ES 2 534 465 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 534 465

@Int. Cl.:

CO07K 16/32 (2006.01)
C12P 21/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  10.11.2006 E 06837184 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 25.02.2015  EP 1954815

T3

Tl'tulo: Produccién de glucoproteinas con O-glucosilacion reducida

Prioridad:

22.11.2005 US 737108 P

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
23.04.2015

@ Titular/es:

GLYCOFI, INC. (100.0%)
21 LAFAYETTE STREET, SUITE 200
LEBANON NH 03766, US

@ Inventor/es:

BOBROWICZ, PIOTR;
COOK, JAMES W. y
KETT, WARREN

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534465 T3

DESCRIPCION
Produccién de glucoproteinas con O-glucosilacion reducida
Antecedentes de la invencion
(1) Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para producir proteinas que tienen patrones especificos de glucosilacion.
En particular, la presente invencion se refiere a métodos para producir proteinas que tienen glucosilacién O-ligada
reducida.

(2) Descripcion de la técnica relacionada

Las glucoproteinas median muchas funciones esenciales en seres humanos y otros mamiferos, incluyendo catalisis,
sefalizacion, comunicacion célula-célula, y reconocimiento y asociacion molecular. Las glucoproteinas componen la
mayoria de las proteinas no citosélicas en organismos eucariotas (Lis y Sharon, 1993, Eur. J. Biochem. 218:1-27).
Muchas glucoproteinas se han explotado para propdsitos terapéuticos, y durante las Ultimas dos décadas, versiones
recombinantes de glucoproteinas de originen natural han sido una parte principal de la industria de biotecnologia.
Ejemplos de proteinas glucosiladas recombinantes usadas como agentes terapéuticos incluyen eritropoyetina
(EPO), anticuerpos monoclonales (mAb) terapéuticos, activador de plasmindgeno tisular (tPA), interferon-P (IFN-B),
factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), y gonadotropina coriénica humana (hCH)
(Cumming et al., 1991, Glycobiology 1:115-130). Variaciones en los patrones de glucosilacién de glucoproteinas
producidas de forma recombinante han sido recientemente el tdpico de mucha atencion en la comunidad cientifica
como proteinas recombinantes producidas como enfoque profilactico y terapéutico potencial en clinica.

En general, las estructuras de glucosilaciéon de oligosacéaridos de glucoproteina variaran dependiendo de la especie
hospedadora de las células usadas para producirlos. Las proteinas terapéuticas producidas en células
hospedadoras no humanas probablemente contienen glucosilacién no humana que puede provocar una respuesta
inmunogénica en seres humanos, por ejemplo, hipermanosilacién en levaduras (Ballou, 1990, Methods Enzymol.
185:440-470); a(1,3)-fucosa y B(1,2)-xilosa en plantas, (Cabanes-Macheteau et al., 1999. Glycobiology, 9: 365-372);
acido N-glucolilneuraminico en células de ovario de hamster Chino (Noguchi et al., 1995. J. Biochem. 117: 5-62); v,
glucosilacién Gala-1,3Gal en ratones (Borrebaeck, et al., 1993, Immun. Today, 14: 477-479). Las cadenas de
carbohidrato unidas a proteinas en células animales incluyen cadenas de carbohidrato de tipo enlace N-glucésido
(también llamados N-glucanos; o glucosilacién N-ligada) unidas a un resto de asparagina (Asn) en la proteina y
cadenas de carbohidrato tipo enlace O-glucésido (también llamados O-glucanos; o glucosilacion O-ligada) unidas a
un resto de serina (Ser) o treonina (Thr) en la proteina.

Como las estructuras oligosacaridas de glucoproteinas producidas por células de mamifero no humanas tienden a
estar mas estrechamente relacionadas con aquellas de glucoproteinas humanas, se producen glucoproteinas mas
comerciales en células de mamifero. Sin embargo, las células de mamifero tienen varias desventajas importantes
como células hospedadoras para la produccion de proteinas. Mas alla de ser costosos, los procesos para producir
proteinas en células de mamifero producen poblaciones heterogéneas de glucoformas, tienen bajos titulos
volumeétricos, y requieren tanto contencién viral en curso como un tiempo significativo para generar lineas celulares
estables.

Estd bien reconocido que las glucoformas particulares en una proteina pueden afectar profundamente a las
propiedades de la proteina, incluyendo su farmacocinética, farmacodinamica, interaccion con receptor, y
propiedades de direccionamiento especificas de tejido (Graddis et al., 2002. Curr Pharm Biotechnol. 3: 285-297). Por
ejemplo, se ha demostrado que diferentes patrones de glucosilacién de Ig estan asociados con diferentes
propiedades bioldgicas (Jefferis y Lund, 1997, Antibody Eng. Chem. Immunol., 65: 111-128; Wright y Morrison, 1997,
Trends Biotechnol., 15: 26-32). Se ha demostrado adicionalmente que la galactosilacion de una glucoproteina puede
variar con las condiciones de cultivo celular, que pueden volver algunas composiciones de glucoproteina
inmunogénicas dependiendo del patrén especifico de galactosa en la glucoproteina (Patel et al., 1992. Biochem J.
285: 839-845). Sin embargo, como no se sabe cudl o cudles glucoformas especificas contribuyen a una funcién
biolégica deseada, la capacidad de enriquecer glucoformas especificas en glucoproteinas es muy deseable. Como
diferentes glucoformas estan asociadas con diferentes propiedades biolégicas, la capacidad de enriquecer
glucoproteinas que tengan una glucoforma especifica puede usarse para dilucidar la relacién entre una glucoforma
especifica y una funciéon bioldégica especifica de la glucoproteina. Ademas, la capacidad de enriquecer
glucoproteinas que tengan una glucoforma especifica posibilita la produccién de glucoproteinas terapéuticas que
tengan especificidades particulares. Por tanto, la produccion de composiciones de glucoproteina que estén
enriquecidas en glucoformas particulares es muy deseable.

Aunque la via de glucosilacion N-ligada se ha sometido a mucho analisis, el proceso y funcién de glucosilacion O-
ligada aun no esta tan bien comprendido. Sin embargo, se sabe que en contraste con la glucosilacion N-ligada, la O-
glucosilacién es un evento post-traduccional, que sucede en el cis-Glogi (Varki, 1993, Glycobiol., 3: 97-130). Aunque
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no parece existir una secuencia aceptora consenso para glucosilacion O-ligada como para la glucosilacion N-ligada,
una comparacion de secuencias de aminoacidos respecto a una gran cantidad de sitios de glucosilacion O-ligada de
varias glucoproteinas muestra una frecuencia aumentada de restos de prolina en las posiciones -1 y +3 respecto a
los restos glucosilados y un marcado aumento de restos de serina, treonina y alanina (Wilson et al., 1991, Biochem.
J., 275: 529-534). Tramos de restos de serina y treonina en glucoproteinas, también pueden ser sitios potenciales
para O-glucosilacion.

Una familia de genes que tiene un papel de glucosilacién O-ligada son los genes que codifican la Dol-P-
Man:Proteina (Ser/Thr) Manosil Transferasa (Pmt). Estos genes altamente conservados se han identificado tanto en
eucariotas superiores tales como seres humanos, roedores, insectos y similares asi como en eucariotas inferiores
tales como hongos y similares. Levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris codifican hasta
siete genes PMT que codifican homélogos Pmt (revisado en Willer et al. Curr. Opin. Struct. Biol. 2003 Oct;13(5):
621-30.). En levaduras, la glucosilacion O-ligada empieza por la adicion de la manosa inicial a partir de dolicol-
fosfato manosa a un resto de serina o treonina de una glucoproteina naciente en el reticulo endoplasmatico por uno
de los siete genes de O-manosil transferasa. Aunque parece haber siete genes PMT que codifican homé6logos Pmt e
levaduras, la O-manosilacion de proteinas fungicas y heterélogas secretadas en levaduras es principalmente
dependiente de los genes que codifican Pmt1 y Pmt2, que parecen funcionar como heterodimeros. PMT1y PMT2y
sus productos proteicos, Pmt1 y Pmt2, respectivamente, parecen estar altamente conservados entre especies.

Tanner et al. en la patente de Estados Unidos N° 5.714.377 describe los genes PMT1y PMT2 de Saccharomyces
cerevisiae y un método para preparar proteinas recombinantes que tengan glucosilacion O-ligada reducida que usa
células fungicas en que uno o mas genes PMT se han modificado genéticamente de modo que se produzcan
proteinas recombinantes, que tienen glucosilacion O-ligada reducida.

Ng et al. en la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N° 20020068325 describe inhibicion de O-
glucosilacién a través del uso de antisentido o cosupresion o a través de la modificacion por ingenieria de cepas
hospedadoras de levadura que han perdido mutaciones funcionales en genes asociados con glucosilacion O-ligada,
en particular, uno o mas de los genes PMT.

Las UDP-N-acetil-alfa-D-galactosamina:polipéptido N-acetil galactosaminil-transferasas (GalNAc-transferasas) estan
implicadas en la glucosilacion O-ligada tipo mucina encontrada en eucariotas superiores. Estas enzimas inician la O-
glucosilacién de aminodacidos especificos de serina y treonina en proteinas afadiendo N-acetilgalactosamina al
grupo hidroxilo de estos aminoacidos al cual después pueden anadirse restos de manosa de un modo por etapas.
Clausen et al. en la patente de Estados Unidos N® 5.871.990 y la solicitud de patente publicada de Estados Unidos
N2 20050026266 describen wuna familia de &acidos nucleicos que codifican UDP-N-acetil-alfa-D-
galactosamine:polipéptido N-acetil galactosaminil-transferasas (GalNAc-transferasas). Clausen en la solicitud de
patente publicada de Estados Unidos N2 20030186850 describe el uso de GalNAc-beta-benzilo para inhibir
selectivamente lectinas de polipéptido GalNAc-transferasas y no servir como sustratos para otras
glucosiltransferasas implicadas en biosintesis de O-glucanos, inhibiendo de este modo la O-glucosilacion.

Se han descrito inhibidores de glucosilacién O-ligada. Por ejemplo, Orchard et al. en la patente de Estados Unidos
N? 7.105.554 describe benzilideno tiazolidinadionas y su uso como agentes antimicéticos, por ejemplo, agentes
antifingicos. Se ha informado que estas benzilideno tiazolidinadionas inhiben la enzima Pmt1, evitando la formacién
de las manoproteinas O-ligadas y comprometiendo la integridad de la pared celular fungica. El resultado final es el
hinchamiento celular y finalmente la muerte a través de ruptura.

Konrad et al. en la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N2 20020128235 describe un método para tratar
o prevenir la diabetes mellitus por inhibicion farmacoldgica de glucosilacién de proteinas O-ligada en un tejido o
célula. El método depende del tratamiento de un individuo diabético con (Z)-1-[N-(3-Amoniopropil)-N-(n-propil)amino]
diazenio-1,2-diolato o un derivado del mismo, que se une a N-acetilglucosamina O-ligada transferasa e inhibe de
este modo la glucosilacion O-ligada.

Kojima et al. en la patente de Estados Unidos N® 5.268.364 describe composiciones terapéuticas para la inhibicion
de O-glucosilacion usando compuestos tales como bencilo-a-N-acetilgalactosamina, que inhibe la extensién de O-
glucosilacién conduciendo a acumulacién de O-a-GalNAc, para bloquear la expresiéon de SLex o SLea por leucocitos
o células tumorales e inhibir de este modo la adhesion de estas células a células endoteliales y plaguetas.

Boime et al. en la patente de Estados Unidos N® 6.103.501 describe variantes de hormonas en que la glucosilacion
O-ligada estaba alterada por modificacion de la secuencia de aminoacidos en el sitio de glucosilacion.

Los presentes inventores han descubierto que compuestos quimicos particulares que son inhibidores de proteinas
Pmt, que son generalmente letales para los hongos, pueden usarse de un modo que no es letal para las células
hospedadoras para la produccion de proteinas recombinantes con glucosilaciéon O-ligada reducida. Esto posibilita
controlar la glucosilacion O-ligada de proteinas producidas en hongos y células de levadura. Otras clases de
compuestos quimicos, que los inventores creen que son inhibidores no letales de las enzimas PMT, también son
utiles en la produccion de glucoproteinas mejoradas con glucosilacién O-ligada reducida. Los presentes inventores
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han descubierto adicionalmente que la adicién a la célula hospedadora o cultivo celular de ciertas clases de
enzimas, concretamente, a-1,2-manosidasas, solas o en combinacién con un inhibidor quimico de proteinas Pmt
realiza una reduccion adicional de la O-glucosilacion.

Breve sumario de la invencion

La presente invencién proporciona métodos para producir proteinas y glucoproteinas que tienen patrones
especificos de glucosilacion. En particular, la presente invencién proporciona un método para preparar
composiciones de proteina recombinante en una célula hospedadora en que la glucosilacion O-ligada de la proteina
recombinante se reduce poniendo en contacto las células hospedadoras con uno o més inhibidores de glucosilacion
O-ligada mediada por Pmt de proteinas en la célula hospedadora o poniendo en contacto las células hospedadoras
o la proteina recombinante con una o mas a-1,2-manosidasas, o ambas. La cantidad de glucosilacion O-ligada de la
proteina o glucoproteina recombinante se reduce en comparacion con la cantidad de glucosilacion O-ligada de la
proteina o glucoproteina recombinante producida por la célula hospedadora en ausencia del inhibidor.

Glucosilacién O-ligada mediada por Pmt se refiere a glucosilacién O-ligada donde la transferencia de restos de
manosa a los restos de serina o treonina de una proteina esta mediada por una proteina-O-D-manosiltransferasa
(Pmt) u homdlogo codificado por un gen PMT o su homélogo. Los inhibidores de glucosilacion O-ligada mediada por
Pmt incluyen inhibidores que inhiben uno cualquiera de los homélogos de los genes PMT. En un aspecto
actualmente preferido, el inhibidor inhibe al menos la actividad Pmt1 y/o Pmt2 de hongos y levaduras, o el
correspondiente homdlogo en otros organismos, incluyendo aunque sin limitacién, mamiferos, plantas, e insectos.

Actualmente, es preferible que la cantidad de glucosilacion O-ligada se haya reducido a través del uso de un
inhibidor quimico, por ejemplo, un inhibidor quimico abarcado por la clase de agentes quimicos llamados bencilideno
tiazolidinadionas. En realizaciones particulares, el inhibidor quimico se selecciona entre el grupo que consiste en
acido 5-[[3,4-bis(fenilmetoxi)fenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; acido 5-[[3-(1-feniletoxi)-4-(2-
feniletoxi)Jfenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; 3-hidroxi-4-(2-feniletoxi)benzaldehido; 3-(1-feniletoxi)-4-
(2-feniletoxi)-benzaldehido; acido 5-[[3-(1-fenil-2-hidroxi)etoxi)-4-(2-feniletoxi)]fenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-
tiazolidinaacético.

La invencién proporciona el método para producir una proteina que tenga glucosilacién O-ligada reducida que
comprende:

(a) proporcionar un acido nucleico que codifica una glucoproteina y un segundo acido nucleico que codifica una
al,2-manosidasa;

(b) introducir el acido nucleico y el segundo acido nucleico en una célula hospedadora y cultivar la célula
hospedadora que contiene el acido nucleico y el segundo &cido nucleico para producir un cultivo de la célula
hospedadora;

(c) poner en contacto el cultivo de la célula hospedadora con uno 0 mas inhibidores de glucosilacion O-ligada
mediada por Pmt; y

(d) aislar la glucoproteina producida por la célula hospedadora en presencia del uno o mas inhibidores de
glucosilacién O-ligada mediada por Pmt para producir la proteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida.

En aspectos adicionales, se proporciona un método para producir composiciones de proteina recombinante que
tienen glucosilacién O-ligada reducida, que usan uno o mas inhibidores de las proteinas Pmt implicadas en
glucosilacién O-ligada y/o una o mas enzimas a-1,2-manosidasa para producir la proteina que tiene glucosilacion O-
ligada reducida. Las o-1,2-manosidasas actualmente preferidas pueden aislarse de células eucariotas, incluyendo
células de mamifero y de levadura. En realizaciones actualmente preferidas, la a-1,2-manosidasa es la producida
por Trichoderma reesei, Saccharomyces sp., 0 Aspergillus sp. En otras realizaciones actualmente preferidas, la o-
1,2-manosidasa puede producirse a partir de una construcciéon quimérica que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica el dominio catalitico de una a-1,2-manosidasa unido de forma funcional a una secuencia de
acido nucleico que codifica un péptido sefal de direccionamiento celular no asociado normalmente con el dominio
catalitico. En otras realizaciones, la a-1,2-manosidasa puede producirse por separado y afiadir al cultivo celular, o
puede producirse por co-expresion de la a-1,2-manosidasa con la glucoproteina recombinante.

En aspectos particulares del método, la composicion de proteina recombinante comprende una glucoproteina que
tiene glucosilacion N-ligada donde la glucoproteina recombinante incluye al menos una N-glucoforma predominante
y tiene glucosilacién O-ligada reducida. Por lo tanto, se describen adicionalmente composiciones de glucoproteina
que comprenden una especie predominante de estructura de N-glucano y que tienen glucosilacién O-ligada reducida
en comparacion con composiciones de la glucoproteina que se ha producido en células hospedadoras que no se
han incubado en presencia de un inhibidor de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt o una a-1,2-manosidasa
capaz de recortar mas de un resto de manosa de una estructura de glucano. En aspectos particulares, la
composicion de glucoproteina comprende una glucoproteina que tiene una estructura predominante de N-glucano
seleccionada entre el grupo que consiste en las glucoformas MansGlcNAc,, ManszGIcNAc., GlcNAcMansGIcNAcs,
GIcNAcMansGlcNAc,, GlcNAc:MansGIcNAcz, GalGlcNAcMansGIcNAc,,  Gal(GlcNAc).MansGIcNAcz, (GalGlc-
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NAc)2MansGlcNAcz, NANAGalGlcNAcManzGlcNAce, NANA>GalGIcNAcMansGlcNAcz, y GalGlcNAcMansGIcNACcs.
Un aspecto importante del método es que proporciona una composicion de glucoproteina que comprende
glucosilacién O-ligada reducida y predominantemente una glucoforma N-ligada especifica en que la glucoproteina
recombinante puede mostrar actividad biolégica aumentada y/o inmunogenicidad indeseada disminuida respecto a
composiciones de la misma glucoproteina producida a partir de cultivo celular de mamifero, tal como células CHO.
Una ventaja adicional de producir la composicion de glucoproteina que comprende glucosilacién O-ligada reducida y
una glucoforma N-ligada predominante es que evita la produccion de glucoformas indeseadas o inactivas y mezclas
heterogéneas, que pueden inducir efectos indeseados y/o diluir la glucoforma mas eficaz. Por tanto, composiciones
farmacéuticas terapéuticas de moléculas glucoproteicas que comprenden, por ejemplo, predominantemente las
glucoformas MansGIcNAcz, MansGlcNAc,, GlcNAcMansGIcNAcz, GIcNAcMansGlcNAcz, GlcNAcaMansGlcNAcs,
GalGlcNAcMansGlcNAce, Gal(GlcNAc)2MansGIcNAc,, (GalGlcNAc).MansGIcNAcz, NANAGalGlcNAcMan3sGlcNAc,
NANA,Gal>GIlcNAcMansGIcNAc,, y GalGlcNAcMansGIcNAc, y que tienen glucosilacion O-ligada reducida pueden
ser muy eficaces a dosis inferiores, teniendo de este modo mayor eficacia/potencia.

Por lo tanto, se proporciona un método para producir una proteina que tenga glucosilacion O-ligada reducida que
comprende proporcionar un &cido nucleico que codifica una proteina; introducir el acido nucleico en una célula
hospedadora para proporcionar un cultivo de la célula hospedadora; poner en contacto el cultivo con uno o mas
inhibidores de glucosilacion O-ligada mediada por Pmt; y aislar la glucoproteina producida por la célula hospedadora
en presencia del inhibidor para producir la proteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida.

En aspectos particulares del método, el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una
multiplicidad de las células hospedadoras que tienen el acido nucleico antes de poner en contacto el cultivo con el
uno o mas inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt o el cultivo se cultiva en presencia del uno o mas
inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt en el momento en que se establece el cultivo.

En un aspecto adicional del método, el acido nucleico que codifica la proteina se une de forma funcional a un
promotor inducible. Después el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una multiplicidad de
las células hospedadoras que tienen el acido nucleico antes de poner en contacto el cultivo con el uno o mas
inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt y un inductor del promotor para inducir la expresién de la
proteina y aislar la proteina producida por la célula hospedadora en presencia del uno o mas inhibidores y el inductor
para producir la proteina que tiene glucosilacién O-ligada reducida o el cultivo se pone en contacto con un inductor
del promotor para inducir la expresion de la proteina durante un tiempo antes de poner en contacto el cultivo con el
uno o mas inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt y aislar la proteina producida por la célula
hospedadora en presencia del inhibidor y el inductor para producir la proteina que tiene glucosilacién O-ligada
reducida.

Se proporciona adicionalmente un método para producir una proteina que tenga glucosilacién O-ligada reducida que
comprende proporcionar un acido nucleico que codifica una proteina; introducir el acido nucleico en una célula
hospedadora para proporcionar un cultivo de la célula hospedadora; poner en contacto el cultivo con una o mas
enzimas o-1,2-manosidasa; y aislar la proteina producida por la célula hospedadora en presencia de la una o mas
enzimas o-1,2-manosidasa para producir la glucoproteina que tiene glucosilacién O-ligada reducida.

En aspectos particulares del método, el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una
multiplicidad de las células hospedadoras que tienen el &cido nucleico antes poner en contacto el cultivo con la una
0 mas enzimas o-1,2-manosidasa. En otros aspectos, el cultivo se cultiva en presencia de la una o0 mas enzimas o-
1,2-manosidasa.

En aspectos adicionales del método, se proporciona un segundo &cido nucleico que codifica la una 0 mas enzimas
o-1,2-manosidasa y se introduce el segundo &cido nucleico en la célula hospedadora. En aspectos particulares, se
proporciona un segundo &cido nucleico que codifica la una o mas enzimas o-1,2-manosidasa unido de forma
funcional a un promotor inducible y se introduce el segundo acido nucleico en la célula hospedadora y el cultivo se
cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una multiplicidad de las células hospedadoras antes de inducir
la expresion de la proteina y la una o mas enzimas o-1,2-manosidasa para producir la proteina que tiene
glucosilacién O-ligada reducida o la expresion de la proteina se induce durante un tiempo antes de inducir la
expresion de la una o mas enzimas o-1,2-manosidasa para producir la proteina que tiene glucosilacién O-ligada
reducida o la expresion de la una o mas enzimas a-1,2-manosidasa se induce durante un tiempo antes de inducir la
expresion de la proteina para producir la proteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida.

Se proporciona adicionalmente un método para producir una proteina que tiene glucosilacién O-ligada reducida que
comprende proporcionar un &cido nucleico que codifica una proteina unido de forma funcional a un promotor
inducible; introducir el &cido nucleico en una célula hospedadora y cultivar la célula hospedadora que contiene el
acido nucleico para producir un cultivo de la célula hospedadora; poner en contacto el cultivo con uno o mas
inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt y una o mas de una o mas enzimas o-1,2-manosidasa; y
aislar la glucoproteina producida por la célula hospedadora en presencia del uno o mas inhibidores y la una o mas
de una o mas enzimas o-1,2-manosidasa para producir la proteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida.
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En aspectos particulares del método, el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una
multiplicidad de las células hospedadoras que tienen el acido nucleico antes de poner en contacto el cultivo con el
uno o mas inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt o el cultivo se cultiva en presencia del uno o mas
inhibidores de glucosilacion O-ligada mediada por Pmt en el momento en que se establece el cultivo.

En un aspecto adicional del método, el acido nucleico que codifica la proteina se une de forma funcional a un
promotor inducible. Después el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una multiplicidad de
las células hospedadoras que tienen el acido nucleico antes de poner en contacto el cultivo con el uno o mas
inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt y un inductor del promotor para inducir la expresiéon de la
proteina y aislar la proteina producida por la célula hospedadora en presencia del uno 0 mas inhibidores y el inductor
para producir la proteina que tiene glucosilacién O-ligada reducida o el cultivo se pone en contacto con un inductor
del promotor para inducir la expresién de la proteina durante un tiempo antes de poner en contacto el cultivo con el
uno o mas inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt y aislar la proteina producida por la célula
hospedadora en presencia del inhibidor y el inductor para producir la proteina que tiene glucosilacién O-ligada
reducida.

En aspectos particulares del método, el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una
multiplicidad de las células hospedadoras que tienen el acido nucleico antes de poner en contacto el cultivo con la
una o mas enzimas o-1,2-manosidasa. En otros aspectos, el cultivo se cultiva en presencia de la una o0 mas enzimas
o-1,2-manosidasa.

En aspectos adicionales del método, se proporciona un segundo &cido nucleico que codifica la una 0 mas enzimas
o-1,2-manosidasa y se introduce el segundo &cido nucleico en la célula hospedadora. En aspectos particulares, se
proporciona un segundo &cido nucleico que codifica la una o mas enzimas o-1,2-manosidasa unido de forma
funcional a un promotor inducible y se introduce el segundo acido nucleico en la célula hospedadora y el cultivo se
cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una multiplicidad de las células hospedadoras antes de inducir
la expresion de la proteina y la una o mas enzimas o-1,2-manosidasa para producir la proteina que tiene
glucosilacién O-ligada reducida o la expresion de la proteina se induce durante un tiempo antes de inducir la
expresion de la una o mas enzimas o-1,2-manosidasa para producir la proteina que tiene glucosilacién O-ligada
reducida o la expresion de la una o mas enzimas a-1,2-manosidasa se induce durante un tiempo antes de inducir la
expresion de la proteina para producir la proteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida.

En aspectos adicionales de los anteriores métodos que usan uno o mas inhibidores de una proteina Pmt,
actualmente, se prefiere seleccionar el uno o mas inhibidores entre la clase de moléculas que comprende
bencilideno tiazolidinadionas. Actualmente, es preferible seleccionar el uno o més inhibidores entre el grupo que
consiste en acido 5-[[3,4-bis(fenilmetoxi)fenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; acido 5-[[3-(1-feniletoxi)-4-
(2-feniletoxi)]fenillmetil-ene]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; y acido 5-[[3-(1-fenil-2-hidroxi)etoxi)-4-(2-
feniletoxi)]feniljmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético.

En aspectos particulares de los métodos anteriores que usan una o-1,2-manosidasa, actualmente es preferible que
la o-1,2-manosidasa se seleccione entre el grupo que consiste en Trichoderma reesei, Saccharomyces sp., y
Aspergillus sp. Actualmente, es preferible que la a-1,2-manosidasa sea de Trichoderma reesei. Como alternativa, la
célula hospedadora puede incluir ademas del primer acido nucleico que codifica la proteina o glucoproteina, un
segundo acido nucleico, que codifica la a-1,2-manosidasa, unido de forma funcional a un promotor inducible. La
expresion de la a-1,2-manosidasa y la proteina o glucoproteina puede inducirse simultdaneamente o la expresion de
la proteina o glucoproteina puede inducirse antes de la expresién de la a-1,2-manosidasa o viceversa.

Aunque el método puede realizarse usando cualquier célula hospedadora que produzca proteinas que tengan
glucosilacién O-ligada, en aspectos actualmente preferidos, la célula hospedadora es una célula eucariota inferior,
preferiblemente una célula fingica o una célula de levadura. Actualmente, se prefiere que la célula hospedadora se
seleccione entre el grupo que consiste en células de K. lactis, Pichia pastoris, Pichia methanolica, y Hansenula. En
otras realizaciones para producir glucoproteinas recombinantes en particular, la célula hospedadora es una célula de
levadura o fungica filamentosa que se ha modificado genéticamente para producir glucoproteinas con
predominantemente una estructura particular de N-glucano. En aspectos particularmente preferidos, las células
hospedadoras se modifican genéticamente de modo que expresen glucoproteinas recombinantes en que el patron
de glucosilacién sea tipo humano o humanizado. En particular, las células hospedadoras pueden modificarse de
modo que expresen glucoproteinas recombinantes que tengan predominantemente una estructura de N-glucano
deseada particular. Una célula hospedadora eucariota inferior cuando se usa en este documento en relacion con
perfiles de glucosilacién, se refiere a cualquier célula eucariota que habitualmente produce glucanos N-ligados de
alto contenido de manosa, y por tanto incluye las células eucariotas inferiores mas tipicas, incluyendo células
fungicas y algales uni- y multi-celulares.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra el efecto de inhibidores de Pmt sobre la O-glucosilacién de proteinas indicadoras
recombinantes secretadas en Pichia pastoris. Los inhibidores quimicos de Pmt reducian la O-glucosilacién hasta
un nivel similar al observado en una cepa que carece de PMT1. Se us6 transferencia de Western usando un
anticuerpo anti-polihistidina para detectar el dominio Kringle 1-3 humano (K1-3) marcado con His de
plasminégeno humano en el medio de crecimiento de cepas de tipo silvestre (carriles 1-3) y pmt1 (carriles 4-5).
Las bandas de migracion mas lenta (observadas como una mancha de mayor peso molecular para K1-3 en el
carril 1) indican proteina O-glucosilada. Pmti-1, inhibidor 1 de PMT.

La Figura 2 muestra una transferencia de Western que demuestra el efecto de a-manosidasa de T. reesei y el
inhibidor quimico Pmti-2 sobre la O-glucosilacion de polipéptidos de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina.
Tanto la a-manosidasa de T. reesei como los inhibidores quimicos de Pmt redujeron el nivel de O-glucosilacion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un método para expresar una proteina recombinante (incluye polipéptidos y
glucoproteinas), que es susceptible a glucosilacion O-ligada en una célula hospedadora particular, que tiene una
cantidad reducida de glucosilacién O-ligada (incluyendo glucosilacion no O-ligada) en ese tipo celular. EI método
implica inducir la expresién de una proteina de interés en una célula hospedadora en que la proteina es susceptible
a glucosilacion O-ligada en la célula hospedadora en presencia de un inhibidor quimico de la actividad de una o mas
proteinas Dol-P-Man:Proteina (Ser/Thr) Manosil Transferasa (Pmt) implicadas en la transferencia de manosa a un
resto de serina o treonina de la proteina en la célula o una o mas o 1,2-manosidasas, 0 ambas, en el momento en
que se induce la expresién de la proteina. La proteina que se expresa en presencia del inhibidor o la una 0 mas a
1,2-manosidasas tiene una cantidad reducida de glucosilacion O-ligada en comparacién con la cantidad de
glucosilacién O-ligada que estaria presente en la proteina si se hubiera producido en ausencia del inhibidor o la una
o0 mas o 1,2-manosidasas, o ambos. El método es particularmente til porque proporciona un medio para producir
proteinas terapéuticamente relevantes donde se desea que la proteina tenga una cantidad reducida de O-
glucosilacién en células hospedadoras tales como eucariotas inferiores, por ejemplo levaduras, y bacterias, que
normalmente producirian proteinas con glucanos O-ligados, que tienen una cantidad reducida de glucanos O-
ligados. Sin embargo, aunque el método es especialmente adecuado para expresar proteinas con glucosilacion O-
ligada reducida en organismos eucariotas inferiores, el método también puede ponerse en practica en organismos
eucariotas superiores y bacterias.

El método es una mejora sobre los métodos de la técnica previa para producir proteinas que tienen glucosilaciéon O-
ligada reducida en células hospedadoras en que las proteinas son susceptibles a glucosilacién O-ligada. Por
ejemplo, Tanner et al. en la patente de Estados Unidos N® 5.714.377 describe un método para preparar proteinas
recombinantes que tienen glucosilacion O-ligada reducida usando células fungicas tales como células de levadura
en que uno o mas genes PMT que codifican la proteina Pmt se han modificado genéticamente de modo se producen
proteinas recombinantes, que tienen glucosilacion O-ligada reducida. Aunque la delecion de cualquiera de los genes
PMT1 o PMT2 en una célula hospedadora flngica posibilita la produccién de una proteina recombinante que tiene
glucosilacién O-ligada reducida en la célula hospedadora fungica, la expresiéon de los genes PMT1 y PMT2 es
importante para células hospedadoras cultivadas y cualquier delecion individual también afecta de forma adversa a
la capacidad de la célula hospedadora fungica de crecer haciendo por tanto dificil producir una cantidad suficiente de
células hospedadoras o proteina recombinante con una cantidad reducida de glucosilacion O-ligada. La delecion de
ambos genes parece ser letal para la célula hospedadora flngica. Por lo tanto, la eliminacién genética de los genes
PMT1y PMT2 en una célula hospedadora pareceria ser un medio indeseable para producir proteinas recombinantes
que tengan glucosilacién O-ligada reducida.

En contraste, los genes PMT en las células hospedadoras usadas en el método de la presente invencién no se han
modificado o delecionado, lo que posibilita que la célula hospedadora O-glucosile aquellas proteinas que son
importantes para el crecimiento celular hasta el momento en que se inhibe la actividad de las proteinas Pmt. En
general, esto posibilita que las células hospedadoras crezcan hasta niveles mayores que los niveles que podrian
obtenerse si los genes PMT se hubieran delecionado. Ademas, en realizaciones particulares, la expresion de la
proteina recombinante en la célula hospedadora se controla mediante un promotor inducible y la actividad Pmt en la
célula hospedadora no se inhibe o se afiade una o0 mas a 1,2-manosidasas, o0 ambos, hasta que induzca la
expresion de la proteina recombinante. Esto posibilita la produccion de grandes cantidades de células hospedadoras
que contienen un &cido nucleico que codifica una proteina recombinante en cultivo antes de inducir la expresion de
la proteina recombinante y afadir el inhibidor de Pmt y/o una o0 mas a 1,2-manosidasas. Esto puede posibilitar la
produccion de cantidades mayores de proteina recombinante que tiene glucosilacién O-ligada reducida en el cultivo
en un periodo mas corto de tiempo que lo que sucederia para células hospedadoras en que se han delecionado uno
o0 mas genes PMT y han crecido mal en cultivo.

Esta mejora sobre la técnica previa también facilita la produccion de glucoproteinas que tiene glucosilacion O-ligada
reducida en células hospedadoras que se han modificado genéticamente para producir glucoproteinas que tienen
predominantemente una estructura particular de glucano N-ligado pero que también O-glucosilan la glucoproteina.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534465 T3

Se han descrito métodos para producir una amplia diversidad de glucoproteinas que tienen predominantemente
glucoformas N-ligadas particulares en la patente de Estados Unidos N° 7.029.872 y las solicitudes publicadas de
Estados Unidos N¢ 20050170452, 20050260729, 20040230042, 20050208617, 20050208617, 20040171826,
20060160179, 20060040353, y 20060211085. Puede usarse una cualquiera de las células hospedadoras descritas
en la patente y solicitudes de patente mencionadas anteriormente para producir una glucoproteina que tiene
predominantemente una estructura particular de glucano N-ligado y que tiene glucosilacion O-ligada reducida
usando el método descrito en este documento. Se ha descubierto que algunas células hospedadoras que se han
modificado genéticamente para producir glucoproteinas que tienen predominantemente una estructura particular de
glucano N-ligado puede crecer menos bien en cultivo en condiciones particulares que células hospedadoras que no
se han modificado. Por ejemplo, células fungicas y de levadura particulares en que genes implicados en la
hipermanosilacion se han delecionado y otros genes necesarios para producir estructuras particulares de glucano N-
ligado de tipo mamifero o humano se han afiadido, pueden crecer menos bien que células fungicas o de levadura
que no tienen las modificaciones genéticas. En algunas de estas células fungicas o de levadura modificadas
genéticamente, la introduccion adicional de deleciones de los genes PMT1 0 PMT2 es letal para las células o afecta
de forma adversa a la capacidad de las células de crecer hasta cantidades suficientes en cultivo. El método de este
documento evita los efectos nocivos potenciales de delecionar los genes PMT1y PMT2 permitiendo que las células
crezcan hasta cantidades suficientes en cultivo antes de inducir la expresion de la glucoproteina recombinante y
afnadir un inhibidor de la actividad de las proteinas Pmt, o una o mas a 1,2-manosidasas, o ambos, para producir la
glucoproteina recombinante que tiene predominantemente estructuras particulares de glucano N-ligado y
glucosilacién O-ligada reducida.

Por lo tanto, un aspecto importante del método es que proporciona una composicion de glucoproteina que
comprende glucosilacion O-ligada reducida y una glucoforma N-ligada especifica predominante en que la
glucoproteina recombinante puede mostrar actividad biolégica aumentada y/o inmunogenicidad indeseada
disminuida respecto a composiciones de la misma glucoproteina producida a partir de cultivo celular de mamifero, tal
como células CHO. Una ventaja adicional de producir la composicién de glucoproteina que comprende glucosilacion
O-ligada reducida y una glucoforma N-ligada predominante es que evita la produccién de glucoformas indeseadas o
inactivas y mezclas heterogéneas, lo que puede inducir efectos indeseados y/o diluir la glucoforma mas eficaz. Por
tanto, composiciones farmacéuticas terapéuticas de moléculas glucoproteicas que comprenden, por ejemplo,
predominantemente las glucoformas MansGIcNAcz, MansGIcNAc,, GlcNAcMansGlcNAc,, GlcNAcMansGIcNAcs,
GlcNAcz2MansGIcNAcs, GalGlcNAcMansGlIcNAco, Gal(GIlcNAc)2MansGIcNAca, (GalGIcNAc)2MansGIcNAc,
NANAGalGIcNAcMansGIlcNAc;, NANA>Gal,GIcNAcMansGIlcNAc,, y GalGlcNAcMansGIcNAc: y que tienen
glucosilacién O-ligada reducida pueden ser muy eficaces a dosis inferiores, teniendo de este modo mayor
eficacia/potencia.

En general, el método para producir proteinas que tienen glucosilacién O-ligada reducida comprende transformar
una célula hospedadora con un acido nucleico que codifica una proteina recombinante o heterdloga en que es
deseable producir la proteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida. El acido nucleico que codifica la proteina
recombinante estd unido de forma funcional a secuencias reguladoras que permiten la expresion de la proteina
recombinante. Dichas secuencias reguladoras incluyen un promotor inducible y opcionalmente un potenciador
cadena arriba, o 5', al acido nucleico que codifica la proteina de fusién y un sitio de terminacién de la transcripcion 3'
0 cadena abajo del acido nucleico que codifica la proteina recombinante. El acido nucleico también codifica
normalmente una region UTR 5' que tiene un sitio de union al ribosoma y una regién no traducida 3'. El acido
nucleico a menudo es un componente de un vector replicable en células en que se expresa la proteina
recombinante. El vector también puede contener un marcador para permitir el reconocimiento de células
transformadas. Sin embargo, algunos tipos celulares, particularmente levaduras, pueden transformarse
satisfactoriamente con un acido nucleico que carece de secuencias externas de vector.

Los &cidos nucleicos que codifican proteinas recombinantes deseadas pueden obtenerse de varias fuentes. Pueden
amplificarse secuencias de ADNc a partir de lineas celulares que se sabe que expresan la proteina usando
cebadores para regiones conservadas (véase, por ejemplo, Marks et al., J. Mol. Biol. 581-596 (1991)). También
pueden sintetizarse acidos nucleicos de novo basandose en secuencias de la bibliografia cientifica. También pueden
sintetizarse acidos nucleicos por extension de oligonucleétidos solapantes que abarcan una secuencia deseada
(véase, por ejemplo, Caldas et al., Protein Engineering, 13, 353-360 (2000)).

En un aspecto, el acido nucleico que codifica la proteina se une de forma funcional a un promotor inducible, que
permite inducir la expresién de la proteina cuando se desee. En otro aspecto, el acido nucleico que codifica la
proteina se une de forma funcional a un promotor constitutivo. Para facilitar el aislamiento de la proteina expresada,
actualmente es preferible que la proteina incluya una secuencia sefial que dirija la proteina para excretarse en el
medio de cultivo celular donde después puede aislarse. En el primer aspecto, las células hospedadoras
transformadas se cultivan durante un tiempo suficiente para producir una multiplicidad deseada de células
hospedadoras suficiente para producir la cantidad deseada de proteina antes de afiadir uno o mas inhibidores de
glucosilacién O-ligada mediada por Pmt al medio de cultivo. El inductor e inhibidor pueden afadirse al cultivo
simultdneamente o el inductor se afiade al cultivo antes de afnadir el uno o mas inhibidores de Pmt o el uno o mas
inhibidores de Pmt se afnaden al cultivo antes de afadir el inductor. La proteina inducida se produce teniendo
glucosilacién O-ligada reducida y puede recuperarse del medio de cultivo o para proteinas que no tienen una
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secuencia sefal, de la célula hospedadora por lisis. En el segundo aspecto, donde el &cido nucleico que codifica la
proteina esta unido de forma funcional a un promotor constitutivo, el uno o mas inhibidores de glucosilacion O-ligada
mediada por Pmt se afiaden al medio de cultivo al mismo tiempo que se establece el cultivo y la proteina, que se
produce teniendo glucosilacion O-ligada reducida, puede recuperarse del medio de cultivo o para proteinas que no
tienen una secuencia sefal, de la célula hospedadora por lisis. Un ejemplo que ilustra el método usando un promotor
inducible se muestra en el Ejemplo 2 y un ejemplo que ilustra el método usando un promotor constitutivo se muestra
en el Ejemplo 3.

Inhibidores utiles para producir proteinas con glucosilacién O-ligada reducida son agentes quimicos o composiciones
que inhiben la actividad de una o méas de las proteinas Pmt. Cuando la célula hospedadora es un eucariota inferior
tal como hongos o levaduras, es deseable que el inhibidor inhiba al menos la actividad de Pmt1 o Pmt2, o ambos.
En eucariotas superiores, es deseable que el inhibidor inhiba la actividad del homdlogo en el eucariota superior que
corresponde a Pmt1 o Pmt2. Inhibidores quimicos que pueden usarse incluyen las benzilideno tiazolidinadionas
identificadas en la patente de Estados Unidos N 7.105.554, que incluye acido 5-[[3,4-bis(fenilmetoxi) feniljmetilenc]-
4-o0x0-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; acido 5-[[3-(1-feniletoxi)-4-(2-feniletoxi)]fenillmetilenc]-4-oxo-2-tioxo-3-
tiazolidinaacético; 3-hidroxi-4-(2-feniletoxi)benzaldehido; 3-(1-feniletoxi)-4-(2-feniletoxi)-benzaldehido; y, acido 5-[[3-
(1-fenil-2-hidroxi)etoxi)-4-(2-feniletoxi)]fenillmetilenc]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético. Otros compuestos que
pueden ser Utiles son los compuestos estructuralmente similares descritos en Voss et al. en el documento WO
94/29287, que describe métodos para preparar acidos carboxilicos de arilideno-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidina y que se
describe que son utiles en la profilaxis y tratamiento de efectos tardios de diabetes asi como la profilaxis y
tratamiento de aterosclerosis y arterioesclerosis y en Esswein et al. en la patente de Estados Unidos N° 6.673.816,
que describe métodos para preparar derivados de acidos rodaninacarboxilicos y su uso para el tratamiento de
trastornos éseos metabolicos.

En los ejemplos, se muestran inhibidores quimicos seleccionados entre el grupo que consiste en &cido 5-[[3,4-
bis(fenilmetoxi)fenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; acido 5-[[3-(1-feniletoxi)-4-(2-
feniletoxi)Jfenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; Y, acido 5-[[3-(1-fenil-2-hidroxi)etoxi)-4-(2-
feniletoxi)]fenilimetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético que son eficaces en producir proteinas recombinantes
que tienen glucosilacion O-ligada reducida en cepas de Pichia pastoris que tienen genes PMT1y PMT2 funcionales
intactos. La Tabla 1 del Ejemplo 2 muestra que uno cualquiera de los tres inhibidores quimicos anteriores de Pmt
anadidos a un cultivo de Pichia pastoris recombinante que tiene genes PMT1 y PMT2 funcionales intactos y
transformada con un acido nucleico que codifica una proteina Kringle 1-3 secretable recombinante unida de forma
funcional a un promotor inducible en el momento de la induccién de la expresién de la proteina recombinante,
produce una proteina recombinante que tiene un nivel de glucosilacion O-ligada reducida que era comparable con el
nivel de glucosilacion O-ligada observada para células de Pichia pastoris que contienen una delecion del gen PMT1
0 PMT2. Los inhibidores Pmti anteriores se han usado en cantidades de aproximadamente 0,03 pM a 20 pM para
producir proteinas que tienen glucosilacion O-ligada reducida en comparacion con la cantidad de glucosilacion O-
ligada en la proteina cuando se cultiva en cultivos celulares hospedadores similares en ausencia de inhibidores Pmti.
Los resultados mostrados en el Ejemplo 3 muestran adicionalmente que los cultivos celulares hospedadores pueden
cultivarse en presencia de inhibidor Pmti a una cantidad que es suficiente para inhibir la glucosilacion O-ligada sin
eliminar las células hospedadoras.

El método puede incluir afadir al medio de cultivo que contiene el uno o mas inhibidores de una o mas enzimas o-
1,2-manosidasa para producir la proteina recombinante que tiene glucosilacion O-ligada reducida. Las a-1,2-
manosidasas son una familia conservada de enzimas eucariotas para la maduracién de N-glucanos, que son
capaces de recortar MangGlcNAc, a MangGIcNAc; en levaduras. (Vallee et al., 2000, EMBO J., 19: 581-588). Las o-
1,2-manosidasas también son conocidas como a-manosidasas de clase | y se han identificado en mamiferos,
especies de eucariotas inferiores, y células de insecto (Kawar et al., 2000, Glycobiology 10: 347-355). Se sabe que
las células de mamifero tienen varias a-manosidasas de clase |, algunas de las cuales son capaces de recortar
multiples restos de manosa (Moremen et al., 1994, Glycobiology 4: 113-125), mientras que las levaduras parecen
tener menos a-1,2-manosidasas mas especializadas. Por ejemplo, se ha descrito que Saccharomyces tiene una
Unica o-1,2-manosidasa codificada por MNN1, que retira un resto especifico de manosa (por ejemplo, MangGlcNACc:
a MangGlIcNAcy) (Herscovics, 1999, Biochim Biophys Acta., 1473: 96-107). Por tanto, la a-1,2-manosidasa endégena
presente en muchos eucariotas inferiores tales como hongos y levaduras y que no puede retirar multiples restos de
manosa de estructuras de glucano, no es capaz de posibilitar la produccion de proteinas que tienen glucosilacién O-
ligada reducida. Por lo tanto, el método de este documento requiere la introduccién en el medio de cultivo que
contiene las células hospedadoras de una o-1,2-manosidasa capaz de recortar multiples restos de manosa de un
glucano O-ligado o la introduccion en la célula hospedadora de un &cido nucleico que codifique una o-1,2-
manosidasa capaz de recortar multiples restos de manosa de un glucano O-ligado. La a-1,2-manosidasa de este
documento incluye la a-1,2-manosidasa nativa intacta; una o-1,2-manosidasa modificada para potenciar su actividad
a-1,2-manosidasa; una a-1,2-manosidasa modificada para disminuir su actividad a-1,2-manosidasa; y una o-1,2-
manosidasa recombinante que comprende al menos el dominio catalitico que tiene la actividad o-1,2-manosidasa
(por ejemplo, una proteina de fusién que comprende el dominio catalitico que tiene la actividad a-1,2-manosidasa
fusionada a proteinas, polipéptidos o péptidos heterdlogos).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2534465 T3

En realizaciones particulares, la o-1,2-manosidasa, que es capaz de recortar multiples restos de manosa de un
glucano O-ligado y que se afade al cultivo celular, se produce por Trichoderma sp., Saccharomyces sp., o
Aspergillus sp. Actualmente, las a-1,2-manosidasas preferidas se obtienen de Trichoderma reesei, Aspergillus niger,
o Aspergillus oryzae. T. reesei es también conocida como Hypocrea jecorina. En el Ejemplo 3, se us6 una levadura
transformada que comprende un casete de expresidon, que expresa una o-1,2-manosidasa recombinante que
comprende el dominio catalitico a-1,2-manosidasa de Trichoderma reesei fusionado a la secuencia pre-sefial cMAT
de Saccharomyces cerevisiae, para producir proteinas recombinantes que tienen glucosilacion O-ligada reducida.
Otro ejemplo de una o-1,2-manosidasa recombinante que podria usarse en el método de este documento para
producir proteinas que tienen glucosilacion O-ligada reducida es la o-1,2-manosidasa recombinante de Trichoderma
reesei descrita en Maras et al.,, 2000, J. Biotechnol. 77:255-263 donde se fusiond el dominio catalitico a-1,2-
manosidasa de Trichoderma reesei con un péptido prepro-sefial aMAT de Saccharomyces cerevisiae.

La o-1,2-manosidasa también puede producirse a partir de un acido nucleico quimérico que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos el dominio catalitico de una a-1,2-manosidasa, que es capaz de
recortar multiples restos de manosa de glucanos O-ligados, unida de forma funcional a una secuencia de acido
nucleico que codifica un péptido sefial de direccionamiento celular que no esta normalmente asociado con el
dominio catalitico. El acido nucleico quimérico puede unirse de forma funcional a un promotor constitutivo o
inducible. El acido nucleico quimérico se transforma en una célula hospedadora para producir la a-1,2-manosidasa,
que después se aisla y después se afade al medio de cultivo que contiene células transformadas con el &cido
nucleico que codifica la proteina heteréloga en el momento en que se induce la expresion de la proteina. Como
alternativa, la célula hospedadora se transforma con el acido nucleico quimérico que codifica la a-1,2-manosidasa y
el acido nucleico que codifica la proteina recombinante y que co-expresa la o-1,2-manosidasa y la proteina
recombinante al mismo tiempo. En realizaciones particulares, tanto el 4cido nucleico quimérico que codifica la a-1,2-
manosidasa como el acido nucleico que codifica la proteina recombinante estan ambos unidos de forma funcional a
un promotor inducible. En otras realizaciones, uno o los dos promotores son constitutivos. El Ejemplo 3 ilustra el
método donde se unen de forma funcional acidos nucleicos que codifican tanto la a-manosidasa como la proteina
recombinante a un promotor constitutivo, se introducen en una célula hospedadora, y después se incuba un cultivo
de las células hospedadoras en presencia de uno o mas inhibidores de Pmt para producir la proteina recombinante
que tiene glucosilacion O-ligada reducida. El Ejemplo 3 muestra adicionalmente que parece que el inhibidor Pmti y la
o-1,2-manosidasa parecen reducir sinérgicamente la cantidad de glucosilaciéon O-ligada en comparacién con la
cantidad de glucosilacion O-ligada en presencia de cualquiera de ellos individualmente.

En aspectos particulares, la glucosilacién O-ligada reducida puede realizarse afiadiendo solamente la una o mas o-
1,2-manosidasas y no uno o mas inhibidores de Pmt al medio de cultivo. En un aspecto, el acido nucleico que
codifica la proteina recombinante se une de forma funcional a un promotor inducible, que permite inducir la
expresion de la proteina recombinante cuando se desee. En otro aspecto, el &cido nucleico que codifica la proteina
se une de forma funcional a un promotor constitutivo. Para facilitar el aislamiento de la proteina recombinante
expresada, actualmente es preferible que la proteina incluya una secuencia sefial que dirija la proteina recombinante
para excretarse en el medio de cultivo celular donde después puede aislarse.

En el primer aspecto, las células hospedadoras transformadas se cultivan durante un tiempo suficiente para producir
una multiplicidad deseada de células hospedadoras suficiente para producir la cantidad deseada de la proteina
recombinante antes de anadir la una o méas a-1,2-manosidasas al medio de cultivo. El inductor y la una o mas o-1,2-
manosidasas pueden afadirse al cultivo simultaneamente o el inductor se anade al cultivo antes de afadir la una o
mas o-1,2-manosidasas o la una o mas a-1,2-manosidasas se afiaden al cultivo antes de afadir el inductor. La
proteina recombinante inducida se produce teniendo glucosilacion O-ligada reducida y puede recuperarse del medio
de cultivo o para proteinas que no tienen una secuencia senal, de la célula hospedadora por lisis.

En el segundo aspecto, donde el acido nucleico que codifica la proteina recombinante esta unido de forma funcional
a un promotor constitutivo, la una o0 mas a-1,2-manosidasas se afiaden al medio de cultivo al mismo tiempo que se
establece el cultivo y la proteina recombinante, que se produce teniendo glucosilacién O-ligada reducida, puede
recuperarse del medio de cultivo o para proteinas recombinantes que no tienen una secuencia sefial, de la célula
hospedadora por lisis.

En un aspecto adicional méas para producir proteinas que tiene glucosilacion O-ligada reducida sin usar un inhibidor
de la glucosilacién O-ligada mediada por Pmt, la célula hospedadora se transforma con un &cido nucleico quimérico
que codifica la a-1,2-manosidasa y un acido nucleico que codifica la proteina recombinante y que co-expresa la o-
1,2-manosidasa y la proteina recombinante para producir la proteina recombinante que tiene glucosilaciéon O-ligada
reducida. En realizaciones particulares, tanto el acido nucleico que codifica la o-1,2-manosidasa como el acido
nucleico que codifica la proteina recombinante estdn ambos unidos de forma funcional a un promotor inducible. En
otras realizaciones, uno o los dos promotores son constitutivos. En el caso de un promotor inducible, las células
hospedadoras se cultivan para producir una multiplicidad deseada de células hospedadoras antes de inducir la
expresion de la a-1,2-manosidasa y/o la proteina recombinante. El Ejemplo 3 ilustra el método donde acidos
nucleicos que codifican tanto las a-1,2-manosidasas como la proteina recombinante se unen de forma funcional a un
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promotor constitutivo, se introducen en una célula hospedadora y después se incuba un cultivo de las células
hospedadoras durante un tiempo para producir la proteina recombinante, que tiene glucosilacion O-ligada reducida
en comparacioén con la proteina recombinante producida en células en ausencia de la a-1,2-manosidasa.

Il. Células hospedadoras

Aunque las células hospedadoras para el método de este documento incluyen tanto células eucariotas superiores
como células eucariotas inferiores, las células eucariotas inferiores, por ejemplo células de hongos filamentosos y
levaduras, son actualmente preferidas para la expresién de proteinas porque pueden cultivarse de forma econémica,
dan altos rendimientos de proteina, y cuando se modifican apropiadamente son capaces de producir proteinas que
tienen patrones adecuados de glucosilacion. Los eucariotas inferiores incluyen levaduras, hongos, coanoflagelados,
microsporidios, alveolados (por ejemplo, dinoflagelados), estramenépilos (por ejemplo, algas pardas, protozoos),
rodéfitos (por ejemplo, algas rojas), plantas (por ejemplo, algas verdes, células vegetales, musgo) y otros protistas.
Las levaduras y los hongos incluyen, aunque sin limitacion: Pichia sp. (por ejemplo, Pichia pastoris, Pichia finlandica,
Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia minuta (Ogataea minuta, Pichia lindneri),
Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia
methanolica), Saccharomyces sp. (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae), Hansenula polimorpha, Kluyveromyces
sp. (por ejemplo, Kluyveromyces lactis), Candida albicans, Aspergillus sp (por ejemplo, Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae), Trichoderma reesei, Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp. (por ejemplo,
Fusarium gramineum, Fusarium venenatum), Physcomitrella patens y Neurospora crassa. Las levaduras, en
particular, son actualmente preferidas porque las levaduras ofrecen genética establecida que permite rapidas
transformaciones, estrategias de localizacion de proteinas ensayadas, y faciles técnicas de knock-out génico. Los
vectores adecuados tienen secuencias de control de la expresién, tales como promotores, incluyendo 3-
fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glucoliticas, y un origen de replicacion, secuencias de terminacion, y similares
segun se desee.

Diversas levaduras, tales como K. lactis, Pichia pastoris, Pichia methanolica, y Hansenula polimorpha son
actualmente preferidas para cultivo celular porque son capaces de crecer hasta latas densidades celulares y
secretar grandes cantidades de proteina recombinante. Asimismo, los hongos filamentosos, tales como Aspergillus
niger, Fusarium sp, Neurospora crassa, y otros pueden usarse para producir proteina recombinantes a una escala
industrial.

Los eucariotas inferiores, en particular los hongos filamentosos y levaduras, pueden modificarse genéticamente de
modo que expresen proteinas o glucoproteinas en que el patron de glucosilacién es de tipo humano o humanizado.
Esto puede conseguirse eliminando enzimas enddgenas seleccionadas de glucosilacion y/o suministrando enzimas
exdgenas como se describe por Gerngross et al. en la patente de Estados Unidos N? US7029872, y las solicitudes
de patente publicada de Estados Unidos N® 20040018590, 20050170452, 20050260729, 20040230042,
20050208617, 20040171826, 20050208617, 20060160179, 20060040353, y 20060211085. Por tanto, una célula
hospedadora puede modificarse adicional o alternativamente para expresar una o mas enzimas o actividades
enzimaticas, que posibiliten la produccion de estructuras particulares de N-glucano a un alto rendimiento. Dicha
enzima puede dirigirse a un organulo subcelular hospedador en que la enzima tendra actividad éptima, por ejemplo,
mediante un péptido sefial no asociado normalmente con la enzima. Las células hospedadoras también pueden
modificarse para expresar un transportador de nucleétido con azucar y/o una enzima nucleétido difosfatasa. El
transportador y la difosfatasa mejoran la eficacia de las etapas modificadas de glucosilacion, proporcionando los
sustratos apropiados para las enzimas de glucosilacion en los compartimientos apropiados, reduciendo la inhibicién
competitiva de producto, y promoviendo la retirada de nucledsidos difosfato. Véase, por ejemplo, Gerngross et al. en
la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N° 20040018590 y Hamilton, 2003, Science 301: 1244-46 y la
patente y solicitudes de patente de Estados Unidos mencionadas anteriormente.

A modo de ejemplo, una célula hospedadora (por ejemplo, de levadura o fungica) puede seleccionarse o modificarse
por ingenieria para que esté empobrecida en actividades 1,6-manosil transferasa, que de lo contrario afiadiria restos
de manosa en el N-glucano de una glucoproteina, y para incluir adicionalmente un &acido nucleico para la expresion
ectopica de una actividad o-1,2 manosidasa, que posibilita la produccion de glucoproteinas recombinantes que
tienen mas del 30 por ciento en moles de N-glucanos MansGlcNAc,. Cuando se produce una glucoproteina en las
células hospedadoras de acuerdo con el método descrito en este documento, las células hospedadoras produciran
una glucoproteina que tiene predominantemente una estructura de N-glucano MansGIcNAcz y O-glucosilacion
reducida en comparacién con la glucoproteina producida en la célula de otro modo. En un aspecto adicional, la
célula hospedadora se modifica por ingenieria para incluir adicionalmente un acido nucleico para la expresion
ectopica de actividad GIcNAc transferasa |, que posibilita la produccién de glucoproteinas que tienen
predominantemente N-glucanos GIcNAcMan5GIcNAc2. Cuando se produce una glucoproteina en las células
hospedadoras de acuerdo con el método descrito en este documento, las células hospedadoras produciran una
glucoproteina que tiene predominantemente una estructura de N-glucano GlcNAcMansGIcNAc: y O-glucosilacion
reducida en comparacion con la glucoproteina producida en la célula de otro modo. En un aspecto adicional mas, la
célula hospedadora se modifica por ingenieria para incluir adicionalmente un acido nucleico para la expresion
ectopica de actividad manosidasa Il, que posibilita la producciéon de glucoproteinas que tienen predominantemente
N-glucanos GlcNAcMansGlIcNAc.. Cuando se produce una glucoproteina en las células hospedadoras de acuerdo
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con el método descrito en este documento, las células hospedadoras produciran una glucoproteina que tiene
predominantemente una estructura de N-glucano GlcNAcMansGlcNAc; y O-glucosilacién reducida en comparacion
con la glucoproteina producida en la célula de otro modo. En un aspecto adicional mas, la célula hospedadora se
modifica por ingenieria para incluir adicionalmente un &acido nucleico para la expresién ectdpica de actividad GlcNAc
transferasa 1l, que posibilita la produccion de glucoproteinas que tienen predominantemente N-glucanos
GlcNAcz2MansGIcNAc,. Cuando se produce una glucoproteina en las células hospedadoras de acuerdo con el
método descrito en este documento, las células hospedadoras produciran una glucoproteina que tiene
predominantemente una estructura de N-glucano GlcNAcaMansGlcNAc; y O-glucosilacién reducida en comparacion
con la glucoproteina producida en la célula de otro modo. En aspectos adicionales mas, las anteriores células
hospedadoras pueden modificarse adicionalmente por ingenieria para producir N-glucano hibrido o complejo
particular o estructuras de N-glucano de tipo humano para incluir adicionalmente uno o mas genes eucariotas
superiores implicados en la glucosilacién N-ligada, en cualquier combinacién, que codifican por ejemplo, actividades
sialiltransferasa, actividades manosidasa de clase Il y Ill, actividad GIcNAc transferasa I, Ill, IV, V, VI, IX, y actividad
galactosa transferasa. Actualmente es preferible que las células incluyan adicionalmente uno o mas &cidos nucleicos
que codifiguen actividad difosfatasa UDP-especifica, actividad difosfatasa GDP-especifica, y actividad
transportadora UDP-GIcNAc.

Pueden usarse plantas y cultivos de células vegetales para la expresion de proteinas y glucoproteinas con
glucosilacién O-ligada reducida como se muestra en este documento (Véase, por ejemplo Larrick y Fry, 1991, Hum.
Antibodies Hybridomas 2: 172-89; Benvenuto et al., 1991, Plant Mol. Biol. 17: 865-74; Durin et al., 1990, Plant Mol.
Biol. 15: 281-93; Hiatt et al., 1989, Nature 342: 76-8). Los hospedadores vegetales preferibles incluyen, por ejemplo,
Arabidopsis, Nicotiana tabacum, Nicotiasza rustica, y Solanum tuberosum.

También puede usarse cultivo de células de insecto para producir proteinas y glucoproteinas con glucosilacién O-
ligada reducida, como se muestra en este documento por ejemplo, sistemas de expresion basados en baculovirus
(Véase, por ejemplo, Putlitz et al., 1990, Bio/Technology 8: 651-654).

Aunque no es actualmente tan econémico de cultivar como los eucariotas inferiores y procariotas, también puede
usarse cultivo celular de tejido de mamifero para expresar y producir proteinas y glucoproteinas con glucosilacion O-
ligada reducida como se muestra en este documento (Véase Winnacker, From Genes to Clones (VCH Publishers,
NY, 1987)). Los hospedadores adecuados incluyen lineas celulares CHO, diversas lineas celulares COS, células
Hela, preferiblemente lineas celulares de mieloma o similares o células B transformadas o hibridomas. Los vectores
de expresion para estas células pueden incluir secuencias de control de la expresién, tales como un origen de
replicacién, un promotor, un potenciador (Queen et al., 1986, Immunol. Rev. 89:49-68), y sitios de informacion de
procesamiento necesarios, tales como sitios de unién al ribosoma, sitios de corte y ayuste de ARN, sitios de
poliadenilacion, y secuencias terminadoras de la transcripcion. Las secuencias de control de la expresion son
promotores derivados de genes de inmunoglobulina, SV40, adenovirus, virus de papiloma bovino, citomegalovirus y
similares. Generalmente, se incluye un marcador de seleccion, tal como un casete de expresion neoR, en el vector
de expresion.

El acido nucleico que codifica la proteina a expresar puede transferirse a la célula hospedadora por métodos
convencionales, que varian dependiendo del tipo de hospedador celular. Por ejemplo, puede usarse tratamiento con
fosfato de calcio, fusion de protoplastos, reproduccion natural, lipofeccion, biolistica, transduccién basada en virus, o
electroporacion para hospedadores celulares. Se prefiere transgénesis por balistica con particulas de tungsteno para
células y tejidos vegetales. (Véase, en lineas generales, Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Press, 1982))

Una vez expresadas, las proteinas o glucoproteinas que tienen glucosilacién O-ligada reducida pueden purificarse
de acuerdo con procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo precipitacion con sulfato de amonio,
columnas de afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en gel y similares (Véase, en lineas generales,
Scopes, R., Protein Purification (Springer-Verlag, N.Y., 1982)). Se prefieren glucoproteinas sustancialmente puras de
al menos aproximadamente el 90 al 95 % de homogeneidad, y méas preferido del 98 al 99 % o mas de
homogeneidad, para usos farmacéuticos. Una vez purificadas, parcialmente o hasta homogeneidad segun se desee,
las proteinas pueden después usarse de forma terapéutica (incluyendo de forma extracorpérea) o en el desarrollo y
realizacién de procedimientos de ensayo, tinciones inmunofluorescentes, y similares. (Véase, en lineas generales,
Immunological Methods, Vols. | y Il (Lefkovits y Pemis, eds., Academic Press, NY, 1979y 1981).

Por lo tanto, se proporcionan adicionalmente composiciones de glucoproteina que comprenden una especie
predominante de estructura de N-glucano y que tienen glucosilacion O-ligada reducida en comparacién con
composiciones de la glucoproteina que se ha producido en células hospedadoras que no se han incubado en
presencia de un inhibidor de glucosilacion O-ligada mediada por Pmt o una a-1,2-manosidasa capaz de recortar mas
de un resto de manosa de una estructura de glucano o ambos. En aspectos particulares, la composicion de
glucoproteina comprende una glucoproteina que tiene una estructura predominante de N-glucano seleccionada
entre el grupo que consiste en las glucoformas MansGIcNAc;, MansGIcNAc;, GlcNAcMansGlcNAc,
GlcNAcMansGlcNAcs, GlcNAczManzGIcNACco, GalGIcNAcMansGIcNAcy, Gal(GlcNAc)2MansGIcNAc,
(GalGIcNAc)2MansGIcNAcs, NANAGalGIcNAcMansGicNAcs, NANA,Gal>GlcNAcMansGIcNAco, y
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GalGlcNAcMan3zGlcNAcs.
Ill. Composiciones farmacéuticas

Pueden incorporarse proteinas y glucoproteinas que tienen glucosilaciéon O-ligada reducida en composiciones
farmacéuticas que comprenden la glucoproteina como un agente terapéutico activo y otros diversos componentes
farmacéuticamente aceptables (Véase, Remington's Pharmaceutical Science (152 ed., Mack Publishing Company,
Easton, Pennsylvania, 1980). La forma preferida depende del modo pretendido de administracion y aplicacion
terapéutica. Las composiciones también pueden incluir, dependiendo de la formulacion deseada, vehiculos o
diluyentes no toxicos farmacéuticamente aceptables, que se definen como vehiculos habitualmente usados para
formular composiciones farmacéuticas para administracién a animales o seres humanos. El diluyente se selecciona
de modo que no afecte a la actividad biologica de la combinacién. Ejemplos de dichos diluyentes son agua destilada,
solucién salina fisioldgica tamponada con fosfato, solucién de Ringer, solucion de dextrosa, y solucion de Hank.
Ademas, la composicion o formulacion farmacéutica también puede incluir otros vehiculos, adyuvantes, o
estabilizantes no toxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos, y similares.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral son estériles, sustancialmente isotonicas, libres de
pirégenos y se preparan de acuerdo con GMP de la FDA u organismo similar. Las glucoproteinas pueden
administrarse como dosificaciones inyectables de una solucidon o suspension de la sustancia en un diluyente
fisiologicamente aceptable con un vehiculo farmacéutico que puede ser un liquido estéril tal como agua, aceites,
solucién salina, glicerol, o etanol. Ademas, pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, tensioactivos, sustancias tamponantes del pH y similares en las composiciones.
Otros componentes de las composiciones farmacéuticas son aquellos de origen del petréleo, animal, vegetal, o
sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, y aceite mineral. En general, los glicoles tales como
propilenglicol o polietilenglicol son vehiculos liquidos preferidos, particularmente para soluciones inyectables. Las
glucoproteinas pueden administrarse en forma de una inyeccion de depdsito o preparacion de implante que pueden
formularse de tal modo que permitan una liberacién sostenida del ingrediente activo. Normalmente, las
composiciones se preparan como inyectables, en forma de soluciones liquidas o suspensiones; también pueden
prepararse formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspension en, vehiculos liquidos antes de su inyeccién.
La preparacién también puede emulsionarse o encapsularse en liposomas o microparticulas tales como polilactida,
poliglicolida, o copolimero para un efecto adyuvante potenciado, como se ha analizado anteriormente (Véase
Langer, Science 249, 1527 (1990) y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 97-119 (1997)).

Salvo que se defina de otro modo en este documento, los términos y expresiones cientificas y técnicas usadas en
relacién con la presente invencion tendran los significados que se entienden habitualmente por los especialistas en
la técnica. Ademas, salvo que el contexto lo requiera de otro modo, los términos singulares incluiran el plural y los
términos plurales incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacién con, y las técnicas de
bioquimica, enzimologia, biologia molecular y celular, microbiologia, genética y quimica de proteinas y acidos
nucleicos e hibridacién descritas en este documento son las bien conocidas y habitualmente usadas en la técnica.
Los métodos y técnicas de la presente invencion se realizan generalmente de acuerdo con métodos convencionales
bien conocidos en la técnica y descritos en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y analizan
durante toda la presente memoria descriptiva salvo que se indique otra cosa. Véase, por ejemplo, Sambrook et al.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989); Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992, y suplementos
hasta 2002); Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1990); Taylor y Drickamer, Introduction to Glycobiology, Oxford Univ. Press (2003); Worthington
Enzyme Manual, Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ; Handbook of Biochemistry: Section A Proteins, Vol |,
CRC Press (1976); Handbook of Biochemistry: Section A Proteins, Vol Il, CRC Press (1976); Essentials of
Glycobiology, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999).

Los siguientes ejemplos pretenden promover una compresion adicional de la presente invencion.

EJEMPLO 1

Este ejemplo proporciona un método para preparar diversos inhibidores de Pmt. Salvo que se estipule de otro modo,
todos los materiales se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO) y se usaron segun se recibieron.

Los espectros de 'H RMN de todos los intermedios y productos finales fueron de acuerdo con los datos publicados.

La preparacién de Pmiti-1, (4cido 5-[[3,4-bis(fenilmetoxi)fenillmetilenc]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético), es del
siguiente modo.
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El procedimiento se adapt6é del de Orchard ef al. en la patente de Estados Unidos N® 7.105.554. Se calienta hasta
reflujo una solucion de acido rodanina-3-acético (1 g, 5,20 mmol, 1 equiv.), 3,4-dibenciloxibenzaldehido (2,04 g, 6,25
mmol, 1,2 equiv.), y acetato soédico (1,3 g, 15,6 mmol, 3 equiv.) en &cido acético (30 ml), y se agita durante una
noche. Segun se enfria la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente, el producto se precipita y filtra y se lava
con &cido acético, después con éter de petroleo. El residuo se disuelve en DMSO caliente, se filtra, y se precipita
mediante la adicion de agua. Después de enfriarlo, el precipitado se filtra y se recristaliza en acetato de etilo y éter
de petr6leo para dar un producto que se suspende en agua y se seca por congelacion durante una noche al vacio
para dar el producto final en forma de un polvo amarillo esponjoso.

La preparacién de Pmti-2, (4cido 5-[[3-(1-feniletoxi)-4-(2-feniletoxi)]fenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético),
es de siguiente modo.

Este producto se sintetiza de acuerdo con las directrices de Orchard et al. en la patente de Estados Unidos N°
7.105.554. Se calienta una solucién de acido rodanina-3-acético (375 mg, 1,96 mmol, 1 equiv.), 3-(1-feniletoxi)-4-(2-
feniletoxi)benzaldehido (680 mg, 1,96 mmol, 1 equiv.) y acetato amédnico (453 mg, 3 equiv.) hasta 70 °C durante diez
minutos, después se enfria hasta temperatura ambiente y se diluye con acetato de etilo (100 ml). La solucion
organica se lava con HCI 1 M (2 x 200 ml) y salmuera (200 ml), después se seca sobre sulfato sodico y se evapora.
El producto se purifica por cromatografia liquida usando una columna de vidrio de 10 x 2,5 cm compactada con C18
35-75 mm (Alltech Associates, Deerfield, IL). Se emplea elucién en gradiente. Tampén A es acido acético al 0,1 % y
tampon B es acetonitrilo al 80 %. El gradiente esta compuesto por 20 % de B durante tres minutos, aumentando
hasta el 75 % de B durante 40 minutos. El caudal es 8 ml/min. La deteccién es a 280 nm. Las fracciones apropiadas
se combinan, se concentran, y se secan por congelacion al vacio para dar el producto en forma de un polvo amarillo
€sponjoso.

La preparacion de Pmti-3, (acido 5-[[3-(1-fenil-2-hidroxi)etoxi)-4-(2-feniletoxi)]fenillmetilenc]-4-oxo-2-thi-oxo-3-

tiazolidinaacético), (Orchard et al. en la patente de Estados Unidos N° 7.105.554) se sintetiza en tres etapas del
siguiente modo.
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Etapa 1: Produccién de (+)-(S)-2-acetoxi-1-bromo-1-feniletano. Se afnade HBr-acido acético frio (12,4 g, 52,2 mmol)
gota a gota a (-)-(R)-1-feniletano-1,2-diol (2,4 g, 17,4 mmol) durante aproximadamente cinco minutos y la mezcla se
agita a temperatura ambiente durante 40 minutos. Se afade agua (25 ml) y la solucién se neutraliza con carbonato
sodico y se extrae con éter (3 x 30 ml). Los extractos combinados se secan y se evaporan para dar (+)-(S)-2-acetoxi-
1-bromo-1-feniletano (3,93 g, 93 %), d* 1,415 g/ml, [x]o>* + 93,5° (c 5,63 en CCly) 2,72 (5H, s), 4,98 (aH, dd, 6,7 y
7,0 Hz) y 5,56 (2H, d). Este producto no se destila. La homogeneidad isomérica se establece por comparacién del
espectro de rmn (ausencia de resonancia de PhCH*OAc) con el de 1,2-diacetoxi-1-feniletano. (Obsérvese que los
reactivos racémicos estan sustituidos para los isémeros épticos enumerados).

Etapa 2: Produccion de 3-[(1-fenil-2-hidroxi)etoxi]-4-(2-feniletoxi)-benzaldehido. Se afade (2-acetoxi-1-
bromoetil)benceno (3,32 g, 13,67 mmol, 1,2 equiv.) (el producto de la Etapa 1), a una solucién agitada de 3-hidroxi-
4-(2-feniletoxi)-benzaldehido (2,76 g, 11,39 mmol, 1 equiv.) y carbonato de cesio (2,97 g, 9,11 mmol, 0,8 equiv.) en
N,N-dimetilformamida (15 ml). La solucién se agita durante 19 horas a temperatura ambiente, después 21 horas a 80
°C. La reaccion se trata por reparto entre acetato de etilo y agua (se afiade salmuera para ayudar a descomponer la
emulsién que se forma). La capa organica se lava dos veces mas con agua y salmuera, y después se seca sobre
sulfato sddico y se evapora para dar un aceite oscuro. El residuo se purifica por cromatografia sobre gel de silice y la
elucion con éter dietilico da un aceite naranja. Este aceite se disuelve en metanol (100 ml) y se afade a la solucién
una solucién acuosa de hidroxido sodico (7 ml, 1 M). Después de 30 minutos, la mezcla se evapora (para retirar el
metanol) y el residuo se reparte entre diclorometano y agua. La capa organica se seca sobre sulfato sodico y se
evapora. El residuo se purifica por cromatografia sobre gel de silice y la elucién con éter de petréleo:éter dietilico
(1:2) da el producto en forma de un polvo de color crema.

Etapa 3: Produccién de Pmti-3. Se calienta hasta reflujo una solucion de &cido rodanina-3-acético (158 mg, 0,828
mmol, 1 equiv.), 3-(1-fenil-2-hidroxi)etoxi)-4-(2-feniletoxi)benzaldehido (300 mg, 0,828 mmol, 1 equiv.) (el producto
de la Etapa 2), y acetato amoénico (191 mg, 3 equiv.) en tolueno (10 ml) durante 3,5 horas, se enfria hasta
temperatura ambiente, y se diluye con acetato de etilo (50 ml). La solucién orgéanica se lava con HCI 1 M (2 x 200 ml)
y salmuera (200 ml), después se seca sobre sulfato sédico y se evapora. Después de tratamiento, el residuo se
purifica por cromatografia sobre gel de silice. La elucién con acetato de etilo da una goma amarilla, que se
recristaliza en éter dietilico y éter de petréleo para dar el producto en forma de un polvo amarillo.

EJEMPLO 2

Este ejemplo muestra que Pichia pastoris transformada con un vector de expresion que codifica la glucoproteina
marcadora Kringle 1-3 y tratada con inhibidores de Pmt producia una glucoproteina que tiene O-glucosilacion
reducida.

Se transformd ADN plasmidico que codifica una glucoproteina indicadora marcada con His que consiste en los
dominios de plasminégeno humano K1, K2, y K3 (proteina Kringle 1-3) bajo el control del promotor de la alcohol
oxidasa 1 (AOX1) de Pichia pastoris en Pichia pastoris de tipo silvestre para producir la cepa yJC53. La proteina
indicadora Kringle que consiste en los dominios K1, K2, K3, y K4 se ha analizado en Duman et al. Biotechnol. Appl.
Biochem. (1998), v.28, p.39-45 y solamente el dominio K3 en Choi et al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100(9):
5022-5027. La secuencia de aminoacidos de la proteina Kringle 1-3 usada en el Ejemplo es
SECKTGNGKNYRGTMSKTKNGITCQKWSSTSPHRPRFSPATHPSEGLEENYCRNPDNDPQGPWCYTTDPEKRYDY
CDILECEEECMHCSGENYDGKISKTMSGLECQAWDSQSPHAHGYIPSKFPNKNLKKNYCRNPDRELRPWCFTTDPN
KRWELCDIPRCTTPPPSSGPTYQCLKGTGENYRGNVAVTVSGHTCQHWSAQTPHTHSRTPENFPCKNLDENYCRN
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PDGKRAPWCHTTNSQVRWEYCKIPSCDSSPVSTEQLAPTAPPELTPVVQDGGGHHHHHHHHH (SEC ID N° 1). La
proteina Kringle 1-3 contiene al menos dos sitios potenciales de O-glucosilacion de mamifero que se ajustan a la
secuencia consenso supuesta P en -1 y +3: el resto de serina, que esta O-glucosilado, esta con mayuscula en la
secuencia de aminoacidos "pppSsgp" y el resto de treonina, que esta O-glucosilado, estd con mayuscula en la
secuencia de aminoacidos "lapTapp". Los sitios de O-glucosilacién estan subrayados en la anterior secuencia de
aminodcidos. Los sitios potenciales de O-glucosilacién de mamifero se localizan entre los dominios K1 y K2 y los
dominios K2 y K3. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 1, en levaduras la proteina tiene aproximadamente 20
sitios de glucosilacion O-ligada. Por tanto, la glucosilacién O-ligada puede ser una desventaja significativa para
producir proteinas en levaduras sin inhibir la glucosilacion O-ligada como se muestra por los métodos de este
documento. Un sitio de N-glucosilacién reside en el dominio K3, que se habia eliminado remplazando la asparagina
en la posicién 208 de la SEC ID N° 1 con una serina. Por lo tanto, los Unicos glucanos en la proteina Kringle 1-3
serian el resultado de O-glucosilacion.

El plasmido que contiene el ADN que codifica la proteina Kringle 1-3 se preparé usando el cebador directo K1-3/UP
5'-CGGAA TTCTC AGAGT GCAAG ACTGG GAATA GAA-3' (SEC ID N? 2) y cebador inverso K1-3/LP1 (Cebador
inverso, 3Gly+2His, apareado con K 1-3/UP) 5-ATGAT GATGA CCACC ACCGT CCTGG ACCAC AGGGG TTAG-3'
(SEC ID N2 3) para producir un producto de PCR, que después se amplifica por PCR usando el cebador inverso K1-
3/LP2 (Cebador inverso, 3Gly+ 9His+coddn de parada, apareado con K 1-3/UP) 5-TTAAT GATGA TGATG ATGAT
GATGA TGATG ACCAC CACC-3' (SEC ID N® 4). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: después de 1 ciclo
de 95 °C durante 2 minutos como etapa de desnaturalizacién, la reaccion de PCR se sometié a 30 ciclos de 95 °C
durante 30 segundos, 60 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 1 minuto, y después 1 ciclo de 72 °C durante 10
minutos. Después de la reaccion de PCR y purificacién en columna de los productos de PCR, se generaron los
salientes de nucleétido A de los productos de PCR usando ExTaq (1 ciclo de 72 °C durante 15 minutos). Los
productos de PCR resultantes se usaron para la segunda reaccion de PCR como un molde de PCR donde los
cebadores, K1-3/UP y K1-3/LP2, se usaron para amplificar Kringle 1-3 de tipo silvestre+3Gly+9His, que se cloné en
un vector plasmidico pCR2.1 (Invitrogen) para producir pBK105. Después se usaron los siguientes cebadores de
PCR para generar una mutaciéon de Asn a Ser en la posicion 208 en la proteina Kringle 1-3 para producir la
secuencia de aminoacidos NRTP a partir de la secuencia de aminoacidos SRTP: cebador directo K3f (Asn a Ser) 5'-
ACCCCTCACACACATTCTAGGACACCAGAAAACTTC-3' (SEC ID N¢ 5) y cebador inverso K3r 5'-
CTGTGCACTCCAGTGCTGACAGGTGTG-3' (SEC ID N? 6). La mutacién de Asn a Ser entonces se generd en
pBK105 mediante la PCR inversa. Las condiciones de PCR fueron las siguientes; después de 1 ciclo de 95 °C
durante 2 minutos como una etapa de desnaturalizacion, la reaccién de PCR se someti6 a 35 ciclos de 95 °C
durante 30 segundos, 60 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 5 minutos, y después 1 ciclo de 72 °C durante 10
minutos. Los productos de PCR resultantes se ligaron para producir el plasmido pBK118, que se secuencid para
confirmar la mutacién.

El plasmido pBK118 se digirié con EcoRl y los fragmentos de ADN se purificaron en gel y se clonaron en los sitios
EcoRI de pPICZaA (Invitrogen La Jolla, CA) para producir pBK119 (plasmido de expresion de Pichia). El plasmido
pPICZaA contiene una sefnal de secrecion de o-factor que permite la secrecion eficaz de la mayoria de las proteinas
de Pichia pastoris; 5'-AOX, un fragmento de 942 pb que contiene el promotor AOX 1 que permite la expresion
inducible por metanol y de alto nivel en Pichia pastoris;y, el gen de resistencia a ZEOCINA para la seleccién positiva
en E. coliy Pichia pastoris. El plasmido pBK119 se linealizé con Pmel antes de su transformacion en cepas de
Pichia pastoris. El plasmido pBK se transformé en Pichia pastoris cepa yJC53, una cepa de tipo silvestre, y diversas
cepas PMT knockout.

Las cepas de levadura PMT knockout se crearon en Pichia pastoris siguiendo el procedimiento resumido para
Saccharomyces cerevisiae en Gentzsch y Tanner, EMBO J. 1996 Nov 1;15(21): 25752-5759. Los genes PMT de
Pichia pastoris se identificaron en la secuencia de nucleétidos del genoma de Pichia pastoris obtenida de Integrated
Genomics, Chicago, IL por busqueda de homologia usando las secuencias de nucleétidos para los genes PMT de
Saccharomyces cerevisiae. La delecion de los genes PMT de Pichia pastoris (PpPMT) fue del siguiente modo. Se
generaron alelos de delecion de PpPMT por el método de PCR solapante (véase por ejemplo, Davidson et al., 2004,
Glycobiology 14:399-407; Ho et al., 1989, Gene 77:51-9; Horton et al., 1989, Gene 77:61-8). En la primera reaccion
de PCR, se amplificaron por PCR el ADN que comprende las secuencias de nucleé6tidos para las regiones
flanqueantes 5' y 3' de los genes PMT y los marcadores de resistencia NAT o HYG (Goldstein y McCusker, 1999,
Yeast 14:1541-1553; Goldstein et al., 1999, Yeast 15:507-110). Las secuencias de los cebadores para las regiones
que flanquean los genes PMT se disefiaron usando la secuencia de nucleétidos genémica de Pichia pastoris
obtenida de Integrated Genomics, Chicago, IL como guia. Se us6 el ADN gendmico de Pichia pastoris como molde
para la amplificacion por PCR de las regiones flanqueantes de PpPMT, mientras que los fragmentos NATy HYG se
amplificaron por PCR usando plasmidos descritos en (Goldstein. y McCusker, 1999, ibid.; Goldstein et al., 1999,
ibid.) como moldes. Después, en una segunda reaccion de PCR, se usaron los tres productos de la PCR de primera
ronda como moldes para generar un producto solapante que contenia los tres fragmentos como un alelo lineal Unico.
El producto de PCR final entonces se emple6 directamente para transformacién. Los transformantes se
seleccionaron en medio YPD que contenia 200 pg/ml de higromicina o 100 pg/ml de nourseotricina. En cada caso la
integracién apropiada del alelo mutante se confirm6 por PCR. Las cepas PMT knockout creadas eran yJC51
(pmt3A,pmt5A,pmt6A), yJC55 (pmti1A), yJC66 (pmi2A), y yJC65 (pmt4A). Las cepas PMT knockout se
transformaron cada una con plasmido pBK119 que codificaba la anterior proteina Kringle 1-3.
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La expresién de la proteina Kringle 1-3 para las cepas transformadas de levadura se realiz6 en matraces de
agitacion a 24 °C con medio complejo con glicerol tamponado (BMGY) que consistia en extracto de levadura al 1 %,
peptona al 2 %, tampon fosfato potasico 100 mM pH 6,0, base de nitrogeno de levaduras al 1,34 %, biotina al 10-5
% 4 X, y glicerol al 1 %. El medio de induccion para la expresién de proteinas era medio complejo con metanol
tamponado (BMMY) que consistia en metanol al 1 % en lugar de glicerol en BMGY. Se afadi6 inhibidor de Pmt Pmiti-
1, Pmti-2, o Pmti-3 en metanol al medio de cultivo hasta una concentracion final de 0,2 uM, 2 uM, o 20 uM en el
momento en que se afiadid medio de induccién. Las células se recogieron y centrifugaron a 2.000 rpm durante cinco
minutos. Los inhibidores de Pmt Pmti-1, Pmti-2, y Pmti-3 son esencialmente intercambiables, con pequefas
variaciones en facilidad de uso. Por ejemplo, en las condiciones de cultivo celular descritas, la solubilidad de Pmti-3
es mayor que la de Pmti-1 y Pmti-2 y, por lo tanto, la mas deseable de los tres.

Se separaron siete pl del sobrenadante de los cultivos yJC53 tratados con Pmti-1 o yJC55 por electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acuerdo con Laemmli, U. K. (1970) Nature 227, 680-685 y después se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Schleicher y Schuell (ahora Whatman, Inc., Florham Park, NJ)).
La proteina Kringle 1-3 se detecté en las transferencias de Western usando un anticuerpo anti-His (H-15) de Santa
Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA) y se reveld usando el ImmunoPure Metal Enhanced DAB Substrate Kit
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Como se muestra en el carril 1 de la transferencia de Western mostrada en la
Figura 1, la proteina Kringle 1-3 de Pichia pastoris sin tratar corre como una mancha debido a la presencia de O-
glucosilacién. Sin embargo, en contraste, la proteina Kringle 1-3 de yJC53 (Pichia pastoris tratada con Pmti-1 2 0 20
uM, carriles 2 y 3, respectivamente) muestra una banda distinta, debido a la ausencia de O-glucosilacion, similar a la
de la proteina Kringle 1-3 expresada en yJC55 (un mutante pmt1A knockout de Pichia pastoris) (carriles 4 y 5). La
Figura 1 muestra adicionalmente que Pmti-1 reducia la O-glucosilaciéon hasta un nivel similar al observado en una
cepa que carece de Pmt1.

Para medir la reduccion de O-glucosilacién por los inhibidores de Pmt, la proteina Kringle 1-3 se purificé del medio
de cultivo usando cromatografia con quelacién de niquel (Choi et al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100(9):
5022-5027) y los O-glucanos se liberaron de y separaron de la proteina Kringle 1-3 por eliminacion alcalina (beta-
eliminacion) (Harvey, 1999 Mass Spectrometry Reviews 18, 349-451). Este proceso también reduce el extremo
reductor recién formado del O-glucano liberado (oligomanosa o manosa) en manitol. El grupo manitol por tanto sirve
como indicador Unico de cada O-glucano. Se requirieron 0,5 nmoles o0 mas de proteina Kringle 1-3, contenidos
dentro de un volumen 100 pl de tampdn PBS, para la beta eliminacién. La muestra se traté con 25 pl de reactivo de
borohidruro alcalino y se incubd a 50 °C durante 16 horas. Se afiadieron aproximadamente 20 ul de patrén interno
arabitol, seguido de 10 ul de acido acético glacial. La muestra después se centrifugd a través de un filtro Millipore
que contenia tanto SEPABEADS como resina AG 50W-X8 y se lav6 con agua. Las muestras, incluyendo el lavado,
se transfirieron a viales de plastico de tomamuestras automatico y se evaporaron a sequedad en un evaporador de
centrifugacién. Se afadieron 150 ul de AcOH/MeOH al 1 % a la muestras y las muestras se evaporaron a sequedad
en un evaporador de centrifugacion. Esta Ultima etapa se repitié cinco veces mas. Se anadieron 200 ul de agua y se
analizaron 100 pl de la muestra por cromatografia de intercambio aniénico de alto pH acoplada con HPLC Dionex de
deteccion electroquimica pulsada (HPAEC-PAD). Se determind una ocupacion promedio de O-glucano basada en la
cantidad de manitol recuperado. Los resultados se resumen en la Tabla 1, que muestra que uno cualquiera de los
inhibidores quimicos de Pmt reducia la glucosilacién O-ligada de la proteina Kringle 1-3 secretada en las cepas de
Pichia pastoris que contenian genes PMT1 y PMTZ2 intactos hasta un nivel que era comparable al nivel de
glucosilacién O-ligada observado para células que contiene deleciones del gen PMT1 o PMT2. La Tabla 1 también
muestra que aunque la proteina tiene dos sitios potenciales de glucosilacion O-ligada de mamifero, en levaduras la
proteina tiene aproximadamente 20 sitios de glucosilacion O-ligada.

Tabla 1
Cepa |Genotipo relevante| Tratamiento [Ocupacion de O-glucano’
yJC53 Tipo silvestre 0 20
Pmti-1 2 uM |9
yJC51 pmtA3,A5,A6 0 1
Pmti-12uM |6
Pmti-1 20 uM |4
Pmti-2 0,2 uM|3
Pmti-22 uM |2
6
4
3
2
2

7

Pmti-3 0,2 uM
Pmti-3 2 uM
yJC55 pmtA 1 0
Pmti-1 2 uM
Pmti-1 20 uM
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yJC66 pmtA2 0 4
Pmti-12uM |4
Pmti-1 20 uM |4
yJC65 pmtA4 0 18
Pmti-12uM |7
Pmti-1 20 uM |4
'cantidad promedio de cadenas de manosa O-ligadas por proteina.

EJEMPLO 3

En este ejemplo, las células de levadura transformadas con ADN que codifica la a-manosidasa de T. reesei
provocan la produccion de proteinas con O-glucosilacién reducida y esa O-glucosilacion estaba adicionalmente
reducida cuando las células también se incubaban en presencia de un inhibidor de Pmt.

Se expresaron las cadenas H + L de un anticuerpo monoclonal anti-Her2 en Pichia pastoris cepas GS115 (TS) y
GS115 que se habia modificado genéticamente para para co-expresar a-manosidasa de T. reesei (+Trman). GS115
esta disponible en Invitrogen (Carlsbad, CA) y, con la excepcién de una mutacion HIS4 para posibilitar la seleccion
por his4, tiene un fenotipo esencialmente de tipo silvestre. Las cadenas H + L se expresaron como dos genes
diferentes del plasmido pJC284, que se obtuvo del plasmido pAO815 de Invitrogen.

Los genes H + L se degeneraron usando secuencias de anticuerpo anti-Her2 obtenidas de GenBank. El nimero de
acceso a GenBank para la cadena L es 1N8Z_A y el numero de acceso a GenBank para la region variable de
cadena H mas el dominio CH1 es 1N8Z_B. El nimero de acceso a GenBank para la region Fc de cadena H es
BC092518. Ambas secuencias de ADN de cadena H y L se optimizaron en los codones de acuerdo con el uso de
codones de Pichia pastoris para potenciar la traduccién en Pichia pastoris. La optimizacion de codones para su uso
en Pichia sp. es bien conocida en la técnica y se ha descrito en, por ejemplo, Outchkourov et al., 2002,Protein Expr.
Purif. 24:18-24; Sharp y Li, 1987, Nucleic Acids Res. 15:1281-95; Woo JH, Liu et al., 2002, Protein Expression and
Purification 25:270-282, y Nakamura, et al., 2000, Nucleic Acids Res. 28:292. Las regiones constantes de la cadena
H (IgG1 humana) y cadena L (Kappa humana) se sintetizaron por GeneArt Inc., Regensburg, Alemania. Las
regiones variables se prepararon de forma interna usando oligonucleétidos adquiridos en IDT Inc. (Coralville, 1A) en
un método de PCR solapante. Las cadenas H y L de longitud completa se ensamblaron por PCR solapante, y las
cadenas H y L resultantes se clonaron en el vector pCR2.1 TOPO (Invitrogen La Jolla, CA) para generar pDX344 y
pDX349, respectivamente. Las cadenas H + L de pDX344 y pDX349 se combinaron con promotores GAPDH y
secuencias terminadoras AOX1 en el vector pDX580 (estructura derivada del vector pGAPZA de Invitrogen).
Finalmente, los casetes de expresion de cadena H + L se subclonaron a partir de pDX580 en el vector pJC284. La
secuencia de nuclettidos del ADN de codones optimizados que codifica la cadena ligera se muestra en la SEC ID N®
7 y la secuencia de nucleétidos del ADN de codones optimizados que codifica la cadena pesada se muestra en la
SEC ID N¢ 8. El plasmido pJC284 tiene promotores GAPDH para expresar los genes H + L y un gen his4 intacto
para la seleccion de transformantes en la cepa GS115 y GS115(+Trman). Las cepas de levadura GS115 y
GS115(+Trman) se transformaron con pJC285 y los transformantes con el plasmido integrado en el genoma en el
locus his4 se aislaron para producir cepas que producian el anticuerpo anti-Her2.

La construccién de la cepa GS115(+Trman) fue del siguiente modo. La a-1,2-manosidasa de Trichoderma reesei se
expresd a partir de un casete de expresion en el plasmido pJC285. El plasmido pJC285 se obtuvo del vector
pGAPZA de Invitrogen, que tiene el gen de resistencia a Zeocina como marcador de seleccién, y contiene un casete
de expresion que comprende ADN que codifica el dominio catalitico a-1,2-manosidasa de T. reesei (SEC ID N° 9)
con las primeras 84 pares de bases que codifican su secuencia senal remplazados con un ADN que codifica la
secuencia pre sefial aMAT de Saccharomyces cerevisiae (SEC ID N°® 10), que codifica justo los aminoacidos de
direccionamiento al RE, unido de forma funcional a ADN que comprende el promotor GAPDH de Pichia pastoris
(SEC ID N® 11) en el extremo 5' y ADN que comprende la secuencia de terminacién de la transcripciéon AOX1 de
Pichia pastoris (SEC ID N® 12) en el extremo 3'. La secuencia de nucledtidos del casete de expresion completo se
expone en la SEC ID N® 13. La cepa de levadura GS115 se transform6 con pJC285 y los transformantes con el
plasmido integrado en el genoma en el locus GAPDH se aislaron para producir la cepa GS115(+Trman).

Se cultivaron cultivos duplicados de las cepas en 200 ml de medio complejo de dextrosa tamponado (BMDY) que
consistia en extracto de levadura al 1 %, peptona al 2 %, fosfato potasico 100 mM pH 6,0, base de nitrégeno de
levaduras al 1,34 %, biotina al 0,00004 %, dextrosa al 2 %, y con o sin Pmti-2 a 0,3 o0 0,03 uM. Después de 72 horas
de crecimiento, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se centrifugaron para retirar las células de levadura. Se
purificé el anticuerpo en la fraccion sobrenadante restante (aproximadamente 200 ml) sobre una columna de
Proteina A y se someti6é a andlisis de O-glucano como se ha descrito en el Ejemplo 2. Ademas del ensayo de
manitol, se determin6 la longitud promedio de cadenas de manosa O-ligadas por anadlisis cromatografico sin
hidrélisis. Los resultados se resumen en la Tabla 2.
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Hay 14 sitios de O-glucano de levadura en el anticuerpo. Cuando el anticuerpo se produjo en la cepa GS115 de tipo
silvestre, los 14 sitios de O-glucano tienen estructuras de glucano teniendo el 8 % de los sitios justo una manosa,
teniendo el 39 % una cadena de dos manosas, teniendo el 43 % una cadena de tres manosas, y teniendo el 9 % una
cadena de cuatro manosas (véase la Tabla 2). Sin embargo, cuando el anticuerpo se produjo en células de tipo
silvestre tratadas con el inhibidor quimico Pmti-2, solamente dos los 14 sitios de O-glucano estaban ocupados y para
el 76 % de los dos sitios, la cadena de manosa tenia solamente un resto de manosa. Ninguno de los dos sitios tenia
una cadena de manosa con tres o cuatro restos de manosa. Debe apreciarse que el andlisis no determiné qué dos
de los 14 sitios estaban ocupados. Estaban ocupados dos sitios de O-glucano por molécula de anticuerpo en
cualquier combinacién o estan preferentemente ocupados sitios particulares de O-glucano. En el Ultimo caso, para
proporcionar anticuerpos (u otras proteinas) completamente desprovistos de O-glucanos, las secuencias de
aminoacidos que comprenden los sitios de O-glucano preferidos pueden modificarse en secuencias de aminoacidos
que eliminan la glucosilacion O-ligada en los sitios.

La Tabla 2 muestra adicionalmente que cuando el anticuerpo se producia en células que incluian ADN que codifica
la o-1,2-manosidasa de Trichoderma reesei (cepa GS115(+Trman)), solamente cuatro de los 14 sitios de O-glucano
estaban ocupados y para el 95 % de los cuatro sitios, la cadena de manosa tenia solamente un resto de manosa.
Ninguno de los cuatro sitios tenia una cadena de manosa con tres o cuatro restos de manosa. Si sitio particulares
estan preferentemente O-glucosilados, para proporcionar anticuerpos (u otras proteinas) completamente
desprovistas de O-glucanos, las secuencias de aminoacidos que comprenden los sitios preferidos de O-glucano
pueden modificarse en secuencias de aminoacidos que eliminan la O-glucosilacién en los sitios.

Finalmente, la Tabla 2 muestra que cuando el anticuerpo se producia en células que incluian ADN que codifica la o-
1,2-manosidasa de Trichoderma reesei y en presencia de Pmti-2, solamente uno de los 14 sitios de O-glucano
estaba ocupado y para el 91 % de los sitios, la cadena de manosa tenia solamente un resto de manosa. Ninguna
cadena de manosa tenia tres o cuatro restos de manosa. Si solamente uno o solamente unos pocos sitios estan
preferentemente O-glucosilados, para proporcionar anticuerpos (u otras proteinas) completamente desprovistas de
O-glucanos, las secuencias de aminoacidos que comprenden los sitios preferidos de O-glucano pueden modificarse
en secuencias de aminoacidos que eliminan la O-glucosilacion en los sitios.

La Tabla 2 muestra adicionalmente que 0,3 uM de inhibidor Pmti es suficiente para reducir la ocupacion en
aproximadamente el 86 % y la longitud de la cadena para el 76 % de las moléculas a una manosa permitiendo al
mismo tiempo que el cultivo crezca. Incluir la a-1,2-manosidasa de Trichoderma reesei permitié que se redujera la
cantidad de inhibidor Pmti en 10 veces y se redujo la ocupacién hasta un 93 % y la longitud de cadena para el 87 %
de las moléculas a una manosa. Estos resultados muestran que usar una cantidad de inhibidor Pmti que no eliminar
las células es suficiente para producir glucoproteinas que tienen glucosilacion O-ligada reducida. Estos resultados
muestran adicionalmente que el inhibidor Pmti y la a-manosidasa parecen reducir de forma sinérgica la cantidad de
glucosilaciéon O-ligada.

Tabla 2
Cepa Ocupacion | Man1 | Man2 | Man3 | Man4
GS115 14 8 39 43 9
GS115 + Pmti-2 0,3 uM 2 76 24 0 0
GS115(+Trman) 4 95 5 0 0
GS115(+Trman) + Pmti-2 0,3 uM 1 91 0 0
GS115(+Trman) + Pmti-2 0,03 uM 1 87 13 0 0

Se redujeron siete pl del sobrenadante para cada uno de los anteriores y se sometieron a SDS-PAGE y
transferencia de Western usando un anticuerpo anti-lgG (H y L) humana conjugado con HRP para detectar cadenas
H y L. Los resultados se muestran en la Figura 2. La cadena H hiper O-glucosilada es la banda de migracion mas
lenta visible en el primer par de carriles en la Figura 2. La Figura 2 muestra que existe una disminucion en la
cantidad de cadena pesada O-glucosilada cuando el anticuerpo se coexpresaba con a-1,2-manosidasa de
Trichoderma reesei o las células que expresan el anticuerpo se incubaban en presencia del inhibidor Pmti-2, o
cuando el anticuerpo se coexpresaba con a-1,2-manosidasa de Trichoderma reesei y las células que expresan
ambas proteinas se incubaban en presencia del inhibidor Pmti-2.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> GlycoFi, Inc. Bobrowiza, Piotr Cook, James W. Kett, Warren
<120> PRODUCCION DE PROTEINAS CON O-GLUCOSILACION REDUCIDA

<130> PCT GF0005Y
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<150> 60/737.108
<151> 15-11-2005

<160> 13

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
<210>1

<211> 288

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina Kringle 1-3

<400> 1

Ser Glu Cys Lyg Thx Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg Gly Thr Met Ser
1 5 10 15
Lys Thr Lys Asn Gly Ile Thr Cys Gln Lys Txrp Ser Ser Thr Ser Pro
20 25 30
His Arg Pro Arg Phe Ser Pro Ala Thr His Pro Ser Glu Gly Leu Glu
35 40 45
Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Pro Gln Gly Pro Trp Cys
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50
Tyr Thr Thr Asp Pro
65
Cys Glu Glu Glu Cys
85
Ile Ser Lys Thr Met
100
Ser Pro His Ala His
115
Leu Lys Lys Asn Tyr
i30
Cys Phe Thr Thr Asp
145
Arg Cys Thr Thr Pro
165
Lys Gly Thr Gly Glu
180
Gly His Thr Cys Gln
185
Arg Thr Pro Glu Asn
21¢
Arg Asn Pro Asp Gly

Gln vVal Arg Trp Glu

. 245

val Ser Thr Glu Gln

260
Val val Gln Asp Gly
275

<210> 2
<211> 33

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo K1-3/UP

<400> 2
cggaattctc agagtgcaag actgggaata gaa

<210> 3
<211> 39
<212> ADN

ES 2534465 T3

Glu

70

Met

Ser

Gly

Cys

Pro

15¢

Pro

Asn

His

Phe

Lys

230

Leu

Gly

33

55
Lys

Hisg

Gly

Arg
135

Asn

Pro

Trp

Pro

215

Arg

Cys

ala

Gly

Arg

Cys

Leu

Ile

120

Asn

Lys

Ser

Arg

Sexr

200

Cys

Ala

Lys

Pro

His

280

21

Ser

Glu

105

Pro

Pro

Arg

Ser

Gly

185

Ala

Lys

Pro

Ile

265

His

Asp

Gly

2¢

Cys

Ser

Asp

Trp

Gly

170

Asn

Gln

Azn

Trp

Pro

250

Ala

His

Tyr

75

Glu

Gln

Lys

Arg

Glu

155

Pro

val

Thr

Leu

cys
235
Sex

Pro

His

60
Cys

Asn

Ala

The

Glu

140

Leu

Thr

Ala

Pro

Asp

220

His

Pro

His

Asp

Tyr

Trp

Pro

125

Leu

Cys

Tyr

Val

His

205

Glu

Thr

Asp

Glu

His

285

Ile

Asp

Asp

110

Asn

Arg

Aszp

Gln

Thr

190

Thr

Asn

Thr

Ser

Leun

270

His

Len
aly
95

Ser
Lys
Pro
Ile
175

Val

His

Asn
Ser
2585

'I‘h:y:

His

Glu

80

Lys

Gln

Azsn

Trp

bro

160

Leu

Ser

Ser

Cys

Ser

240

Pro

Ero

His
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso K1-3/LP1

<400> 3
atgatgatga ccaccaccgt cctggaccac aggggttag 39

<210> 4

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso K1-3/LP2

<400> 4
ttaatgatga tgatgatgat gatgatgatg accaccacc 39

<210>5

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo K3f (Asn a Ser)

<400> 5
acccctcaca cacattctag gacaccagaa aacttc 36

<210>6

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso K3r

<400> 6
ctgtgcactc cagtgctgac aggtgtg 27

<210>7

<211> 645

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia optimizada por codones codificante de cadena ligera

<400>7
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gacattcaga
atcacetgta
ggtaaggactec
agattttctg
gaagacttcg
ggaactaagg
tccgacgaac
ccaagagagg
gaatccgtta
ttgteeaagyg
ttgtcecteee

tgacacagtc
gagcttccca
caaaactttt
gttctagatc
ctacctacta
ttgagattaa
aattgaagtc
ctaaggttca
ctgagcagga
ctgattacga

cagttactaa

ES 2534465 T3

tccatcttet
agacgtcaac
gatctactct
¢ggtacegac
ctgtcaacaa
gagaactgtt
tggtacaget
gtggaaggtt
ttectaaggat
gaagcacaag

gtectteaac

ttgtecgett
accgoetgteg
geoctettteot
ttcacctiga
cactacacta
getgetecat
tccgttgttt
gacaacgctt
tccacttact
gtttacgeat
agaggagagt

cegteggtga
cctggtacea
tgtactecgy
ccatctette
ctectccaac
cegttttcat
gtttgttgaa
tgcaatecgg
cettgtecte
gegaggttace
gttaa

tagagttact
acagaagcca
tgttccatee
cttgcaacca
ttbteggtcaa
tttccecacea
caagttectac
taactcocaa
cactttgact
acatcagggt

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
645

<210>8

<211> 1353

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia optimizada por codones codificante de cadena pesada

<400> 8
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gaggtccaat
tettgtgetg
ccaggtaagy
getgattecy
ttgcaaatga
ggtgacggtt
getteoctacta
ggtactgcty
tggaactecy
ggtttgtact
tacatctgta
aagtecctgtg
ccatecgtit
gaggttacat
tacgttgacyg
tccacttaca
gagtacaagt
aaggctaagyg
ttgactaaga
gctattgagt
ttggattetg
caacagggta

Caaaagtcct

tgattbgastc
cetctggttt
gtttggagtg
ttaagagtag
actetttgag
tctacgecat
agggaceate
ctttgggatg
gtgectttgac
cettgtecte
acgttaacca
acaagacaca
tettgttecce
gtgttgtitgt
gtgttgaagt
gagttgttte
gtaaggttte
gtcaaccaag
accaggttte
gggaatctaa
acggttoctt
acgttttete
tatetttgte

ES 2534465 T3

tggtggaggt
caacattaag
ggttgctaga
attcaccatt
agctgaggac
ggactactgg
cgttitttceeca
tttggttaag
ttetggtgtt
cgttgttact
caagccatec
tacttgteca
accaaagccea
tgacgtttet
tcacaacget
cgttttgact
caacaagget
agagccacag
cttgacttgt
cggtcaaccea
cttcttgtac
ctgttcegtt

cceaggtaag

ttggtcecaac
gatacttaca
atctaceccaa
tcegetgaca
actgeegtet
ggtcaaggta
ttggoteocat
gactacttcc
cacactttec
gttccatcct
aacactaagg
ccatgtecay
aaggacactt
cacgaggacce
aagactaagc
gttttgcacc
ttgecagete
gtttacactt
ttggttaaag
gagaacaact
tccaagttga
atgcatgagg

taa

caggtggatc
teeactgggt
ccaacyggtta
cttecaagaa
actactgtte
ccttggttac
cctctaagte
cagagcctgt
cagetgtitt
cttcecttggg
ttgacaagaa
ctocagaatt
tgatgatctc
cagaggttaa
caagagagga
aggattggtt
caatcgaaaa
tgccaccatc
gattctaccc
acéagactac
ctgttgacaa

ctttgeacaa

tetgagactt
tagacagget
caccagatac
cactgcttac
cagatggggt
tgtectecttec
tacttceggt
tactgtttet
gcaatcttcc
tactcagact
ggttgagecca
gttgggtggt
cagaacteca
gttcaactgg
gcagtacaac
gaacggaaag
gactatctec
cagagatgag
atcoegacatt
tecaccagtt
gtccagatgg

ccactacact

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900G
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13563

<210>9

<211> 500

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Promotor GAPDH de Pichia pastoris

<400>9

agatcttttt
atctggectce
cttaaatgtyg
gttaccgtce
aatgectctte
ccagggatgg
gattattgga
ctcectgaccce

tatttcgaaa

tgtagaaatg
gttgcaacte
gagtaatgga
ctaggaaatt
ccageattac
aaaagtcecog
aaccaccaga
aaagacttta

cgagggaatt

Ecttggtgte
cgaacgacct
accagaaacyg
ttactctgct
gttgcgggta
goegtegetg
atcgaatata

aatttaattt

ctegtecaat
gctggcaacg
tctettecet
dggagagcttce
aaacggaggt
gcaataatag
aaaggcgaac

atttgtecct

24

caggtagcea
taaaattcic
tetctctect
ttectacggee
cgtgtacccey
cgggcggacg
acctttecea

attteaatea

tetctgaaat
cggggtaaaa
tcecaccgeec
ceettgeage
acctagcage
catgtecatga
attrtggttt

attgaacaac

60

120
180
240
300
360
420
480
500
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<210> 10

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia pre-sefal alfa-MAT de Saccharomyces cerevisiae

<400> 10
atgagatttc cttcaatttt tactgctgtt ttattcgcag catcctecge attaget 57

<210> 11

<211> 1494

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio catalitico alfa-1,2-manosidasa de Trichoderma reesei

<400> 11

cgogoccggat
tggaacgett
tttgatgaty
cteatggggyg
accacgactyg

cggttgccaa ccaaggeakc teegtgtteg

ggtggcetge
cagaccetgg
gegttcacea
agaagtggtg
cggttgageg
tatctectga
agcacgagca
ttctacgagt
gatcgetggg
cgcaadgact
catttggceea
aagtacattg
gcttetggaa
tegecgecet
tattacatce
gactccaagt
gceggcageyg
gacgatatgg
gaggagtcgg

gcgoaccecet

tttetgecta
taaacagect
cteecagedy
catctagcaa
acctgacggg
atccaaaggyg
acggtacctt
acctgatcaa
tcecttgetge
tgaccttitt
gttttgeegy
actttggaat
tocggeecega
cgtcccagte
tgcggecgga
ggcaggacct
cgtactcgﬁc
agagcttctyg
actgtgcagygt
ttagcatceyg

tgacectgttg
tetgaggeag
tgtcecggac
caacgteget
aaaccegcag
aagcceggag
tcaggatage
gatgtacctg
cgactegacc
gtcttegtac
tggcaacttc
caagettgee
aggcttegeg
cgggttctac
gacgctggay
ggegtgggaa
catcaacgac
gtttgecgag
gecaggccaac

ttcatecatea

cgaggtectt
gctcaaacac
cctaccgtct
gaaattggaa
tatgcecage
gcatggectg
agceggcagcet
tacgaccegyg
attgecgeate
aacggacagt
atettgggag
agctcgtact
tgggtggaca
tcgtcggcag
agettgtact
gcgttcagtg
gtgacgcagg
gegetcaagt
ggcgggaaca
cgacggggeg

25

agaccaacat
tcagetectt
tggccaacgg
tcttcaaccce
gecctggtact
ttgcgcagaa
goectgattgg
ggtceggaoct
ttgegtttge
tcgectcetea
ctacgtegece
gcatteteet
ttgccacgta
gegtgacgag
gattcoctgggt
acgcataccyg
ccattgagga
ccaacggegyg
atgegtacct
aatttgtctt

gecaccttge

tcocggtacetc
ggcgacaaac
ccteaaggtt
tactgtecgy
cgagtggaca
gggcgagtcg
aacgtttgtc
catggacagc
acactacaag
cecgtogacy
aaa&tcagga
gaacgagcaa
caaccagacg
egocggegge
gacggcaccg
cegtcacggge
cgecatgecge
gggtgectet
gatctttgog
taacacggag

ttaa

ctcccaacee tacgagggcy goagcagtca aggocgeatt ccagacgteg 60

accaccattt tgcctttcce catgacgacc tecacceggt cagcaacage 120
agagaaacgg ctggggeteg teggeaateg atggettgga cacggetatc 180
atgcegacat tgtgaacacg atccttcagt atgtaccegea gatcaactte 240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
13290
1380
1440
14594
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<210> 12

<211> 486

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de terminacion de la transcripcion AOX1 de Pichia pastoris

<400> 12

aagggegaat
gcggecgeea
tecgaccatca
agttgggeac
coatttgect

tecaatteacg tggecccagee ggecgtcteg
gettaggecec gaacaaaaac tcatcetcaga
tcatcatcat cattgagttt tagecttaga
ttacgagaag accggtettg ctagatteta
gagagatgca ggcttcattt ttgatacttt

gatcaggtacc
agaggatctyg
catgactgtt
atcaagagga

tttatttgta

tcgagoecgeg 60

aatagegeeg 120
ccteagttea 180
tgtcagaaty 240
acctatatag 300

tataggattt tttttgtcat tttgtttett ctegtacgag cttgctcctg atcagectat 360

ctcgeagetg atgaatatet tgtggtaggg gtttgggaaa atcattegag tttgatgttt 420

ttcttggtat ttoccactec tettcagagt acagaagatt aagtgagacce ttegtttgtg 480

cagatc

<210> 13

<211> 2550

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de expresion alfa-1,2-mannosidasa de Tricoderma reesei

<221> promotor
<222> (1) ... (507)
<223> Secuencia promotora de GAPDH

<221> sig_peptide
<222> (508) ... (564)
<223> Secuencia pre-sefal alfa-MAT que codifica a Saccharomyces cerevisiae

<221> CDS
<222> (565) ... (205B)
<223> Dominio catalitico alfa-1,2-manosidasa que codifica a Trichoderma reesei

<221> terminador
<222> (2065) ... (2550)
<223> Secuencia de terminacién de la transcripcién AOX1 de Pichia pastoris

<400> 13

486

agatcttttt togtagaaatg tettggtgte ctegtccaar caggtageca tctetgaaat 60

atetggetee gttgecaacte cgaacgacct gctggcaacg taaaattcete cggggtaaaa 120

cttaaatgtyg gagtaatgga accagaaacg tctctteect tctetcteoct tecacegece 180
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gttacegtcee
aatgctette
ccagggatgg
gattattgga
ctectgacee

tatttcgaaa

ctaggaaatt
ccagcattac
aaaagtecccyg
aaccaccaga
aaagacttra

cgagggaatt
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ttactetget
gttgcgggta
gecgtegetg
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una proteina que tiene glucosilaciéon O-ligada reducida, que comprende:

(a) proporcionar un acido nucleico que codifica una glucoproteina y un segundo acido nucleico que codifica una
a1,2-manosidasa;

(b) introducir el acido nucleico y el segundo acido nucleico en una célula hospedadora y cultivar la célula
hospedadora que contiene el acido nucleico y el segundo acido nucleico para producir un cultivo de la célula
hospedadora;

(c) poner en contacto el cultivo de la célula hospedadora con uno 0 mas inhibidores de la glucosilacion O-ligada
mediada por Dol-P-Man:Proteina (Ser/Thr) Manosil Transferasa (Pmt); y

(d) aislar la glucoproteina producida por la célula hospedadora en presencia del uno o mas inhibidores de
glucosilacién O-ligada mediada por Pmt para producir la proteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la a-1,2-manosidasa comprende el dominio catalitico de una a-1,2-
manosidasa unido de forma funcional a una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido sefnal de
direccionamiento celular no asociado normalmente con el dominio catalitico.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una
multiplicidad de las células hospedadoras que tienen el &cido nucleico y el segundo &cido nucleico antes de poner
en contacto el cultivo con el uno 0 mas inhibidores de glucosilacion O-ligada mediada por Pmt.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el cultivo se cultiva en presencia del uno o mas inhibidores de
glucosilacién O-ligada mediada por Pmt.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una
multiplicidad de las células hospedadoras que tienen el &cido nucleico y el segundo &cido nucleico antes de poner
en contacto el cultivo con el uno o mas inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt y un inductor de los
promotores para inducir la expresion de la proteina y la a1,2-manosidasa y aislar la glucoproteina producida por la
célula hospedadora en presencia del uno o mas inhibidores y el inductor para producir la proteina que tiene
glucosilacién O-ligada reducida.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico que codifica la glucoproteina y el segundo acido
nucleico que codifica la a-1,2-manosidasa estan unidos de forma funcional a un promotor inducible.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que el cultivo se pone en contacto con un inductor de los promotores para
inducir la expresion de la proteina y la a1,2-manosidasa durante un tiempo antes de poner en contacto el cultivo con
el uno o mas inhibidores de glucosilacién O-ligada mediada por Pmt y aislar la glucoproteina producida por la célula
hospedadora en presencia del uno o mas inhibidores y el inductor para producir la proteina que tiene glucosilacion
O-ligada reducida.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que el cultivo se cultiva durante un tiempo suficiente para proporcionar una
multiplicidad de las células hospedadoras antes de inducir la expresion de la proteina y la una o mas enzimas o-1,2-
manosidasa para producir la glucoproteina que tiene glucosilacion O-ligada reducida.

9. El método de la reivindicacién 1, en el que la expresién de la proteina se induce durante un tiempo antes de
inducir la expresién de la una o mas enzimas o-1,2-manosidasa para producir la glucoproteina que tiene
glucosilacién O-ligada reducida.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que la expresién de la una 0 mas enzimas o-1,2-manosidasa capaces de
inhibir la glucosilacién O-ligada se induce durante un tiempo antes de inducir la expresion de la glucoproteina para
producir la glucoproteina que tiene glucosilacién O-ligada reducida.

11. El método de la reivindicacion 1, en el que el uno 0 mas inhibidores se seleccionan entre el grupo que consiste
en: acido 5-[[3,4-bis(fenilmetoxi)fenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; éacido 5-[[3-(1-feniletoxi)-4-(2-
feniletoxi)]fenillmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético; y acido 5-[[3-(1-fenil-2-hidroxi)etoxi)-4-(2-
feniletoxi)]feniljmetileno]-4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinaacético.

12. El método de la reivindicacién 1, en el que la a-1,2-manosidasa es de Trichoderma reesei, Saccharomyces sp. o
Aspergillus sp.

13. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula hospedadora es una célula fangica o una célula de levadura.

14. El método de la reivindicacién 1, en el que la célula hospedadora se selecciona entre el grupo que consiste en K.
lactis, Pichia pastoris, Pichia methanolic, y Hansenula.
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15. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula hospedadora es una célula de levadura o un hongo
filamentoso que se ha modificado genéticamente para producir glucoproteinas con una glucoforma predominante de
N-glucano.

16. El método de la reivindicacién 1, en el que las células hospedadoras se han modificado genéticamente para
producir glucoproteinas en el que el patron de N-glucosilacién es de tipo humano o humanizado.
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