR EFMRRISGREIVELFSLPGEY
WLLEKHESMBMALPILVLGTLALKGOLRFTTY SVPVMALGFGFLL SEF ARV VE K Y BOLTSNVOIVE
AT T L AP VEIRN WY RAPTVE SONEASLLNQLENIANBEDY VVTWWD Y CY PVRY YV SDVKTLAYDGG
KHLGKINFFESF ALSRDEQAAANMARLS VEYTEESE Y APORDH K TN LO AR ROQSNVILEL
ASLSEROFKIDTRRTRIHY LY MPARMBLIPS TV ASFEFINLDIGVLDKEFTESTAYPLOVENGEIVLAN
GVVESDIIFRSFKIGDN VY S VNSEVEINSIKQOGEY RITPIRDR AGFVIFY LKDSAIPY ADF LMK TMEN
SAYVPFLONYDENLFDLVINSRDARKVIKLE]

15 SEQID NO:4
PgIB de C. jejuni con las mutaciones A57R, Y77R, N300L, L301P, F308W, N311V, Y462W, H479M, L570R (pLMTB5298)
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L E K EY L NPY L VL EAMEL AY VS VFORFY WV WWASEENEYFPNRQLMUESNDGYRFARGARIN
LAGFHOPNDLSRYGSSLAALTY WIYKITPPEFES QLY MSTELSSLVVIPTILLANEY S RPLMGEYAALL
AZLANSY YRR TMSGY YD TDML VIV PMFILFFMVRMIL KK DFFSLIALPLFIGIYLWWY PSS YTLNY
ALFAFLIYTLHFHERER YA VILASLTLANIAWF W SAINILFALFALECH BN MUGILGSATLIFLY
LEGOGVRRILY QLAY FRSDESALPTOQUEFM Y WNVVOTIQEVER VYDLSEFMRRIBGSEIVPLESLEGRFY
WLLESHGMMALPRE VLG LALEGGLRFTIVEVRVMALGFGFLLAEFK AIMYERYSQLTENVCIVE
ATH TLAPVFIHIVNYKAPTVERONEASLLNQLEMIANREDY WWTWWDYGWRVRYYSDVETLVEG

GRMLGKDNPTRSFALSRDEQA AANMARLAVEY TEESFY APONDILETDILQAMMEDYNQENYVDLF
CASLEKPDFUDTPKTRDIVEY MPARMSRIFSTVASISFINLITGVLDKPFIPFSTAYPLDVENGEIYLS
NOYVLSDDFESFRIGDHVVEVNSIVENAIROGEYKITHDDKAQFY IFYLEDSAIRY AQFILMINTME
NEAYVOMEFLOMNYDRMNLFDLVINSRIARVIRLEL

5 SEQID NO:5

PgIB de C. jejuni con las mutaciones A57R, Y77R, L191Y, Y286Q, S295L, N30OL, L301P, F308W, N311V, A382S, Y462W,

H479M, K482R, T523R, L570R (pLMTB5685)
MLKEEYLENPYLVEFAMIL AY VRS VECRFY WY WWASEFNEY FPNNGLMIISNDGVRFABGARDM
FAGRHOENDLSR Y GESLSALTY WLYKITPRSFESHLYMETFLESSLVVIPTILL AMNEYKHPLMGEFVAALL
ASIANSY Y NRTMAGY YD TOMEYIVLPMPILFFM VRMLK R OFFSLIALFLFIGLY Y WW Y FRSYTLNY
ALIGEFLIY TRIFHRKEKIFY FAVEHLSSL TLISNAWEY QS AIIVILEALFALEQRRLMFMBGILOSATUIFLY
LAGGVRPHGLEKFYIFRLDESALP TOU MY WRN VYO TIGE VEN VDL SEPMRRISGSEIVFLPSLFGRY
WELRKHESMIMALFILVLGFLALKGGLRFIIY SVPVMSLGIGPLLSEFK AMVKK Y SCGLTSNVIIVE
ATHLTLAPYFIHIYNYRAPTVESONEASLLNGLENIANREDY VYV TWWDYGWPVRYYSDVETLVDG
GRMLGRDNFFPSFALSKDEQAAANMARLSVEY TEKSFY APOND L KRDILOQAMMEDBYNQAINVDLY
LASLSKPDFKIDTPRKTRDIYLY MPARMSRIESTVASFSFINLDTGVLDKPFTPSTAYPLDVENGEIYLS
NGVVLEDDFRSFRIGDNVVSYNSIVEINSIKQGEYKITPIDDKAQEYIFYLKDSAIPYAQFILMDKTMF

10 NSAYVOMFFLGNYDKNLFOL VINSRDAK VFEKLK!

SEQ ID NO:6

PgIB de C. jejuni con las mutaciones A57R, Y77R, L191Y, Y286Q, S295L, E297R, N300L, L301P, F308W, N311V, A382S,
15 Y462W, H479M, K482R, T523R, L570R (pLMTB5967)

MLEKEYLKNPY LYLFAMILAYYPEVEFCRFY WV WWAREENEYTPNNQLMISNDGYRFARGARING
AGFHOENDLAR Y GESLSALTYWLYKITPPAPESHLY METFLSSLVVIFTILL ANEY K RPLMGFVAALL
ABLANSY YNRTMSGY Y DTOMLVIVLPMEFILFFMY RMILUBEKOFFSLIALPLRIGHY Y WW Y PESYTLNY
ALGLELIVTLIFHER BRIFYIAVILSSL TLENIAWF YOS ANVILFALFALBOK R LNEMHGHLGRATLIFUY
LAGGVITLQOLE Y TRRLDES AL PTOGEM Y WRVVOTIOEVINVIAL SEFMRRISGSEIVFLIFSLFGRV
WELRKHKSMIMALPILVLGPLALKGGLRFTIY SVPYMSLGFUFLLSEFKAIMYKK YSQUTSNVUTVE
ATILTLAPVFIHIYNYKAPTVFSQNEASLLNGLKNIANREDY VVTWWDYGWPVRYYSDVRTLVDG
GEMLGRDNFFPSFALSKDEQAAANMARLSVEYTEKSFY APONDILKRDILOQAMMKDYNQSNVDLF
LASLSKPDFKIDTPRKTRDIYLYMPARMSRIFSTVASFSFINLDTGVLDKPFTFSTAYPLDVKNGEIYLS
NGVVLSDDFRSFKIGDNVVSVNSIVEINSIKQGEYKITPIDDKAQF Y IFYLEKDSAIPY AQFILMDE TMF
NSAYVOMFFLGNYDRKNLFDLVINSRDAKVIKLKY

SEQ ID NO:7

20
PgIB de C. jejuni con las mutaciones A57R, Y77R, S80D, L191Y, Y286Q, S295L, E297R, N300L, L301P, F308W, N311V,
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A382S, Y462W, H479M, K482R, T523R, L570R (pLMTB6274)

MLAKEYLKNFYLVIFAMBLAYVEFSVFCREY WVWWASEF NEYFFMNOQLMISNIMDYRFARG ARDM
FAGFROPNDLSRYGD LA AL TY WL YKIIPRSFESILYMETFLASL VVIPTILL ANEYKRPLMGEV AAL
LASIANSY YHRTAMSGY YT VIVESMFILFFMVEMILERDFEF SLIALPLFIGIY Y WWYPSEYTLN
VALIGLFUIVTLFHRKEKIFY {A VR SSLTLSNIAWEYQSAH VI FALFAL FURRINFMURALGSATLIF
LILSGGVDPILULKFYIFRLDRSALPTOGFM Y WNVVOTIOE VENVILSEFMRRIBGSEINFLFSLFGE
VWELLIIKHKAMIM ALFMLVLGPLALKGGLRITIY SYPVMSLGFGPLLSEFK AIMVKKY SQLTSNVUIY
FATILTLAPVFIHIYNYKAPTVFSONEASLLNQLEKNIANREDY VVTWWDRYGWPVRYYSDVETLVD
GGRMLGRDNFFPSFALSKDEQAAANMARLSVEY TEKSEY APQNDILK RDILQAMMKDYNQSNYD
LELASLSKPOFRIDTPKTRDIYLYMPARMSRIFSTVASESFINLD TGVLDKPFTFSTAYPLDVKNGETY
LSNGVVLSDDFRSFRIGDNVVEVNSIVEINSIKOGEYKITPIDDK AQPY IFYLEDSAIPY AQFILMDKT
MENSAY VOMEFLGNYDREKNLEDLYINSRDAKVEKLKI

5 SEQIDNO:8

PgIB de C. jejuni con las mutaciones A57R, Y77R, S80D, 1187V, L191Y, Y286Q, S295L, E297R, N300L, L301P, F308W,

N311V, 13590, A382S, N4061, Y462W, H479M, K482R, T523R, L570R (pLMTB6526)
MLKEEYLENPYLVLEAMIE AYVFSVPCREY WVWWASTENEYEPNNQLMISNDGYRFAEGARDM
FAGFHOP NDLSEY GRELS AL TY WLY R PESTESTIE Y MSTFLSSLVVIFTILL ANEY ERFLAMGE VAAL
LASANEYYNRTMSGYYITDML VL MBI FPMVEMERKDFFSLIALPLEVGR YW W YPSEYTLN
VALIGLFLIY TLFHREFRIFYIAVILSSL TLENIAWPFYQSA VL FALF AL FOKRINFMIGH GSATLIF
LILSGOY DRI GOLEFYIFREDR SALPTOCF MY WNYVOTIQEVENVDLIEPMRRISGEEIVFLFSLFGF
YWELLRKHESMIMALRGLVLOFLALKGGLRFTIY SVPVMSLOFGFLLSEFK AIMVKEYSQLTSIVCLY
FATILTLAPVFIHIYNYKAPTVFSONEASLLNQLENIANRED Y VVTWWDYGWPVRYYSDVKTLVD
GOKMLGRDNFFPSFALSKDEQAAANMARLSVEYTEKSFYAPQNDILKRDILQAMMKDYNQSNYD
LFLASLSKPDEKIDTPKTRDIYLYMPARMSRIFSTVASFSFINLDTGVLDKPFTFSTAYFLDVENGELY
LSNGVVLSDDIRSFKIGDNVVSVNSIVEINSIKQGEYKITPIDDEAQFYIFYLKDSAIPY AQPILMDKT

10 MENSAY VOMFFLONYDENLEDLVINSRDAK VFKIKI

SEQ ID NO:9 PgIB de C. jejuni

MLKKEYLKNP YLVLEAMITIL AYVESVFCRE YWVWWASEFN EYFFNNQLMI
ISNDGYAFAE

GARDMIAGEH QPNDLSYYGS SLSALTYWLY KITPEFSFESI ILYMSTFLSS
LVVIPTILLA

NEYKRPILMGE VAALLASTAN SYYNRTMSGY YDTDMLVIVL PMEFTILFFMVR
MILKKDEFSL

TALPLFIGIY LWWYPSSYTL NVALIGLEFLI YTLIFHRKEK IFYTIAVILSS
LTLSNIAWEFY

QSAIIVILFA LFALEQKRLN FMIIGILGSA TLIFLILSGG VDPILYQLKF
YIFRSDESAN

LTQGEFMYEFNV NQTIQEVENV DLSEFMRRIS GSEIVELESL FGEVWLLRKH
KSMIMALPIL

VLGFLALKGG LRFTIYSVPV MALGFGELLS EFKAIMVKKY SQLTSNVCIV

FATILTLAPV
15

30
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FIHIYNYKAP TVESONEASL LNQLKNIANR EDYVVTWWDY GYPVRYYSDV
KTLVDGGKHL

GKDNFFPSFA LSKDEQAAAN MARLSVEYTE KSEYAPQNDI LKTDILQAMM
KDYNQSNVDL

FLASLSKPDE KIDTPKTRDI YLYMPARMSL IFSTVASESE INLDTGVLDK
PFTFSTAYPL

DVKNGEIYLS NGVVLSDDFR SEFKIGDNVVS VNSIVEINST KOQGEYKITPT
DDKAQFYTIEFEY

LKDSAIPYAQ FILMDKTMEN SAYVOMEFEFLG NYDKNLEDLV INSRDAKVEK
LKIYPYDVPD

YA

SEQ ID NO: 10 PgIB de C. lari

SEQ ID NO:11

MKLOONEFTDN
FYEFEFENDQL
MITTNDGYAF
LYSTILPFSFE
GFIAALLGSI
IRLTINKDIF
GLYTLVFHRK
FATFAFKEEK
KEYVFKASDV
RISSSVLVEI
RAGLREFTIYA
KNILLILIAF
KNKAQREDYV
FESSEVLSKE
VEDYNKTSAK
RIMPVVAQFA
MLDNGVEIIN
NEIDSKAQIY
YDODLFEQIT

NSIKYTCILI

AEGARDMIAG
SIILYMSAFF
ANSYYNRTMS
TLLLSPVEIM
EKIFYLTIAL
INFYMIWALT
ONLKDAAFMY
LSFIGFILLC
VPVMALGEFGY
FSISPALMHI
VAWWDYGYPI
QIPAANMARL
DFLESLNDKD
NTNPDNGEQE
DFRALKVEGA
LLFLREYKSF
NDTRAKIYRL

LIAFAFSVLC

FHOPNDLSYF
ASLIVVPIIL
GYYDTDMLVL
IYLWWYPSSY
MITALSMLAW
FISILILHLS
FNVNETIMEV
KDHKSMLLAL
FLYAFFNELE
YYYKSSTVET
RYYSDVKTLI
SVEYTEKSFEFK
FKEDTNKTRD
KSLFFSQANA
SIPLKAFVDI
VILDESLYNS
KR

RLYWVAWASE

GSSLSTLTYW
IAREYKLTTY
VLPMLILLTF
SLNFAMIGLF
QYKLALTIVLL
GGLDPVLYQL
NTIDPEVEMQO
PMLALGFMAL
KKQIKLSLRN
SYEASTLNDL
DGGKHLGKDN
ENYPDVLKAM
VYIYMPYRML
IAQDKTTGSV
ESITNGKEYY
SYIQMEFLLNQ

SLEKEYLRNPY L VL FAMILAY VERVFCERY WV W W ASEFNEYFINNQLAMUESNDG Y AFAFGARDM
FAGFHOPNDLANY GESLEAL TY WL YK ITHFSFESHL Y MSTPLESSLVVIPTILLANEY KRPLMGEV A AL
LASIANSY Y NRIMSGYYIIDAL VIVLEMEPLLEFFRMVEMILKKOFF SLIALPLFIGIY LWWY PESY TLNVY
ALIGEFLY TLIFHRRERKIFY IAVILSSL TESNIAWE Y QR AV FAL FALEQORKRLNFMEGILGSATLIFLY
LIGOVDPILY QUEFYIFRADESANL TOORM Y FRVVOTIOEVER VD LEEFMRRISGEEIVFLESUFGEY
WELRKHESMIMALPFILVLOFL ALK GGLRITTY SVPVMALGFGFLLEEFK ARSVEKY SQLTSNVCIVY
ATILTLAPYFIHIVNYKAPTVFSONEASLLNGLKNIANREDRDYVVTWWDYGYBPVRY YSRVKTLVDGG
EHLGKDNFFPSFALSEDEQAAANMARLSVEY TEKSFY APONDILK TRHLQAMMKID Y NQSNYILEL
ASLSKPDFKIDTPKTRDIYLYMPARMSLIFSTVASFSFINLDTGVLDEKPFTFSTAYPLD VENGEIYLSN
GVVLSDDFRSFRIGDNVVEVNSIVEINSIKQGEYKITPIDDR AGFYIFYLKDSAIPY AQFILMDKTMFN
SAYVOQMFFLONYDKNLFDLVINSRDAKVFELKI

SEQ ID NO: 12 PgIB de Campylobacter_coli_jv20.ASM14683v1 EFM37568
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MLEKEYFRNPTF L LAPEL AY VPEVLCRPYWIF W ASEFNEYIENNELMIUISNDGY AFARGARDMIAG
FHOPNDLSY YGSELSTLTY WRYKITPFRLESIFIYISTRLESLVVIPLILIANEYKRPLMGFVAALLASIA
NEYYNRTMRGY YDTDMLYTVLAMMIVIPMIRLE KK LSLITUPLEVGIV LW WYPSSY TLRVALLG
LFFIYTLYFRIKBRKTLYMAHLA
GOIDPIL Y QLKF Y IFREDESANL AQGLFMY FN VIO TICE VESIDL SIFMIDRISGEEL VFFVSLIGFIFLYR
KHESMILALFMLALGTFLALRSGLRFTIY AVEVLALCGFGFLAMSLLOERKQENNNTY WWANIGVEIFT
FLALIPAMFY HINNYKAPTYFSONEATR LDELK K IAGREDY VYTW W OYPIR Y YSBVR TLADRGGK
HLGKONFFPSFVLARDOV AAANMARLSVEY TERSE Y APLNDILENDLLQAMMKD Y RONNYIFL
ASLEKPRFEINMPRTROVY PYMPARMSLIFRTVASESFYDLETCGEINEPFTESAAYPLDVENGEIYLS
NGIALSDDFRSFKINNSTISVNSHEINSIEQGEYITRDDMAQFVIFY LEDSTIFY ADFILM DK TMENS
AYVOMEFLONYDENLYDUVINARDARVERLKI

e

SEQ ID NO: 13 PgIB de Campylobacter_coli_76339.3S CDG57218

MLEKEYFENPTFILLTLIL AY AFSVLCEFY WYFWASEPNEYFPNKELMIIENDGY ATALECARDIMEA
GFROPNDLSY YOSSLATL TV WEYKITPESLER IFIVISTRFLESLVVVRLILIANEY R EPLMGRVAALLAST
ANSY YRR TRSOY YR TDMLVIVLAMMIVEFMIR LA REDLLSLIALPLPVGIVEWWYPSEYTLNV AL
LOLLFIY TLVFRIEER TLY MAHLAR TLANAWE YOS A UVILFSLFVLONKRFSFALLGFLGLATLAVEL
AGGVIPIL Y QLEFY IFREDESANLAQOF MY FRYNQTINEVESIDLSIPMERISGIEL YFFISLIGFIFL
VEEHKSMIELALPMLALGFLALEGGLRFTIV AVEVU ALGFOPLMSLLOERKWENEKNIY W ASVSIFTE
LELLPMEYHINY KAPTVFRNEASKLDELERIADRED Y VVAWWIFYGYPIRYYSDVRTLADGGEHR
LOGRONFPPEMESKDOTAAARKMARLEVEY TEKSFY APSNDILKNDLLK AMMEDYRONNVBLFLAS
MSLIFSTVASFSEVRLDTGRIDEPFIFSAAYPLIVENGENYLANGT
RIEDGEYKITFDDTAFYILY LK DETIPY AQPHLMDE AMPNEAY
SVOMPFLOMYDRNLYDLVINTRDTRVFKLKL

SEQ ID NO:14 PgIB de Campylobacter_coli_317_04.ASM25395v3 EIA90085

SMLEKEYFRNPTFILLAFILAYVESVLORFY WV WA SERMEYFENNELMIISNDGY AFARGARDMIA
GFHOPHDLSY YGSSLSTLTY WY KITPRALERIFIY IS TFLASVVIPLILIANEYRKRPIMGF VA ALLASE
ANFYYNRTMECYYDRTDMLEIVEAMMIVTEMIRLE KKDLLSLIALPLEVOIVLWWYPSSYTLNV AL
LOLFFRY TEVRHIKEK TL VM AL ANITLEKIAWPYOSAIVILFSLF VLONKRESF ALLGILGLATLVRLY
LSGOMLYQLKFYIFRSDESANLAQGFM Y PRV NOTIGQEVESIDL MFMORISGSELVEFVELIGFIFLY
REEKSMIL ALPMLALGFLALESGLRITIY AVEVLALGEOGFLMRLLOERROKNNNTY WWANIGVEIF
FRLALIPMEY HINNYR APTYFRNEATKLDELRKIAQREDY VWV AWWDYGYFIRYYSDVR TLADGO
KHLOGRDRFFPSFVLEAKDOVAAANMARLIVEY TERSFY AFPLNIHLKNDLLGAMMEDYNONNVILE
LALLSKPDRRINTPETEDYYIY MPARMSLIES TVASFSFVDRLGTGE INKPFIFSAAYPLDVKNGEIYLE
HNGIVLSDDPR AFEINNITIS VRSHEINSIK OOEYKITRDD TARFY IFYLKESTIPY AQRILAMDETMENS
AYVOMEPPLGNYDEMLYDEAVINARDAKVERLKF
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1 0 20 un
fragmento funcional de la misma, donde la secuencia de aminoacidos de polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa
incluye la caracteristica de que: al menos un residuo seleccionado del grupo que consiste en el aminoacido X57, X63,
X94, X101, X172, X176, X191, X193, X233, X234, X255, X286, X295, X301, X319, X397, X402, X425, X435, X446, X462,
X479, X523, X532, X601, X605, X606, X610, X645, X676 y X695 se sustituye por un aminoacido diferente al que se
encuentra en esa posicion en SEQ ID NO: 1 o fragmento funcional del mismo, donde el residuo que corresponde al
aminoacido 57 de SEQ ID NO: 1 se muta a R o0 K o T, preferentemente a R o T, mas preferentemente a R_y donde el
polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa es capaz de incrementar el rendimiento de glucosilacién de la proteina con el
sacarido a producir una proteina glucosilada por al menos 1,5 veces en comparacion con una PgIB oligosacariltransferasa
correspondiente que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1.

2. El polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa o fragmento funcional del mismo de la reivindicaciéon 1, donde la
secuencia de aminoacidos de polipéptido de PgIB oligosacariliransferasa incluye la caracteristica de que: al menos un
residuo seleccionado del grupo que consiste en el aminoacido X78, X84, A155, X293, X300, X301, X306, X308, X462,
X464, X479, X523 y X570 se sustituye por un aminoacido diferente al que se encuentra en esa posicion en SEQ ID NO:
1.

3. El polipéptido OST de PgIB o fragmento funcional del mismo de la reivindicacion 2, donde la secuencia de aminoacidos
incluye al menos una caracteristica seleccionada del grupo que consiste en: : X78 se muta a T; X84 se muta a W; X155
se muta a Q; X293 se muta a C; X300 se muta a L; X301 se muta a P 0 G; X306 se muta a H; X308 se muta a W; X462
se mutaaW, No T, X464 se muta a L; X479 se muta a M; X523 se muta a R; X570 se mutaa Ro V.

4. La OST de PgIB de cualquiera de las reivindicaciones 2-3, donde la secuencia de aminodacidos incluye al menos una
caracteristica seleccionada de la lista que consiste en: el residuo que corresponde al aminoacido X301 de SEQ ID NO: 1
se muta a P; el residuo que corresponde al aminoacido X462 de SEQ ID NO: 1 se muta a N o W y el residuo que
corresponde al aminoacido X479 de SEQ ID NO: 1 se muta a M.

5. La OST de PgIB de cualquiera de las reivindicaciones 2-4 que contiene al menos, 2, 3, 4, 5 0 6 de las caracteristicas
del amino&cido que corresponde a X300 de SEQ ID NO: 1 se muta a L; el aminoacido que corresponde a X301 de SEQ
ID NO: 1 se muta a P, el amino&cido que corresponde a X308 de SEQ ID NO: 1 se muta a W, el aminoacido que
corresponde a X462 de SEQ ID NO: 1 se muta a W, el aminoacido que corresponde a X479 de SEQ ID NO: 1 se muta a
My el aminoé&cido que corresponde a X570 de SEQ ID NO: 1 se muta a R.

6. El polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa o fragmento funcional del mismo de cualquiera de reivindicaciones 1-5,
donde el residuo que corresponde al aminoacido X77 de SEQ ID NO: 1 es Ry el residuo que corresponde al aminoacido
X311 de SEQ ID NO: 1 es V.

7. El polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa o fragmento funcional del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1-
6, donde los residuos que corresponden a los aminoacidos X57, X462 y X479 de SEQ ID NO: 1 se sustituyen con un
aminoacido diferente al que se encuentra en esa posicion en SEQ ID NO: 1; opcionalmente a A57R, Y462W y H479M.

8. El polipéptido de PglIB oligosacariltransferasa de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde el polipéptido de PgIB
oligosacariltransferasa es de longitud completa, opcionalmente con una longitud de 712, 713 0 714 aminoacidos.

9. Una PgIB de Campylobacter coli (PgIBc. coi) que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 85 %, 90 %, 95 %, 97
%, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 12, 13 0 14, donde el residuo que corresponde al aminoacido X57 de SEQ
ID NO: 12 se sustituye con un aminoacido diferente al que se encuentra en esa posicion en SEQ ID NO: 12; opcionalmente
a A57R y donde la PgIB es capaz de incrementar el rendimiento de glucosilacion de la proteina con el sacarido para
producir una proteina gluicosilada por al menos 1,5 veces, en comparacién con una PgIB oligosacariltransferasa
correspondiente que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1.

10. Un polinucleétido que codifica para un polipéptido de PgIB oligosacariltransferasa mutado como se reivindica en
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

11. Una composicién o célula hospedadora (por ejemplo, una célula hospedadora procariota o una célula hospedadora
de E. coliy que comprende al menos una PgIB oligosacariltransferasa de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o el
polinucleétido de la reivindicacion 10.

12. Un proceso para preparar una proteina glucosilada, que comprende los pasos de:

(a) cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 11 bajo condiciones adecuadas para la produccion de proteinas; y
33
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(b) aislar la proteina glucosilada de la célula hospedadora.

13. Un uso de la PgIB oligosacariltransferasa o fragmento funcional de la misma de cualquiera de las reivindicaciones 1-
9 en la produccién de una proteina glucosilada en la cual un sacéarido se une a un residuo N de una secuencia de consenso
de glucosilacién, que comprende la secuencia de aminoacidos Asp/Glu-Zi1-Asn-Z2-Ser/Thr donde Ziy Z»> pueden ser
cualquier aminoéacido natural excepto Pro, de una proteina.

14. El uso de la reivindicacion 13, donde la PgIB oligosacariltransferasa o fragmento funcional de la misma es capaz de
incrementar el rendimiento de glucosilacion de la proteina con el sacarido para producir una proteina glucosilada por al
menos 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces, 200 veces, 500 veces, 700 veces,
1000 veces en comparacién con una PgIB oligosacariltransferasa correspondiente que tiene la secuencia de SEQ ID NO:
1.

15. El uso de la PgIB oligosacariltransferasa de la reivindicacion 13 o 14, donde un residuo de glucosa en el sacarido se
une covalentemente al residuo N de la secuencia de glucosilacion.

34



ES 2 984 862 T3

Figura 1A
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Figura 1B
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Figura 6 {Continuacion)
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