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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden una GlcNAc-1-fosfotransferasa modificada y procedimientos de uso de las
mismas

Derechos gubernamentales

Esta invencién fue realizada con apoyo gubernamental segin CA 008759 otorgado por los Institutos Nacionales
de Salud (NIH). El gobierno tiene ciertos derechos sobre la invencion.

Campo de la invencién

La divulgacioén proporciona una enzima UDP-GlcNAc:lisosomal GlcNAc-1-fosfotransferasa modificada, como
se establece en las reivindicaciones adjuntas, con capacidad mejorada para fosforilar enzimas lisosomales y
procedimientos de uso de la misma.

Antecedentes de la invencién

La Terapia de Sustitucion Enzimética (ERT) es actualmente la principal forma de tratamiento para una serie de
enfermedades de almacenamiento lisosémico, aunque su eficacia varia entre los trastornos individuales. La
mayoria de estos trastornos hereditarios surgen de la falta de actividad de una sola enzima lisosomal que
conduce a la acumulacién del material normalmente degradado por la enzima. La acumulacién del material de
almacenamiento en el lisosoma acaba provocando la disfuncién de células y érganos. El objetivo de la ERT es
introducir cantidades suficientes de enzima normal en los lisosomas de las células defectuosas para eliminar
el material de almacenamiento y restaurar la funcién del lisosoma. Esta forma de terapia se utilizé por primera
vez en pacientes con enfermedad de Gaucher de tipo 1 que carecen de actividad B-glucocerebrosidasa &cida
y acumulan glucosilceramida principalmente en células de tipo macréfago. La enzima de sustitucién, que
contiene glicanos N-ligados con residuos terminales de manosa, se infunde por via intravenosa y es captada
por los macréfagos a través de los receptores de manosa de la superficie celular. A continuacién, la enzima
endocitada es transportada a través de los endosomas a los lisosomas, donde funciona con buenos resultados
clinicos en este trastorno.

Dado que la mayoria de los tipos celulares carecen de receptores de manosa, las enzimas de sustitucién
utilizadas para tratar los trastornos de almacenamiento lisosémico que afectan a tipos celulares distintos de los
macréfagos utilizan la unién a receptores de manosa 6-fosfato (Man-6-P) en la superficie celular para su
posterior transporte a los lisosomas. Estas enzimas se purifican a partir de las secreciones de células de
mamiferos, principalmente células de ovario de hamster chino, disefiadas para producir altos niveles de la
enzima de interés. Este enfoque depende de la capacidad de la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena para
fosforilar los residuos de manosa de los N-glicanos de la enzima lisosomal expresada. Algunas de las enzimas
de sustitucién producidas por esta técnica estan altamente fosforiladas y se unen bien a los receptores Man-6-
P. Oftras, sin embargo, estan poco fosforiladas, lo que limita su eficacia en la ERT. Esto incluye la enzima de la
enfermedad de Pompe (a-glucosidasa acida, GAA) y la enzima de la alfa-manosidosis (a-manosidasa acida
lisosomal, LAMAN).

Por lo tanto, en la técnica existe una necesidad de procedimientos mejorados de terapia de sustitucién
enzimatica y de produccién enzimética mejorada.

Van Meel et al: «Muitiple Domains of GlcNAc-I-phosphotransferase Mediate Recognition of Lysosomal
Enzymes», J. BIOL CHEM, vol. 291, no. 15, 8 de abril de 2016 (2016-04-08), paginas 8295-8307) divulgan una
subunidad a/p de GlcNAc-1-fosfotransferasa modificada con una delecién interna de aminoécidos.

Resumen de la invencién

La invencién es tal como se expone en las reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, la divulgacién proporciona
una subunidad GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT) a/f modificada que comprende la subunidad o/ de
GlcNAc-1-PT humana de longitud completa con dos deleciones internas del aminoacido 86 a 322 y del
aminoécido 438 a 928 de la subunidad o/f de GIcNAc-1-PT humana de longitud completa que tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 1, donde la subunidad GlcNAc-1-PT a/f humana de longitud completa tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un vector que comprende el polinucleétido de una subunidad a/f
de GlcNAc-1-PT modificada, en el que se elimina el espaciador-1, o espaciador-1 y la regién entre el sitio de
escisién de Notch-1 y la subunidad a/p.

En un aspecto, la divulgacién proporciona una célula huésped que incluye un vector que comprende el
polinucleétido de una subunidad o/ GlcNAc-1-PT modificada, en la que se suprimen el espaciador-1, o
espaciador-1y la regién entre el sitio de escisién de la subunidad Notch-1y a/B.
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En un aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para aumentar la fosforilacién de oligosacaridos
de una proteina de interés, tal como B-glucocerebrosidasa (GBA), GalA, Catepsina D (CathD), enfermedad de
Niemann-Pick tipo C2 (NPC2), B-hexosaminidasa (HEXB), a-galactosidasa (GLA), B-manosidasa (MANBA),
alfa-L-idurnoidasa, iduronato sulfatasa, arilsulfatasa B, a-glucosidasa é&cida (GAA), o a-manosidasa acida
lisosomal (LAMAN), mediante la expresion de una subunidad o/ de GlcNAc-1-PT ex6gena en una célula.

En un aspecto, la divulgacién proporciona un procedimiento para aumentar la unién de una proteina de interés
a receptores de manosa 6-fosfato (Man-6-P) de la superficie celular, expresando una subunidad o/ de GlcNAc-
1-PT modificada en una célula.

En un aspecto, la divulgacién proporciona un procedimiento para mejorar la fosforilacién de enzimas
lisosomales, mediante la coexpresién de una GIcNAc-1-PT o/f modificada con una enzima lisosomal de interés
tal como GBA, GalA, CathD, NPC2, HEXB, GLA, MANBA, alfa-L-idurnoidasa, iduronato sulfatasa, arilsulfatasa
B, GAA, o LAMAN en una célula.

Breve descripcién de las figuras

El expediente de la solicitud contiene al menos un dibujo realizado en color. La Oficina proporcionara copias
de esta publicacion de solicitud de patente con dibujo(s) en color previa peticiéon y pago de la tasa necesaria.

Las FIG. 1A, FIG. 1B, FIG. 1C, FIG. 1D, FIG. 1E, FIG. 1F y FIG. 1G representan un esquema, alineacién,
inmunoblots o inmunotransferencia y graficos que muestran que el dominio espaciador-1 regula el sitio de
escisién del precursor a/f. (FIG. 1A) Esquema de la disposicién modular de la subunidad o/ de GlcNAc-1-PT
y sustitucion de la secuencia espaciador-1 humana por espaciador-1 de D. discoideum. (FIG. 1B) Analisis de
inmunotransferencia de a/f WT frente al mutante de delecion DS1 expresado en células HeLa GNPTAB™"
sondeadas con anticuerpo anti-V5. (FIG. 1C) Actividad fosfotransferasa hacia el azlcar simple aMM, utilizando
extractos de células GNPTAB™ transfectadas con vector, precursor WT o/ o los distintos ADNc mutantes. La
actividad se normaliz6 con respecto a la concentracion total de proteinas. (FIG. 1D) Inhibicién de la actividad
S1P de células HeLa GNPTAB transfectadas con el precursor o/ WT o el ADNc mutante DS1. 24 h después
de la transfeccién, se afiadié PF-429242 a las células a una concentracion final de 10 uM y se incubaron las
células durante otras 24 h antes de cosecharlas. Se prepararon extractos celulares y 20 ug de cada lisado se
separaron por SDS-PAGE y se sometieron a western blotting. (FIG. 1E) Alineacién de aminoacidos de los dos
sitios de sustrato S1P de la subunidad GlcNAc-1-PT a con otros sitios S1P conocidos. El recuadro sombreado
muestra el motivo de escisibn consensuado conservado. (FIG. 1F) Andlisis de inmunoblot
(inmunotransferencia) de los mutantes puntuales, R925A, R879A y R925A/R879A en el contexto de WT a/p o
del mutante de delecién DS1. Las proteinas expresadas en células HeLa GNPTAB” se separaron mediante
gel SDS-PAGE, se transfirieron a nitrocelulosa y se sondaron con anticuerpo anti-V5. (FIG. 1G) Transfeccién
de células HeLa GNPTAB" con WT a/f o los diversos mutantes mostrados en la FIG. 1F para determinar la
fosforilacién enzimatica determinada por la unién de tres enzimas lisosomales endégenas a perlas de afinidad
CI-MPR. Se ensayé la actividad del material unido y los valores obtenidos con células transfectadas con WT
a/B se fijan en 100%.

Las FIG. 2A, FIG. 2B y FIG. 2C muestran gréaficos e inmunotransferencia que demuestran que la delecién del
espaciador-1 aumenta la fosforilacién de varias glicoproteinas no lisosomales. (FIG. 2A) La fosforilacién en
manosa del total de proteinas solubles se determiné transfectando células HeLa GNPTAB" con el vector solo,
el precursor WT o/B o el ADNc mutante DS1, seguido del marcaje con [2-*H]manosa. Los valores mostrados
se calculan como el porcentaje de recuentos recuperados con las perlas de afinidad CI-MPR como fraccidén de
los recuentos totales en el precipitado de acido fosfotlngstico. * representa p= <0.05. (FIG. 2B) Las células
HelLa GNPTAB’ fueron co-transfectadas con plasmidos que codificaban las 3 proteinas lisosomales o las 4
proteinas no lisosomales junto con el precursor WT a/f o el ADNc mutante DS1. Las células se marcaron con
[2-3H]-manosa, seguido de inmunoprecipitacion de las proteinas secretadas al medio y determinacién del
porcentaje de N-glicanos que contenian Man-6-P. Los valores obtenidos con WT se ajustan a 1.0. Los valores
absolutos de fosforilacién para las proteinas indicadas coexpresadas con precursor WT o/ fueron: GLA, 36
3%; NPC2, 51 £ 6% C; CathD 25 + 8%; DNasa |, 23 £4%; Renina, 21 + 4%; LIF, 24 + 7%; PoFut2, 12,6%. (FIG.
2C) Western blot de células HeLa GNPTAB" co-transfectadas con los plasmidos de expresion de las proteinas
indicadas junto con el vector vacio, el precursor WT a/f o el ADNc mutante DS1. Los lisados celulares se
incubaron con perlas de afinidad CI-MPR y la unién de las diversas proteinas se determin6 sondeando el blot
(o membrana) con los siguientes anticuerpos: Renina - anti-HA; NPC2, GP, Lamp1 y Lamp2 con anticuerpos
generados contra la proteina nativa.

Las FIG. 3A, FIG. 3B, FIG. 3C, FIG. 3D, FIG. 3E, FIG. 3F y FIG. 3G representan un esquema, graficos e
inmunotransferencias que muestran la generacién de una enzima minima capaz de fosforilar muchas
glicoproteinas de forma no especifica. (FIG. 3A) Esquema de los diversos constructos de delecién del precursor
o/p expresadas en células HeLa GNPTAB". (FIG. 3B) La fosforilacion en manosa del total de proteinas solubles
se determind transfectando células HeLa GNPTAB con el precursor o/f WT o los ADNc mutantes de delecidn
indicados, seguido del marcaje con [2-*H]manosa. Los valores mostrados se calculan como el porcentaje de
recuentos recuperados con las perlas de afinidad CI-MPR como fraccién de los recuentos totales en el
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precipitado de acido fosfotingstico. Se resté el valor de fondo de 0.8 + 0.3% para obtener los valores finales
representados. * representa p= <0.05 y ** representa p= <0.01. (FIG. 3C) Transfeccién de células Hela
GNPTAB” con el precursor o/ WT, el cADN mutante de delecién N1-D o $1-D. El grado de fosforilacion
mediada por WT o proteinas mutantes se determiné mediante la unién de tres enzimas lisosomales endégenas
a perlas de afinidad CI-MPR. Se ensayé la actividad del material unido y los valores obtenidos con células
transfectadas con WT o/ se fijan en el 100%. (FIG. 3D) Western blot del precursor WT a/p y los mutantes de
delecion expresados en células HeLa GNPTAB”. Se cargé la cantidad indicada de cada extracto celular y se
detectaron el precursor a/f y las subunidades B con un anticuerpo anti-V5. (FIG. 3E) Actividad catalitica del
precursor a/f WT y de los mutantes hacia aMM utilizando cantidades iguales de extractos celulares enteros. El
extracto celular GNPTAB” Hela transfectado solo con vector sirvié de control y el valor WT se fijé en el 100%
tras restar el fondo solo con vector. (FIG. 3F) Analisis de inmunotransferencia de células HeLa GNPTAB™ co-
transfectadas con los plasmidos de expresidn de las proteinas indicadas junto con el vector vacio, el precursor
WT o/B o los ADNc mutantes de delecién indicados. Los lisados celulares se incubaron con perlas de afinidad
CI-MPR y la unién de las distintas proteinas se determin6 sondeando los blots con los anticuerpos descritos en
la FIG. 2C, o con anti-myc para PoFut2 y etiqueta anti-Strep para los dominios A1A2A3 de VWF. (FIG. 3G)
Transfeccion de células HeLa GNPTAB” con el precursor o/ WT, los ADNc mutantes de delecién N1-S3 o
S1-83. El grado de fosforilacion mediada por proteinas WT o mutantes se determiné mediante la unién de tres
enzimas lisosomales endbgenas a perlas de afinidad CI-MPR. Se ensay6 la actividad del material unido y los
valores obtenidos con células transfectadas con WT a/B se fijan en 100%.

La FIG. 4 representa un gréafico que muestra que la fosforilacién de glicoproteinas no lisosomales esta mediada
por el precursor o/ minimo. Las células HeLa GNPTAB” fueron co-transfectadas con el precursor o/ WT o
con el ADNc mutante de delecién S1-8S3, junto con plasmidos de expresion para las 4 glicoproteinas no
lisosomales. 48 h post-transfeccion, las células se marcaron durante 2 h con [2-°H]-manosa, seguido de
inmunoprecipitacién de las proteinas secretadas al medio y determinacidén del porcentaje de N-glicanos que
contenian Man-6-P. Los valores obtenidos con WT se fijan en 1. Los valores absolutos de fosforilacién para las
proteinas indicadas coexpresadas con precursor a/f WT fueron: LIF, 26 + 5%; Renina, 22 + 2%, PoFut2, 26
2%, DNasa |, 22 + 3%.

La FIG. 5 muestra un modelo de la funcién de GlcNAc-1-PT. (Arriba) La GlcNAc-1-PT, en estado basal, es
incapaz de engancharse a las cadenas de glicanos de las moléculas sustrato, ya que el dominio espaciador-1
(purpura) interfiere con el sitio catalitico formado por los cuatro dominios Stealth (rosa). La unién del sitio de
acoplamiento de la proteina de la enzima lisosomal con el dominio de interaccién de los médulos Notch/DMAP
(naranja) induce un cambio conformacional tal que el dominio espaciador-1 se desplaza, permitiendo que los
residuos de manosa de los glicanos de alta manosa de la enzima lisosomal entren en el sitio catalitico y sean
fosforilados. En algunos casos, el dominio de homologia del receptor Man-6-P de la subunidad y (verde)
ayudara a guiar los oligosacéridos hacia el sitio catalitico. (Abajo) La enzima minima que carece del dominio
espaciador-1 y del dominio de interaccién médulos Notch/DMAP no se inhibe ni requiere sitios de acoplamiento
de proteinas en moléculas sustrato para la fosforilacién. Esta enzima se expresa a niveles muy altos y es capaz
de fosforilar todas las glicoproteinas solubles que pasan por el Golgi, independientemente de su destino final.

La FIG. 6 muestra un esquema de la organizacién modular de los diferentes dominios del precursor GlcNAc-1-
PT o/B humano y su alineacién con la GIcNAc-1-PT de D. discoideum y N. meningitidis. No se sabe con certeza
si la proteina de D. discoideum sufre un procesamiento proteolitico como la proteina humana. Las 4 regiones
mostradas en verde juntas comprenden el Stealth, un dominio evolutivamente conservado identificado por
primera vez en proteinas bacterianas implicadas en la biosintesis de polisacaridos capsulares.

La FIG. 7 muestra un Western blot de células HEK 293 transfectadas con el precursor o/ WT o con los ADNc
mutantes indicados. Los lisados celulares se incubaron con agarosa Ni-NTA para purificar por afinidad el
precursor a/f, asi como la subunidad B, ya que los diversos constructos tenian, ademés del epitopo V, una
etiqueta de histidina 6X-His en el extremo C-terminal. La punta de flecha indica la pequefia cantidad de
subunidad B escindida Q882 observada con la proteina WT, mientras que el * es la  normal debida a la escisién
en K928. El mutante R925A también mostré una pequefia cantidad de la B escindida en Q882 mientras que la
B escindida en K928 desaparece por completo en este caso. Ambas subunidades B estan completamente
ausentes con el mutante DS1/R879A/R925A.

La FIG. 8A muestra un esquema de la disposicién modular de la subunidad a/f GlcNAc-1-PT y la sustitucién
de la secuencia espaciador-1 humana por una secuencia enlazadora de 26 aa que comprende residuos Gly y
Ser. La FIG. 8B representa el analisis de inmunotransferencia de WT o/ frente a los mutantes de delecién DS1
y AS1 expresados en células HeLa GNPTAB” y sondados con anticuerpo anti-V5. La FIG. 8C representa un
grafico que muestra la actividad de fosfotransferasa hacia el azlcar simple aMM, utilizando extractos de células
GNPTAB" transfectadas con el precursor WT a/B o el ADNc mutante AS1. La actividad se normaliz6 a la
concentracién de proteina total. La FIG. 8D representa una inmunotransferencia que muestra la inhibicién de
la actividad de S1P en células HeLa GNPTAB" transfectadas con el precursor o/ WT, el DS1 o el ADNc
mutante AS1. 24 h después de la transfeccion se afiadié PF-429242 a las células a una concentracién final de
10 UMy las células se incubaron durante otras 24 h antes de ser cosechadas. Se prepararon extractos celulares
y 20 ug de cada lisado se separaron por SDS-PAGE y se sometieron a Western blotting.
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La FIG. 9 muestra imagenes de inmunofluorescencia confocal de células HeLa GNPTAB™ transfectadas con
el precursor a/f WT, el ADNc mutante DS1 o AS1 y colocalizadas con los marcadores de Golgi GOLPH4,
respectivamente (ver Procedimientos).

La FIG. 10 muestra imagenes de inmunofluorescencia confocal de células HeLa GNPTAB transfectadas con
el precursor o/f WT, o con los ADNc mutantes indicados, y colocalizadas con los marcadores de Golgi
GOLPHA4, respectivamente (Procedimientos).

La FIG. 11 muestra imagenes de inmunofluorescencia confocal de células HeLa GNPTAB transfectadas con
el precursor a/f WT, el ADNc mutante N1-S3 o S1-S3, y colocalizadas con los marcadores de Golgi GOLPH4,
respectivamente (ver Procedimientos).

Las FIG. 12A, FIG. 12B y FIG. 12C representan un esquema y graficos que muestran la expresién de una
GlcNAc-1-fosfotransferasa minima y el andlisis de la actividad enzimatica. (FIG. 12A) Esquema de la
disposicion modular de la subunidad a/p de la GlcNAc-1-fosfotransferasa WT y la de la enzima minima, S1-S3.
La enzima minima se gener6 sustituyendo la secuencia del espaciador-1 humano por el espaciador-1 de D.
discoideum y eliminando los aminoacidos 438-928. (FIG. 12B) Las células Expi293F o las células D9 de ratén
se co-transfectaron con plasmidos de expresién para las enzimas lisosomales indicadas junto con el vector
vacio, el precursor a/ WT o el ADNc mutante S1-S3. El grado de fosforilacién mediado por el precursor a/p
WT o el mutante S1-S3 se determiné para cada enzima uniéndola a perlas de afinidad CI-MPR y analizando la
actividad del material unido como se describe en Procedimientos. Los valores obtenidos con el vector vacio
son indicativos de la actividad mediada por la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena. (FIG. 12C) Las células
HelLa GNPTAB' se transfectaron conjuntamente con el precursor a/p WT o con el ADNc del mutante de
delecién S1-S3, junto con plasmidos de expresion para 4 enzimas lisosomales, mientras que las células HelLa
parentales se transfectaron Unicamente con ADNc para estas Ultimas y utilizaron la actividad GlcNAc-1-
fosfotransferasa endogena. 48 h después de la transfeccion, las células se marcaron durante 2 h con [2-3H]-
manosa, seguido de inmunoprecipitacion de las proteinas secretadas en el medio y determinacién del
porcentaje de N-glicanos que contenian Man-6-P. Se muestran los valores absolutos del % de fosforilacién.

Descripcidn detallada de la invencién

Los inventores demuestran que un precursor a/f truncado que carece de un numero de elementos de la
subunidad a mientras que conserva los dominios cataliticos «Stealth» se expresa a niveles muy altos dando
lugar a una actividad catalitica 20 veces mayor que la que se produce con la enzima WT. El precursor a/f
truncado estimulé la fosforilacion de manosa por encima de los niveles endégenos de diversas proteinas
lisosomales y no lisosomales. Ademés, la enzima truncada aumenté la formacién de glicanos con dos residuos
de Man-6-P, lo que se traduce en una afinidad mucho mayor por los receptores de Manosa-6-P. La fosforilacién
de la enzima lisosomal puede incrementarse sustancialmente mediante la cotransfeccion con el precursor a/p
WT o truncado de la GlcNAc-1-fosfotransferasa. La fosforilacién aumentada incrementa la unién y la captacion
por las células. Este efecto se produce incluso con enzimas lisosomales como GalA que son bien fosforiladas
por la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena. Ademas, este procedimiento mejora la fosforilacién y captacién de
LAMAN y GAA, dos enzimas lisosomales que son poco fosforiladas por la GlcNAc-1-fosfotransferasa
endbgena. Diversos aspectos de la divulgacién se describen con més detalle a continuacién.

|. Composiciones

La invencién es tal como se expone en las reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, la divulgacién proporciona
un polipéptido aislado; el polipéptido comprende la subunidad a/f de la GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-
PT). En otro aspecto, la divulgacién proporciona un polinucleétido aislado; el polinucleétido codifica al menos
un polipéptido, el polipéptido comprende la subunidad a/p de la GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT). En
otro aspecto mas, la divulgaciéon proporciona un vector que comprende un polinucleétido; el polinucleétido
codifica al menos un polipéptido; el polipéptido comprende la subunidad a/p de la GlcNAc-1-fosfotransferasa
(GlcNAc-1-PT). En otro aspecto mas, la divulgacién proporciona una célula huésped que comprende un vector
que comprende un polinucleétido; el polinucleétido codifica al menos un polipéptido; el polipéptido comprende
la subunidad a/f de GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT).

En un aspecto, una proteina GlcNAc-1-PT de longitud completa puede incluir 3 subunidades: subunidades q,
By y. Las subunidades ay B (GlcNAc-1-PT a/B) pueden ser capaces de fosforilar la mayoria de las enzimas
lisosomales en ausencia de la subunidad y. Las subunidades GIcNAc-1-PT o/f pueden incluir diversos
dominios conservados. Los dominios conservados de las subunidades GlcNAc-1-PT o/ pueden incluir,
dispuestos desde el extremo N- al C-terminal del polipéptido, un dominio espaciador-1 (espaciador-1), un
dominio Notch 1 (Notch 1), un dominio Notch 2 (Notch 2), un dominio espaciador-2 (espaciador-2), un dominio
de interaccidn de proteinas asociado a metiltransferasa de ADN (DMAP), un dominio espaciador-3 (espaciador-
3) y un dominio espaciador-4 (espaciador-4). La subunidad a puede incluir dispuestos desde el N- al C-terminal
del polipéptido un espaciador-1, un Notch 1, un Notch 2, un espaciador-2, y un DMAP. El espaciador-3 puede
abarcar la subunidad a y B, y puede incluir el sitio en el que la subunidad a y p pueden escindirse, el sitio de
escisién de la subunidad o/B. El espaciador-4 puede estar en la subunidad {.
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En un aspecto la divulgacién proporciona un polipéptido aislado; el polipéptido comprende la subunidad a/p de
la GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT), en la que el espaciador-1 est4 suprimido y la regién entre Notch
1y el sitio de escision o/ esté suprimida. En otro aspecto, la divulgacién proporciona un polinucleétido aislado;
el polinucledtido codifica al menos un polipéptido; el polipéptido comprende la subunidad a/p de la GlcNAc-1-
fosfotransferasa (GIcNAc-1-PT), en la que se suprime el espaciador-1 y se suprime la regién entre Notch 1y el
sitio de escisibn a/f. En otro aspecto mas, la divulgacién proporciona un vector que comprende un
polinucleétido; el polinucledtido codifica al menos un polipéptido; el polipéptido comprende la subunidad a/p de
la GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT), en la que se suprime el espaciador-1 y se suprime la regién entre
Notch 1 y el sitio de escisién a/B. En otro aspecto més, la divulgacidén proporciona una célula huésped que
comprende un vector que comprende un polinucleétido; el polinucleétido codifica al menos un polipéptido; el
polipéptido comprende la subunidad o/f de la GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT), en la que se suprime
el espaciador-1 y se suprime la regién entre Notch 1 y el sitio de escisién o/.

(a) GlcNAc-1-fosfotransferasa

En un aspecto la divulgacién proporciona una GlcNAc-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT). Como se usa aqui, el
término «GlcNAc-1-fosfotransferasa» incluye GIcNAc-1-fosfotransferasa de tipo silvestre, GlcNAc-1-
fosfotransferasa mutante, homélogos funcionales de GlcNAc-1-fosfotransferasa y fragmentos de los mismos.
La GlcNAc-1-PT es una proteina hexamérica a2p2y2 codificada por dos genes. La subunidad y mas pequefia
esta codificada por el gen GNPTG, mientras que las subunidades a y B estan codificadas como un Unico
precursor o/ por el gen GNPTAB. La escisidn proteolitica del precursor a/f humano en K928 esta mediado
por la proteasa Site-1 (S1P) en el Golgi y este corte es esencial para la competencia catalitica de la proteina.
La GIcNAc-1-PT realiza el paso inicial y mas crucial en la generacién de la etiqueta Man-6-P uniéndose
selectivamente a determinantes proteicos dependientes de la conformacién en hidrolasas acidas lisosomales
y catalizando la transferencia de GlcNAc-1-P desde UDP-GIcNAc a residuos de manosa en glicanos N-ligados
de tipo alto en manosa de las hidrolasas. En consecuencia, una GlcNAc-1-PT de la divulgacién, incluyendo un
homdélogo o fragmento funcional, genera una etiqueta Man-6-P. En ciertas realizaciones, una GlcNAc-1-P de
la divulgacién comprende la subunidad o/f. La informacién de secuencia para la secuencia de aminoacidos de
la a/f GlcNAc-1-fosfotransferasa humana de longitud completa puede encontrarse utilizando, por ejemplo, el
ndmero de acceso GenBank CAJ30014.1. La informacién de secuencia para la secuencia de longitud completa
de ARNm de a/f GlcNAc-1-fosfotransferasa humana puede encontrarse utilizando, por ejemplo, el nimero de
acceso GenBank AM085438.1. En ciertas realizaciones, una a/f GlcNAc-1-fosfotransferasa de la divulgacién
comprende la secuencia establecida en SEQ ID NO: 1 (MLFKLLQRQT YTCLSHRYGL YVCFLGVVVT
IVSAFQFGEV VLEWSRDQYH VLFDSYRDNI AGKSFQNRLC LPMPIDVVYT WVNGTDLELL KELQQVREQM
EEEQKAMRE! LGKNTTEPTK KSEKQLECLL THCIKVPMLY LDPALPANIT LKDLPSLYPS FHSASDIFNV
AKPKNPSTNV SVVVFDSTKD VEDAHSGLLK GNSRQTVWRG YLTTDKEVPG LVLMQDLAFL SGFPPTFKET
NQLKTKLPEN LSSKVKLLQL YSEASVALLK LNNPKDFQEL NKQTKKNMTI DGKELTISPA YLLWDLSAIS
QSKQDEDISA SRFEDNEELR YSLRSIERHA PWVRNIFIVT NGQIPSWLNL DNPRVTIVTH QDVFRNLSHL
PTFSSPAIES HIHRIEGLSQ KFIYLNDDVM FGKDVWPDDF YSHSKGQKVY LTWPVPNCAE GCPGSWIKDG
YCDKACNNSA CDWDGGDCSG NSGGSRYIAG GGGTGSIGVG QPWQFGGGIN  SVSYCNQGCA
NSWLADKFCD QACNVLSCGF DAGDCGQDHF HELYKVILLP NQTHYIIPKG ECLPYFSFAE VAKRGVEGAY
SDNPIIRHAS IANKWKTIHL IMHSGMNATT IHFNLTFQNT NDEEFKMQIT VEVDTREGPK LNSTAQKGYE
NLVSPITLLP EAEILFEDIP KEKRFPKFKR HDVNSTRRAQ EEVKIPLVNI SLLPKDAQLS LNTLDLQLEH
GDITLKGYNL SKSALLRSFL MNSQHAKIKN QAITDETND SLVAPQEKQV HKSILPNSLG VSERLQRLTF
PAVSVKVNGH DQGQNPPLDL ETTARFRVET HTQKTIGGNV TKEKPPSLIV PLESQMTKEK KITGKEKENS
RMEENAENHI GVTEVLLGRK LQHYTDSYLG FLPWEKKKYF QDLLDEEESL KTQLAYFTDS KNTGRQLKDT
FADSLRYVNK ILNSKFGFTS RKVYPAHMPHM IDRIVMQELQ DMFPEEFDKT SFHKVRHSED MQFAFSYFYY
LMSAVQPLNI SQVFDEVDTD QSGVLSDREI RTLATRIHEL PLSLQDLTGL EHMLINCSKM LPADITQLNN
IPPTQESYYD PNLPPVTKSL VTNCKPVTDK IHKAYKDKNK YRFEIMGEEE IAFKMIRTNV SHVVGQLDDI
RKNPRKFVCL NDNIDHNHKD AQTVKAVLRD FYESMFPIPS QFELPREYRN RFLHMHELQE WRAYRDKLKF
WTHCVLATLI MFTIFSFFAE QLIALKRKIF PRRRIHKEAS PNRIRV). En otras realizaciones, una GlcNAc-1-
fosfotransferasa de la divulgacién puede tener aproximadamente un 80% de identidad con SEQ ID NO:1,
siempre que tenga la misma actividad funcional que GlcNAc-1-PT. Por ejemplo, una GlcNAc-1-fosfotransferasa
de la divulgacién puede tener 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con SEQ ID NO:1. siempre que tenga la misma actividad
funcional que GIcNAc-1-PT.

Se aprecia que la presente est4 dirigida a homélogos de GlcNAc-1-PT en otros organismos y no se limita a la
GlcNAc-1-PT humana. Se pueden encontrar homdlogos en otras especies mediante procedimientos conocidos
en la técnica. Para determinar si una proteina tiene una homologia significativa o comparte un cierto porcentaje
de identidad de secuencia con una secuencia de la invencién, la similitud de secuencia puede determinarse
mediante algoritmos convencionales, que normalmente permiten la introduccién de un pequefio nimero de
espacios para lograr el mejor ajuste. En particular, el «porcentaje de identidad» de dos polipéptidos o dos
secuencias de acido nucleico se determina utilizando el algoritmo de Karlin y Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87:2264-2268, 1993). Dicho algoritmo esta incorporado en los programas BLASTN y BLASTX de Altschul
et al. (J. Mol. Biol. 215:403-410. 1990). Las bUsquedas de nucleétidos BLAST pueden realizarse con el
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programa BLASTN para obtener secuencias de nucleétidos homoélogas a una molécula de acido nucleico de la
invencién. Del mismo modo, pueden realizarse busquedas de proteinas BLAST con el programa BLASTX para
obtener secuencias de aminoacidos homélogas a un polipéptido de la invencién. Para obtener alineaciones
separadas con fines de comparacién se utiliza Gapped BLAST como se describe en Altschul ef al. (Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402, 1997). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se emplean los
parametros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, BLASTX y BLASTN). Véase
www.ncbi.nlm.nih.gov para més detalles.

Un homdélogo de GlcNAc-1-PT puede ser al menos 80, 85, 90 o 95% homdlogo a GlcNAc-1-PT humana siempre
que tenga la misma actividad funcional que GlcNAc-1-PT. En una realizacién, un homélogo de GlcNAc-1-PT
puede ser al menos 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88 u 89% homdlogo de GlcNAc-1-PT humana. En otra
realizacién, un homélogo de GlcNAc-1-PT puede ser al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100%
homdélogo de GlcNAc-1-PT. En otra realizacién, un homélogo de GIcNAc-1-PT puede ser un truncamiento o
variante que tiene la misma actividad funcional que la GlcNAc-1-PT de longitud completa.

En otras realizaciones, una GlcNAc-1-P de la divulgacién comprende la subunidad a/B, en la que el espaciador-
1 esté suprimido. Mas especificamente, una GlcNAc-1-P de la divulgacion comprende la subunidad o/, en la
que los aminoacidos entre aproximadamente el aminoacido 86 a aproximadamente el aminoacido 322 se
suprimen en referencia a SEQ ID NO:1. La delecidén del espaciador-1 da lugar a una GlcNAc-1-P con mayor
capacidad para fosforilar una serie de glicoproteinas no lisosomales que son poco fosforiladas por la GIcNAc-
1-P de tipo silvestre. En ofras realizaciones, una GlcNAc-1-P de la divulgacién comprende la subunidad a/f, en
la que la regién entre Notch 1 y el sitio de escisién a/f esté suprimida. Mas especificamente, una GlcNAc-1-P
de la divulgaciéon comprende la subunidad o/B, en la que los aminoé&cidos entre aproximadamente el aminoacido
438 y aproximadamente el aminoacido 928 se suprimen en referencia a SEQ ID NO:1. En realizaciones
especificas, una GlcNAc-1-P de la divulgacién comprende la subunidad o/, en la que se suprime el espaciador-
1y se suprime la regién entre Notch 1y el sitio de escisién a/p. Mas especificamente, una GlcNAc-1-P de la
divulgacién comprende la subunidad a/f, en la que se suprimen los aminoacidos entre aproximadamente el
aminoécido 86 y aproximadamente el aminoacido 322 y se suprimen los aminoacidos entre aproximadamente
el aminoacido 438 y aproximadamente el aminoacido 928 en referencia a SEQ ID NO:1. Es importante destacar
que la delecién no puede extenderse més alla del aminoacido 928. La eliminacién del espaciador-1, junto con
la region entre Notch1 y el sitio de escision o/, da como resultado una GlcNAc-1-P que recuerda a las proteinas
bacterianas y las células que expresan esta minima GlcNAc-1-PT demuestran una actividad drasticamente
aumentada hacia el azUcar simple a-metil D-manésido (aMM) y las glicoproteinas no lisosomales como
consecuencia de su alto nivel de expresién. Una subunidad a/f de GIcNAc-1-PT en la que se suprime el
espaciador-1y la regién entre Notch 1 y el sitio de escisiéon a/p tiene una actividad catalitica aproximadamente
5 veces mayor que la subunidad a/f de GlcNAc-1-PT de tipo silvestre. Por ejemplo, una subunidad a/f de
GlcNAc-1-PT en la que se suprime el espaciador-1 y la regién entre Notch 1 y el sitio de escisién a/f tiene una
actividad catalitica aproximadamente 10 veces, aproximadamente 15 veces, aproximadamente 20 veces,
aproximadamente 25 veces o aproximadamente 30 veces mayor que la subunidad o/p de GlcNAc-1-PT de tipo
silvestre. Una subunidad a/f de GlcNAc-1-PT en la que se suprime el espaciador-1y se suprime la regién entre
Notch 1 y el sitio de escisién a/f aumenta el contenido de glicanos con 2 residuos Man-6-P en relacién con la
subunidad a/f de GlcNAc-1-PT de tipo silvestre. Por ejemplo, una subunidad a/f de GlcNAc-1-PT en la que se
suprime el espaciador-1y se suprime la regién entre Notch 1 y el sitio de escisién a/p aumenta el contenido de
glicanos con 2 residuos Man-6-P en aproximadamente un 1%, aproximadamente un 2%, aproximadamente un
3%, aproximadamente un 4%, aproximadamente un 5%, aproximadamente un 10%, aproximadamente un 15%,
aproximadamente un 20% o aproximadamente un 25% en relacién con la subunidad a/f de GlcNAc-1-PT de
tipo silvestre. En la FIG. 3A se representan otras GlcNAc-1-Ps modificadas de la divulgacién.

(b) constructo enzimatico

En un aspecto, la presente divulgacidén proporciona un constructo enzimético. Un constructo enzimatico de la
divulgacién es una secuencia polinucleotidica que codifica al menos un polipéptido; el polipéptido comprende
una GlcNAc-1-fosfotransferasa o un fragmento de la misma. Tal como se utilizan en el presente documento,
los términos «secuencia polinucleotidica de la divulgacion» y «constructo enzimético» son intercambiables. La
presente divulgaciéon también proporciona polipéptidos aislados codificados por constructos enziméticos,
vectores que comprenden constructos enzimaticos y células aisladas que comprenden dichos vectores.

i. secuencia polinucleotidica

Un constructo enzimético de la divulgacién es una secuencia polinuclectidica que codifica al menos un
polipéptido; el polipéptido comprende una GlcNAc-1-fosfotransferasa o un fragmento de la misma. En ciertas
realizaciones, el constructo enzimético es una secuencia polinucleotidica que codifica al menos un polipéptido,
comprendiendo el polipéptido una subunidad a/f de GlcNAc-1-fosfotransferasa. En otra realizacién, el
constructo enzimético es una secuencia polinucleotidica que codifica al menos un polipéptido; el polipéptido
comprende la subunidad o/f de la GlcNAc-1-fosfotransferasa, en la que el espaciador-1 esta suprimido. En otra
realizacién, el constructo enzimético es una secuencia polinucleotidica que codifica al menos un polipéptido; el
polipéptido comprende la subunidad o/ de GlcNAc-1-fosfotransferasa, en la que la regién entre Notch 1y el
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sitio de escisién a/p estd suprimida. En ofra realizacién més, el constructo enzimético es una secuencia
polinucleotidica que codifica al menos un polipéptido; el polipéptido comprende la subunidad o/f de la GlcNAc-
1-fosfotransferasa, en la que se suprime el espaciador-1 y se suprime la regién entre Notch 1 y el sitio de
escisién o/B. En una realizacién diferente, el constructo enzimatico es una secuencia polinucleotidica que
codifica al menos dos polipéptidos; los polipéptidos comprenden GlcNAc-1-fosfotransferasas o fragmentos de
las mismas.

Cuando un polinucleétido de la divulgacién codifica mas de un polipéptido, el polinucleétido puede comprender
mas de un promotor enlazado operablemente a cada polinucleétido que codifica un polipéptido. A modo de
ejemplo no limitante, un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende una primera GlcNAc-1-
fosfotransferasa o un fragmento de la misma puede estar unido de forma operable a un primer promotor y un
polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende una segunda GlcNAc-1-fosfotransferasa o un
fragmento de la misma puede estar unido de forma operable a un segundo promotor. La primera y la segunda
GlcNAc-1-fosfotransferasa o un fragmento de la misma pueden ser iguales o diferentes. El primer y el segundo
promotor pueden ser iguales o diferentes. Los promotores se describen con mas detalle a continuacién.

Alternativamente, cuando mas de un polipéptido esta codificado por un polinucleétido de la divulgacién, el
polinucleétido puede estar unido operablemente a un Unico promotor. En tal realizacién pueden utilizarse varias
estrategias comunes en la técnica para generar mas de un producto de expresién. A modo de ejemplo no
limitativo, entre los polinucleétidos que codifican los polipéptidos puede insertarse una sefial de empalme, un
sitio de entrada ribosémica interna (IRES) o un sitio de escisién proteolitico. A modo de ejemplo no limitante,
un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende una primera GlcNAc-1-fosfotransferasa o un
fragmento de la misma y una segunda GlcNAc-1-fosfotransferasa o un fragmento de la misma enlazados
operablemente a un Unico promotor puede comprender ademas una sefial de empalme, un IRES o un sitio de
escisién proteolitica entre las regiones codificantes de la primera y la segunda GlcNAc-1-fosfotransferasa o un
fragmento de la misma.

En cada una de las realizaciones anteriores, «GlcNAc-1-fosfotransferasa», «un fragmento de la mismay,
«subunidad a/f de GlcNAc-1-fosfotransferasa» y «GlcNAc-1-fosfotransferasa S1-S3» pueden ser como se
describe en detalle anteriormente en la Seccién I(a), que se incorpora por referencia en esta seccion.

Las secuencias polinucleotidicas de la divulgacién pueden producirse a partir de moléculas de acidos nucleicos
utilizando procedimientos biolégicos moleculares conocidos en la técnica. Cualquiera de los procedimientos
conocidos por un experto en la materia para la amplificacién de fragmentos polinucleotidicos y la insercidén de
fragmentos polinucleotidicos en un vector puede utilizarse para construir las secuencias polinucleotidicas de la
divulgacién. Estos procedimientos pueden incluir ADN recombinante in vitro y técnicas sintéticas vy
recombinaciones in vivo (Véase Sambrook et al. Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory; Current Protocols in Molecular Biology, Eds. Ausubel, et al., Greene Publ. Assoc., Wiley-
Interscience, NY).

ii. vector

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un vector que comprende un constructo enzimatico de la
divulgacion. Tal como se utiliza en el presente documento, un vector se define como una molécula de acido
nucleico utilizada como vehiculo para transferir material genético. Los vectores incluyen, pero no se limitan a,
plasmidos, fasmidos, césmidos, elementos transponibles, virus (bacteriéfagos, virus animales y virus vegetales)
y cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC), tales como vectores retrovirales (por ejemplo, derivados de
vectores del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), MSCV, SFFV, MPSV, SNV, etc.), vectores
lentivirales (por ejemplo, derivados del VIH-1, VIH-2, VIS, VIB, VIF, etc.), vectores adenovirales (Ad), incluidas
sus formas de replicacién competente, de replicacién deficiente y sin entrafias, vectores virales adeno-
asociados (AAV), vectores del virus simio 40 (SV-40), vectores del virus del papiloma bovino, virus de Epstein-
Barr, vectores del virus del herpes, vectores del virus vaccinia, vectores del virus del sarcoma murino de Harvey,
vectores del virus del tumor mamario murino, vectores del virus del sarcoma de Rous.

El vector puede tener un nimero de copias alto, un nimero de copias intermedio 0 un nimero de copias bajo.
El nimero de copias puede utilizarse para controlar el nivel de expresién del constructo enzimatico y como
medio para controlar la estabilidad del vector de expresién. En una realizacién puede utilizarse un vector de
alto nimero de copias. Un vector de alto nimero de copias puede tener al menos 31, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 copias por célula bacteriana. En otras realizaciones, el vector de alto nimero
de copias puede tener al menos 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375 o0 400 copias por
célula huésped. En una realizacién alternativa puede utilizarse un vector de bajo numero de copias. Por
ejemplo, un vector de bajo niUmero de copias puede tener una o al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve o diez copias por célula huésped. En otra realizacién, puede utilizarse un vector de nimero de
copias intermedio. Por ejemplo, un vector de nimero de copias intermedio puede tener al menos 10, 11, 12,
13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 copias por célula huésped.
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Los vectores de la presente divulgacion se utilizan tipicamente para la expresion de proteinas. Como es bien
conocido en la técnica, tales vectores pueden poseer una amplia variedad de origenes de replicacién, multiples
secuencias de clonacién, promotores, sitios de unién ribosémica/sitios de entrada ribosémica, sitios de
iniciacion de traduccién, terminadores de transcripcién, etc. Los vectores también pueden contener una o méas
secuencias de polinucleétidos que codifican marcadores seleccionables, informadores y etiquetas peptidicas.

Un acido nucleico que codifica un constructo enzimatico también puede vincularse operablemente a una
secuencia de nucleétidos que codifica un marcador seleccionable. Un marcador seleccionable puede usarse
para seleccionar e identificar eficientemente las células que han integrado los &cidos nucleicos exégenos. Los
marcadores seleccionables confieren a la célula que recibe el &cido nucleico exégeno una ventaja de seleccién,
como la resistencia a una determinada toxina o antibiético. Ejemplos adecuados de marcadores de resistencia
a antibidticos incluyen, pero no se limitan a, aquellos que codifican proteinas que imparten resistencia a
kanamicina, espectomicina, neomicina, gentamicina (G418), ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, puromicina,
higromicina, zeocina y blasticidina.

En algunas realizaciones, el vector también puede comprender un casete de transcripcién para expresar
proteinas reporteras. A modo de ejemplo, las proteinas reporteras pueden incluir una proteina fluorescente,
luciferasa, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, beta-lactamasa, peroxidasa de rabano picante y variantes de
las mismas.

Un vector de expresién que codifica un constructo enzimatico puede entregarse a la célula utilizando un vector
viral o mediante un procedimiento de transferencia no viral. Los vectores virales adecuados para introducir
acidos nucleicos en las células incluyen retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, rabdovirus y virus de
herpes. Los procedimientos no virales de transferencia de acidos nucleicos incluyen el 4cido nucleico desnudo,
los liposomas y los conjugados proteina/acido nucleico. Un constructo de expresidén que codifica un constructo
enzimatico que se introduce en la célula puede ser lineal o circular, puede ser monocatenaria o bicatenaria, y
puede ser ADN, ARN, o cualquier modificacién o combinacién de los mismos.

Un constructo de expresidon que codifica un constructo enzimatico puede introducirse en la célula por
transfeccién. Los procedimientos para transfectar acidos nucleicos son bien conocidos por los expertos en la
materia. Los procedimientos de transfeccidén incluyen, pero no se limitan a, transduccién viral, transfeccién
catiénica, transfeccion liposomal, transfeccién de dendrimero, electroporacién, choque térmico, transfeccién
por nucleofeccién, magnetofeccién, nanoparticulas, entrega de particulas biolisticas (pistola de genes) y
reactivos de transfecciéon patentados como Lipofectamine, Dojindo Hilymax, Fugene, jetPEIl, Effectene o
DreamFect.

Tras la introduccién en la célula, un constructo de expresiéon que codifica un constructo enzimatico puede
integrarse en un cromosoma. En algunas realizaciones, la integracién del constructo de expresién que codifica
un constructo enziméatico en un cromosoma celular puede lograrse con un elemento mévil. El elemento movil
puede ser un transposén o un retroelemento. Una variedad de transposones es adecuada para su uso en la
invenciéon. Entre los ejemplos de transposones de ADN que pueden utilizarse se incluyen el transposén Mu, los
transposones del elemento P de Drosophila y los miembros de la superfamilia de transposones Tc1/Mariner,
como el transposédn bella durmiente de los peces. Una variedad de retroelementos es adecuada para su uso
en la invencidn e incluye retrotransposones que contienen LTR y retrotransposones que no son LTR. Ejemplos
no limitantes de retrotransposones incluyen Copia y gypsy de Drosophila melanogaster, los elementos Ty de
Saccharomyces cerevisiae, los elementos intercalados largos (LINEs), y los elementos intercalados cortos
(SINEs) de eucariotas. Ejemplos adecuados de LINEs incluyen L1 de mamiferos y R2Bm del gusano de seda.

La integracion del acido nucleico exégeno en un cromosoma celular también puede estar mediada por un virus.
Los virus que integran acidos nucleicos en un cromosoma incluyen bacteriéfagos, virus adeno-asociados y
retrovirus. Los vectores de virus adenoasociados (AAV) pueden proceder de serotipos de AAV de primates
humanos 0 no humanos y sus variantes. Los virus adenoasociados adecuados incluyen AAV de tipo 1, AAV de
tipo 2, AAV de tipo 3, AAV de tipo 4, AAV de tipo 5, AAV de tipo 6, AAV de tipo 7, AAV de tipo 8, AAV de tipo
9, AAV de tipo 10. y AAV de tipo 11. Una variedad de retrovirus es adecuada para su uso en la invencién. Los
vectores retrovirales pueden ser de replicacién competente o de replicaciéon defectuosa. El vector retroviral
puede ser un alfa-retrovirus, un beta-retrovirus, un gamma-retrovirus, un delta-retrovirus, un épsilon-retrovirus,
un lentivirus o un spuma-retrovirus. En una realizacién, el vector retroviral puede ser un vector lentiviral. El
vector lentiviral puede derivarse de lentivirus humanos, simios, felinos, equinos, bovinos o lentivirus que
infectan a otras especies de mamiferos. Ejemplos no limitantes de lentivirus adecuados incluyen el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la inmunodeficiencia simia (VIS), el virus de la inmunodeficiencia
felina (VIF), el virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB) y el virus de la anemia infecciosa equina (VAIE).

La integracién de un constructo de expresién que codifica un constructo enzimético en un cromosoma de la
célula puede ser aleatoria. Alternativamente, la integracién de un constructo de expresién que codifica un
constructo enzimético puede dirigirse a una secuencia o ubicacién particular de un cromosoma. En general, el
entorno general en el sitio de integracidén puede afectar si se expresa el constructo de expresién integrado que
codifica un constructo enzimatico, asi como a su nivel de expresion.
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Las células transfectadas con el constructo de expresiéon que codifica un constructo enzimético generalmente
se cultivaran segun seleccién para aislar y expandir células en las que el 4cido nucleico se ha integrado en un
cromosoma. Las células en las que el constructo de expresién que codifica un constructo enzimético se ha
integrado cromosémicamente pueden mantenerse mediante seleccién continua con el marcador seleccionable
descrito anteriormente. La presencia y el mantenimiento de la secuencia de 4cido nucleico exégena integrada
pueden verificarse mediante técnicas estandar conocidas por los expertos en la materia, como Southern blots,
amplificacién de secuencias especificas de acido nucleico mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), y/o secuenciacién de nucledtidos.

Las moléculas de acido nucleico se insertan en un vector capaz de expresar los polipéptidos de fusién cuando
se introducen en una célula huésped apropiada. Las células huéspedes apropiadas incluyen, entre otras,
células bacterianas, de levadura, de insecto y de mamifero.

iii. regulacién

En ciertos aspectos, la expresién de una secuencia polinucleotidica de la divulgacién puede regularse. Dicha
regulacién puede permitir controlar cuando y dénde funciona un constructo enzimatico.

Los vectores de expresién contienen tipicamente uno o méas de los siguientes elementos: promotores,
terminadores, sitios de enlace ribosémico/sitios de entrada ribosémica y sitios de iniciacién de la traduccion.
Tales elementos pueden utilizarse para controlar la expresién de un constructo enzimético de la divulgacion.
La expresiéon de las moléculas de acido nucleico de la divulgacion puede regularse mediante una segunda
secuencia de acido nucleico, de modo que la molécula se exprese en un hospedador transformado con la
molécula de ADN recombinante. Por ejemplo, la expresién de las moléculas de &cido nucleico de la divulgacién
puede ser controlada por cualquier elemento promotor/ potenciador conocido en la técnica. El término
«promotory, tal como se utiliza en el presente documento, puede referirse a una molécula sintética o de origen
natural capaz de conferir, activar o potenciar la expresién de un &cido nucleico. Un promotor puede ser
constitutivo, inducible/reprimible o especifico del tipo celular. En determinadas realizaciones, el promotor puede
ser constitutivo. Ejemplos no limitantes de promotores constitutivos para células de mamifero incluyen CMV,
UBC, EF1a, SV40. PGK, CAG, CBA/CAGGS/ACTB, CBh, MeCP2, U6 y H1. En otras realizaciones, el promotor
puede ser un promotor inducible. El promotor inducible puede seleccionarse del grupo que consiste en:
tetraciclina, choque térmico, hormona esteroide, metal pesado, éster de forbol, elemento E1A de adenovirus,
interferén y promotores inducibles por suero. En diferentes realizaciones, el promotor puede ser especifico del
tipo celular. Por ejemplo, pueden usarse promotores especificos de tipo celular para neuronas (por ejemplo,
sinapsina), astrocitos (por ejemplo, GFAP), oligodendrocitos (por ejemplo, proteina basica de mielina),
microglia (por ejemplo, CX3CR1), células neuroendocrinas (por ejemplo, cromogranina A), células musculares
(por ejemplo, desmina, Mb) o cardiomiocitos (por ejemplo, promotor de la cadena pesada de alfa miosina). En
una realizacién ejemplar, un promotor puede ser el promotor Nrl (especifico del fotorreceptor de bastén) o el
promotor HBB (hemoglobina beta). Un promotor puede comprender ademas una o més secuencias reguladoras
transcripcionales especificas para potenciar ain més la expresion y/o alterar la expresién espacial y/o temporal
de un é&cido nucleico. Ejemplos no limitantes de potenciadores incluyen el potenciador CMV vy el potenciador
SP1.

En una realizacién en la que méas de un polipéptido esta codificado por un polinucleétido de la divulgacién y el
polinucleétido comprende mas de un promotor enlazado operablemente a cada polinucleétido que codifica un
polipéptido, los promotores pueden ser los mismos o diferentes. El término «enlazado operablemente», tal
como se utiliza en el presente documento, significa que la expresién de una secuencia de acido nucleico esta
bajo el control de un promotor con el que esta conectado espacialmente. Un promotor puede estar situado &'
(direccidn ascendente) de la secuencia de &cido nucleico bajo su control. La distancia entre el promotor y una
secuencia de acido nucleico a expresar puede ser aproximadamente la misma que la distancia entre ese
promotor y la secuencia de 4cido nucleico nativa que controla. Como se sabe en la técnica, la variacién de esta
distancia puede acomodarse sin pérdida de la funcién del promotor.

iv. célula huésped

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona una célula huésped que comprende un vector de la
divulgacion. La célula puede ser una célula procariota o una célula eucariota. Las células apropiadas incluyen,
pero no se limitan a, células bacterianas, de levadura, flingicas, de insecto y de mamifero. Las células
huéspedes segun la presente divulgacién son células mantenidas in vitro en cultivos sustancialmente puros (es
decir, células aisladas). Una célula huésped que comprende un vector de la divulgacién puede utilizarse para
la expresidn de proteinas y, opcionalmente, para la purificacién. Los procedimientos para expresar vy,
opcionalmente, purificar una proteina expresada de un huésped son estédndar en la técnica.

En algunas realizaciones, la célula huésped que comprende un vector de la divulgaciéon puede usarse para
producir un polipéptido codificado por un constructo enzimatico de la divulgacién. Generalmente, la produccién
de un polipéptido de la divulgacién implica transfectar células huéspedes con un vector que comprende un
constructo enzimatico y luego cultivar las células para que transcriban y traduzcan el polipéptido deseado. Las
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células huéspedes aisladas pueden entonces lisarse para extraer el polipéptido expresado para su posterior
purificacion.

En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula procariota. Ejemplos no limitantes de células
procariotas adecuadas incluyen E. coli y otras Enterobacteriaceae, Escherichia sp., Campylobacter sp.,
Wolinella sp., Desulfovibrio sp. Vibrio sp., Pseudomonas sp. Bacillus sp., Listeria sp., Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Peptostreptococcus sp., Megasphaera sp., Pectinatus sp., Selenomonas sp., Zymophilus
sp., Actinomyces sp, Arthrobacter sp., Frankia sp., Micromonospora sp., Nocardia sp., Propionibacterium sp.,
Streptomyces sp., Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Pediococcus sp., Acetobacterium sp,
Eubacterium sp., Heliobacterium sp., Heliospirillum sp., Sporomusa sp., Spiroplasma sp., Ureaplasma sp.,
Erysipelothrix sp., Corynebacterium sp. Enterococcus sp., Clostridium sp., Mycoplasma sp, Mycobacterium sp.,
Actinobacteria sp., Salmonella sp., Shigella sp., Moraxella sp., Helicobacter sp., Stenotrophomonas sp.,
Micrococcus sp., Neisseria sp., Bdellovibrio sp., Hemophilus sp, Klebsiella sp., Proteus mirabilis, Enterobacter
cloacae, Serratia sp., Citrobacter sp., Proteus sp., Serratia sp., Yersinia sp., Acinetobacter sp., Actinobacillus
sp. Bordetella sp., Brucella sp., Capnocytophaga sp., Cardiobacterium sp., Eikenella sp., Francisella sp.,
Haemophilus sp., Kingella sp., Pasteurella sp., Flavobacterium sp. Xanthomonas sp., Burkholderia sp.,
Aeromonas sp, Plesiomonas sp., Legionella sp. y alfa-protecbacteria como Wolbachia sp., cianobacterias,
espiroquetas, bacterias verdes azufradas y verdes no azufradas, cocos gramnegativos, bacilos gramnegativos
que son fastidiosos, bacilos gramnegativos fermentadores de glucosa Enterobacteriaceae, bacilos
gramnegativos no fermentadores de glucosa, bacilos gramnegativos fermentadores de glucosa, oxidasa
positivos. Las células huéspedes bacterianas particularmente utiles para la expresién de proteinas incluyen
bacterias Gram negativas, como Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas haloplanctis,
Pseudomonas putida AC10, Pseudomonas pseudoflava, Bartonella henselae, Pseudomonas syringae,
Caulobacter crescentus, Zymomonas mobilis, Rhizobium meliloti, Myxococcus xanthus y bacterias Gram
positivas como Bacillus subtilis, Corynebacterium, Streptococcus cremoris, Streptococcus lividans y
Streptomyces lividans. E. coli es uno de los huéspedes de expresién mas utilizados. Por consiguiente, las
técnicas de sobreexpresion en E. coli estan bien desarrolladas y facilmente disponibles para un experto en la
materia. Ademés, Pseudomonas fluorescens se utiliza cominmente para la produccién de alto nivel de
proteinas recombinantes (es decir, para el desarrollo de bio-terapéuticos y vacunas).

En algunas realizaciones, una célula huésped es una levadura o una célula fangica. Las células huéspedes
fungicas particularmente Utiles para la expresiéon de proteinas incluyen Aspergillis oryzae, Aspergillis niger,
Trichoderma reesei, Aspergillus nidulans, Fusarium graminearum. Las células huéspedes de levadura
particularmente Utiles para la expresién de proteinas incluyen Candida albicans, Candida maltosa, Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Pichia guillerimondii, Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, y Yarrowia lipolytica.

En algunas realizaciones, una célula huésped es una célula de mamifero. Las células huéspedes de mamifero
particularmente Utiles para la expresién de proteinas incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células
Hela, células de riidn de hamster bebé (BHK), células de riibn de mono (COS), células de carcinoma
hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células de rifidn embrionario humano, Bos primigenius y Mus
musculus. En una realizacién especifica, las células huéspedes son células CHO. Ademas, la célula huésped
de mamifero puede ser una linea celular establecida y comercialmente disponible (por ejemplo, American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, VA). La célula huésped puede ser una célula inmortalizada.
Alternativamente, la célula huésped puede seruna célula primaria. Las «células primarias» son células tomadas
directamente de tejido vivo (es decir, material de biopsia) y establecidas para el crecimiento in vitro, que han
sufrido muy pocas duplicaciones de poblaciéon y, por lo tanto, son mas representativas de los principales
componentes funcionales y caracteristicas de los tejidos de los que se derivan, en comparacién con las lineas
celulares tumorigénicas continuas o inmortalizadas artificialmente.

En un aspecto, la célula huésped ha sido disefiada para producir altos niveles de una proteina de interés. Por
ejemplo, la célula huésped ha sido disefiada para producir una proteina que se beneficiaria de ser marcada
con manosa-6-fosfato (Man-6-P). En ciertas realizaciones, la proteina de interés es una proteina lisosomal.
Ejemplos no limitantes de proteinas lisosomales incluyen B-glucocerebrosidasa (GBA), GalA, catepsina D
(CathD), enfermedad de Niemann-Pick tipo C2 (NPC2), B-hexosaminidasa (HEXB), a-galactosidasa (GLA), B-
manosidasa (MANBA), alfa-L-idurnoidasa, iduronato sulfatasa, arilsulfatasa B, a-glucosidasa acida (GAA) y a-
manosidasa acida lisosomal (LAMAN). En concreto, la proteina lisosomal es la a-glucosidasa acida (GAA) o la
a-manosidasa acida lisosomal (LAMAN). Estas proteinas son especialmente Utiles en combinacién con la
GlcNAc-1-PT divulgada, ya que pueden estar poco fosforiladas con la GlcNAc-1-PT enddgena. En otras
realizaciones, la proteina de interés es una proteina no lisosomal. Ejemplos no limitantes de proteinas no
lisosomales incluyen DNasa1, renina, factor inhibidor de leucemia (LIF), proteina O-fucosiltransferasa 2
(PoFUT2), glicopepsinégeno (GP), y los dominios A1A2A3 del factor von Willebrand.

V. secuencia polipeptidica

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona uno o mas polipéptido(s) aislado(s) codificado(s) por una
secuencia polinucleotidica de la divulgacién. Las secuencias polinucleotidicas de la divulgacién se describen
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en detalle en la Seccidn I(b)i, y se incorporan por referencia en esta seccién. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término «polipéptido aislado» se refiere a un polipéptido que se ha purificado parcial o
completamente a partir de la célula de la que se produjo. Los polipéptidos aislados de la divulgacién pueden
producirse mediante procedimientos de bioclogia molecular conocidos en la técnica. En términos generales, una
secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido se inserta en un vector que es capaz de expresar el
polipéptido cuando se introduce en una célula huésped apropiada. Los vectores y células huéspedes
apropiados se describen en la Seccidn I(b)iii y en la Seccion I(b)iv, respectivamente. Una vez expresados, los
polipéptidos pueden obtenerse de las células utilizando procedimientos de purificacién comunes. Por ejemplo,
si el polipéptido tiene una sefial de secrecién, los polipéptidos expresados pueden aislarse del sobrenadante
del cultivo celular. Alternativamente, los polipéptidos que carecen de sefial de secrecién pueden purificarse a
partir de cuerpos de inclusiéon y/o extracto celular. Los polipéptidos de la divulgacién pueden aislarse del
sobrenadante de cultivo, cuerpos de inclusién o extracto celular utilizando cualquier procedimiento conocido
por un experto en la materia, incluyendo, por ejemplo, por cromatografia (por ejemplo, intercambio i6nico,
afinidad, particularmente por afinidad al antigeno especifico después de la proteina A, y cromatografia en
columna de tamafio), centrifugacion, solubilidad diferencial, por ejemplo, precipitacién con sulfato de amonio,
o por cualquier otra técnica estdndar para la purificacion de proteinas; véase, por ejemplo, Scopes, «Protein
Purification», Springer Verlag, N.Y. (1982). El aislamiento de polipéptidos se facilita en gran medida cuando el
polipéptido comprende una etiqueta de afinidad o una etiqueta de purificacién, como se describe en el presente
documento.

En una realizacién, un polipéptido aislado de la divulgacién comprende GlcNAc-1-fosfotransferasa o un
fragmento de la misma. En otra realizacién, un polipéptido aislado de la divulgacién comprende la subunidad
a/B de la GlcNAc-1-fosfotransferasa. En otra realizacidn, un polipéptido aislado de la divulgacién comprende la
subunidad o/f de GlcNAc-1-fosfotransferasa, en la que el espaciador-1 estéd suprimido. En aln otra realizacion,
un polipéptido aislado de la divulgacién comprende la subunidad a/f de GlcNAc-1-fosfotransferasa, en la que
la regién entre Notch 1 y el sitio de escisiéon a/p esta suprimida. En otra realizacién mas, un polipéptido aislado
de la divulgaciéon comprende la subunidad a/p de GlcNAc-1-fosfotransferasa, en la que el espaciador-1 esta
suprimido y la regién entre Notch 1 y el sitio de escisién a/f esté suprimida.

|l. Procedimientos

Los procedimientos de la invencién se exponen en las reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, la divulgacién
proporciona un procedimiento in vitro para aumentar la fosforilacion de oligosacaridos de una proteina de
interés, el procedimiento comprende expresar una GIcNAc-1-PT exdégena en una célula. La GlcNAc-1-PT
exdgena puede ser como se describe en la Seccion I(a). La célula puede ser una célula huésped como se
describe en la Seccién I(b)iv. Especificamente, la célula es una célula CHO. La cantidad de fosforilacién puede
incrementarse en méas del 1% en relacién con la fosforilacién en presencia de GIcNAc-1-PT endégena
solamente. Ademés, la cantidad de fosforilacién puede incrementarse en méas del 2%, méas del 3%, mas del
4%, mas del 5%, mas del 10%, mas del 15%, mas del 20%, mas del 25%, mas del 30%, mas del 35%, mas del
40%, mas del 45%, mas del 50%, mas del 55%, mas del 60%, mas del 65%, méas del 70% o mas del 75% en
relacién con la fosforilacién en presencia de GlcNAc-1-PT enddgena Unicamente. Especificamente, cuando la
GlcNAc-1-PT exégena es la subunidad a/f de la GlcNAc-1-fosfotransferasa, la cantidad de fosforilacién puede
incrementarse en mas del 2%, mas del 3%, mas del 4%, mas del 5%, mas del 10%, mas del 15%, mas del 20%
0 més del 25% en relacién con la fosforilacién en presencia de GlcNAc-1-PT enddgena Unicamente. Ademas,
cuando la GlcNAc-1-PT exdgena es la subunidad a/f de la GlcNAc-1-fosfotransferasa, en la que se suprime el
espaciador-1 y se suprime la regién entre Notch 1 y el sitio de escisién a/p, la cantidad de fosforilacién puede
incrementarse en mas del 5%, mas del 10%, mas del 15%, mas del 20%, mas del 25%, mas del 30%, mas del
35%, mas del 40%, mas del 45%, mas del 50%, mas del 55%, mas del 60%, mas del 65%, mas del 70% o mas
del 75% en relacién con la fosforilacién en presencia de GlcNAc-1-PT endégena Unicamente. Ademas, el
procedimiento puede aumentar el contenido de glicanos con 2 residuos Man-6-P. Por ejemplo, una subunidad
a/B de GIcNAc-1-PT en la que se suprime el espaciador-1y la regién entre Notch 1 y el sitio de escisién a/p
aumenta el contenido de glicanos con 2 residuos Man-6-P en aproximadamente un 1%, aproximadamente un
2%, aproximadamente un 3%, aproximadamente un 4%, aproximadamente un 5%, aproximadamente un 10%,
aproximadamente un 15%, aproximadamente un 20% o aproximadamente un 25% en relacién con la subunidad
a/B de GlcNAc-1-PT de tipo silvestre. La proteina de interés es una proteina que se beneficiaria de ser marcada
con manosa-6-fosfato (Man-6-P). En ciertas realizaciones, la proteina de interés es una proteina lisosomal.
Ejemplos no limitantes de proteinas lisosomales incluyen B-glucocerebrosidasa (GBA), GalA, catepsina D
(CathD), enfermedad de Niemann-Pick tipo C2 (NPC2), B-hexosaminidasa (HEXB), a-galactosidasa (GLA), B-
manosidasa (MANBA), alfa-L-idurnoidasa, iduronato sulfatasa, arilsulfatasa B, a-glucosidasa acida (GAA) y a-
manosidasa acida lisosomal (LAMAN). Especificamente, la proteina lisosomal es a-glucosidasa acida (GAA) o
a-manosidasa acida lisosomal (LAMAN). En otfras realizaciones, la proteina de interés es una proteina no
lisosomal. Ejemplos no limitantes de proteinas no lisosomales incluyen DNasa1, renina, factor inhibidor de
leucemia (LIF), proteina O-fucosiltransferasa 2 (PoFUT2), glico-pepsinégeno (GP), y los dominios A1A2A3 del
factor de von Willebrand.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un procedimiento /in vitro para aumentar la unién de una proteina
de interés a receptores (Man-6-P) de superficie celular, y el procedimiento comprende expresar una GIcNAc-
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1-PT exégena en una célula. La GlcNAc-1-PT exbdgena puede ser como se describe en la Seccién I(a). La
célula puede ser una célula huésped como se describe en la Seccién I(b)iv. Especificamente, la célula es una
célula CHO. Un aumento de la unién de una proteina de interés a los receptores (Man-6-P) de la superficie
celular puede dar lugar a un aumento de la captacién de la proteina de interés. La unién puede aumentar en
méas de 1.5 veces en relacién con la fosforilacién en presencia de GlcNAc-1-PT endégena solamente. Ademas,
la unién puede aumentar méas de 2 veces, mas de 3 veces, mas de 4 veces, mas de 5 veces, més de 10 veces,
mas de 20 veces, mas de 30 veces, mas de 40 veces, mas de 50 veces, mas de 60 veces, mas de 70 veces,
mas de 80 veces, mas de 90 veces, mas de 100 veces, mas de 110 veces, mas de 120 veces, mas de 130
veces, mas de 140 veces o més de 150 veces en relacidén con la unién en presencia de GIcNAc-1-PT endégena
solamente. Especificamente, cuando la GlcNAc-1-PT exégena es la subunidad o/f de la GlcNAc-1-
fosfotransferasa, la unién puede aumentar méas de 1.5 veces, mas de 2 veces, mas de 3 veces, més de 4 veces,
mas de 5 veces, mas de 10 veces, mas de 20 veces, mas de 30 veces, mas de 40 veces, mas de 50 veces,
mas de 60 veces, mas de 70 veces, mas de 80 veces, mas de 90 veces, mas de 100 veces, mas de 110 veces,
mas de 120 veces, mas de 130 veces, mas de 140 veces o mas de 150 veces en relaciéon con la unién en
presencia de GlcNAc-1-PT enddgena solamente. Ademas, cuando la GIcNAc-1-PT exégena es la subunidad
a/B de la GlcNAc-1-fosfotransferasa, en la que se suprime el espaciador-1 y se suprime la regién entre Notch
1y el sitio de escisién a/, la unién puede aumentar mas de 2 veces, més de 3 veces, mas de 4 veces, mas de
5 veces, mas de 10 veces, mas de 20 veces, mas de 30 veces, mas de 40 veces, mas de 50 veces, mas de 60
veces, mas de 70 veces, mas de 80 veces, mas de 90 veces, mas de 100 veces, mas de 110 veces, mas de
120 veces o0 mas de 130 veces en relaciéon con la unién en presencia de GlcNAc-1-PT enddgena solamente.
La proteina de interés es una proteina que se beneficiaria de ser marcada con manosa-6-fosfato (Man-6-P).
En ciertas realizaciones, la proteina de interés es una proteina lisosomal. Ejemplos no limitantes de proteinas
lisosomales incluyen B-glucocerebrosidasa (GBA), GalA, catepsina D (CathD), enfermedad de Niemann-Pick
tipo C2 (NPC2), B-hexosaminidasa (HEXB), a-galactosidasa (GLA), B-manosidasa (MANBA), alfa-L-
idurnoidasa, iduronato sulfatasa, arilsulfatasa B, a-glucosidasa acida (GAA) y a-manosidasa éacida lisosomal
(LAMAN). Especificamente, la proteina lisosomal es a-glucosidasa acida (GAA) o a-manosidasa acida
lisosomal (LAMAN). En otras realizaciones, la proteina de interés es una proteina no lisosomal. Ejemplos no
limitantes de proteinas no lisosomales incluyen DNasa1, renina, factor inhibidor de leucemia (LIF), proteina O-
fucosiltransferasa 2 (PoFUT2), glico-pepsinégeno (GP), y los dominios A1A2A3 del factor de von Willebrand.

En diversos aspectos, el procedimiento comprende ademas aislar o purificar la proteina de interés para su uso
en terapia de sustitucién enzimatica. Los procedimientos de aislamiento o purificacién de una proteina son
conocidos en la técnica. La terapia de reemplazo enzimatico (ERT) puede usarse para tratar enfermedades de
almacenamiento lisosomal. Ejemplos no limitantes de enzimas (y sus correspondientes enfermedades de
almacenamiento lisosémico) para su uso en ERT incluyen glucocerebrosidasa (enfermedad de Gaucher), a-
galactosidasa A (enfermedad de Fabry), a-glucosidasa acida (enfermedad de Pompe), alfa-L-idurnoidasa
(mucopolisacaridosis |, sindrome de Hurler, sindrome de Hurler-Scheie, sindrome de Scheie), iduronato
sulfatasa (mucopolisacaridosis Il, sindrome de Hunter), arilsulfatasa B (mucopolisacaridosis VI, sindrome de
Maroteaux-Lamy). La terapia de sustitucién enzimatica es una terapia de por vida. Todos los productos se
administran por via intravenosa a través de una via periférica o un dispositivo de acceso central. Las infusiones
suelen realizarse una vez cada 2 semanas, 0 a veces semanalmente. Utilizando una GIcNAc-1-PT de la
divulgacién, la enzima preparada puede administrarse a dosis méas bajas o a intervalos menos frecuentes.
Ademas, utilizando una GIcNAc-1-PT de la divulgacion, las enzimas lisosomales generalmente no disponibles
para su uso debido a la baja fosforilacién pueden utilizarse para ERT. Ademas, la produccién de GBA que
contiene altos niveles de Man-6-P ofrece la oportunidad de restaurar la actividad enzimética en tipos celulares
de pacientes con enfermedad de Gaucher que carecen del receptor de manosa.

Ejemplos
Introduccién a los Ejemplos 1-4.

La capacidad de los lisosomas para degradar eficientemente el material intracelular y endocitosado depende
del trafico apropiado de las aproximadamente 60 hidrolasas é&cidas solubles a este organulo. En eucariotas
superiores, el proceso de clasificaciéon estd mediado por el sistema de reconocimiento de manosa 6-fosfato
(Man-6-P). Las hidrolasas &cidas recién sintetizadas adquieren residuos de Man-6-P en el cis-Golgi, que sirven
como ligandos de alta afinidad para unirse a los receptores de Man-6-P (MPRs) en la red trans-Golgi y su
posterior transporte al sistema endo-lisosomal (1). La enzima cis-Golgi UDP-GIcNAc: enzima lisosomal N-
acetilglucosamina-1-fosfotransferasa (GlcNAc-1-PT) realiza el paso inicial y méas crucial en la generacién de la
etiqueta Man-6-P uniéndose selectivamente a determinantes proteicos dependientes de la conformacién en
hidrolasas acidas lisosomales y catalizando la transferencia de GlcNAc-1-P de UDP-GIcNAc a residuos de
manosa en glicanos N-ligados de tipo manosa alto de las hidrolasas (2). Las glicoproteinas secretoras con
idénticos glicanos ligados a N no adquieren la etiqueta Man-6-P cuando atraviesan la via secretoria. Estudios
anteriores de nuestro laboratorio han demostrado que los dos médulos Notch y los dominios de interaccidén con
la proteina asociada a la metiltransferasa del ADN (DMAP) de la GlcNAc-1-PT desempefian un papel en el
reconocimiento especifico de los determinantes proteicos de las hidrolasas 4cidas lisosomales, lo que da lugar
a la fosforilacién de sus oligosacéaridos con alto contenido en manosa (3). La razén probable por la que las
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proteinas N-glicosiladas no lisosomales quedan excluidas de este proceso y se evita que se dirijan
incorrectamente a los lisosomas es su falta de tales determinantes.

GlcNAc-1-PT es una proteina hexamérica a2p2y2 codificada por dos genes. La subunidad y mas pequefia esta
codificada por el gen GNPTG, mientras que las subunidades ay B estan codificadas como un Unico precursor
a/P por el gen GNPTAB (4, 5). La escisién proteolitica del precursor a/f humano en K928 esta mediada por la
proteasa Site-1 (S1P) en el Golgi y esta escisiéon es esencial para la competencia catalitica de la proteina (6).
Ademés de los dominios de interaccidn Notch y DMAP, las subunidades a y B también albergan cuatro dominios
Stealth que juntos forman el nucleo catalitico de la proteina (FIG. 1A). Los dominios Stealth de todas las
GlcNAc-1-PTs eucariotas estdn muy conservados y se parecen a secuencias de genes bacterianos que
codifican transferasas de azucar-fosfato implicadas en la biosintesis de polisacéridos de la pared celular (FIG.
6) (7). Dado que las enzimas bacterianas transfieren los azlcares-fosfatos directamente a los polisacaridos
aceptores sin la participacién de determinantes proteicos, la opinién actual es que la GIcNAc-1-PT de mamifero,
en el curso de la evolucidn proteica, adquirié los dominios de interaccion Notch y DMAP para funcionar en el
reconocimiento especifico de determinantes proteicos en hidrolasas acidas lisosomales.

Ademas, la GIcNAc-1-PT tiene cuatro dominios denominados «espaciadores», de los cuales solo uno, el
espaciador-2, se ha caracterizado como el sitio de unién de la subunidad y (3, 8). Hasta ahora no se ha atribuido
ninguna funcién a las otras regiones espaciadoras. En este estudio investigamos el papel del espaciador-1 en
la funcidén de GIcNAc-1-PT. Inesperadamente, encontramos que el espaciador-1 dicta la escisién del precursor
a/P precisamente en K928 por la proteasa del sitio-1 (S1P) para permitir una actividad catalitica completa, ya
que la eliminacién del espaciador-1 resulta en la escisién en un sitio alternativo (Q882) y una enzima
cataliticamente deficiente. Ademas, la delecién del espaciador-1 da lugar a una enzima con mayor capacidad
para fosforilar una serie de glicoproteinas no lisosomales que son poco fosforiladas por la enzima WT. La
eliminacién del espaciador-1, junto con la regién entre Notch1 y el sitio de escisién a/p, da lugar a una enzima
minima que recuerda a las proteinas bacterianas. Las células que expresan esta GlcNAc-1-PT minima
muestran una actividad drésticamente aumentada hacia el azlcar simple a-metil D-mandsido (aMM) y
glicoproteinas no lisosomales como consecuencia de su alto nivel de expresiéon. En conjunto, estos hallazgos
revelan un papel novedoso e inesperado para el espaciador-1 en la inhibicién de la fosforilacién de proteinas
no lisosomales y proporcionan nuevos conocimientos sobre cémo GIcNAc-1-PT evolucioné para fosforilar
especificamente las enzimas lisosomales, mientras que al mismo tiempo excluye a las proteinas no lisosomales
de ser fosforiladas y mal clasificadas a los lisosomas.

Ejemplo 1. La delecién del espaciador-1 da lugar a la escisién de o/ de GlcNAc-1-PT en un sitio alternativo.

Para analizar la funcién del dominio espaciador-1 de la subunidad a/f de GIcNAc-1-PT, se realiz6 inicialmente
una alineacién entre la secuencia de la proteina GlcNAc-1-PT humana y de D. discoideum y la secuencia de
la N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa bacteriana. Como se muestra en la FIG. 6, la secuencia del
espaciador-1 humana es 200 aa més larga que la de las proteinas D. discoideum y bacteriana, como es el caso
de todas las regiones del espaciador-1 GlcNAc-1-PT de mamiferos para las que se dispone de datos de
secuencia. Esto sugiere que la regién espaciadora-1 de mamiferos podria desempefiar un papel Unico no
asociado con la secuencia espaciadora-1 de D. discoideum. Por lo tanto, la secuencia de 236 aa del espaciador-
1 humano se sustituy6 por 29 aa de la secuencia de D. discoideum a nivel de ADN y el constructo resultante
(FIG. 1A, DS1) se transfecté en células GNPTAB' Hela generadas por el procedimiento CRISPR/Cas9 (3).
Se realizé un anélisis Western blot de extractos de células enteras que expresaban el mutante WT y DS1 para
determinar si la sustitucién del espaciador-1 humano por la secuencia de D. discoideum permitia un
plegamiento eficiente de la proteina mutante y su salida del reticulo endoplasmico (RE) al cis-Golgi, donde el
precursor o/ se escinde en las subunidades a y B. Como se muestra en las FIG. 1B y FIG. 1C, la proteina
mutante se expresa bien, sale del RE y presenta el 60% de la actividad catalitica de la WT hacia el aztcar
simple aMM. Sin embargo, la mayor parte del producto de la subunidad B de la escisidn proteolitica migré mas
lentamente en un gel SDS-PAGE que la subunidad B WT (FIG. 1B, punta de flecha), lo que indica que la mayor
parte del mutante DS1 se escinde en un sitio alternativo en relacién con la proteina WT que se escinde en K928
(FIG. 1B, *). También se observé una pequefia cantidad de la subunidad B normal con DS1 (FIG. 1By FIG. 1D,
exposicion més larga, *). Esto planteé la cuestién de si la escisién alternativa resultante de la eliminacién del
espaciador-1 se debe a la misma proteasa, S1P, que escinde el precursor WT a/p en K928, o si puede estar
implicada una proteasa diferente. Para abordar esta cuestién, tratamos las células con un inhibidor de la S1P,
la aminopirrolidinamida PF-429242 (9). La presencia del inhibidor resulté en la pérdida de la formacién de la
subunidad B tanto en el WT GlcNAc-1-PT como en el mutante DS1 (FIG. 1D), demostrando que la escisidén en
el sitio alternativo estd mediada por la S1P. Si este es el caso, deberia existir un sitio de escisién S1P de
consenso adicional ubicado en posicién N-terminal al sitio de escisién original. Un examen de la secuencia de
aminoécidos de a/f de GlcNAc-1-PT revel6 que esto es cierto, con el residuo de arginina clave de consenso,
R879, en la posicidn invariante -4, y se postula que la escisién ocurre en Q882 (FIG. 1E) (10). La escisién en
Q882 es coherente con el aumento de la masa molecular de la subunidad B observado con la DS1. La mutacion
de R925 suprime la escision de WT GIcNAc-1-PT en K928 (FIG. 1F, carril 2). La mutacién de R879, por otra
parte, no afecté al procesamiento normal del precursor o/ de longitud completa en K928 (FIG. 1F, carril 3),
pero suprimié la escisién en Q882 para el mutante DS1. como muestra la pérdida de la subunidad B de
migracién mas lenta (FIG. 1F, carril 6). La cantidad traza de B escindida en K928 en este caso no se vio afectada
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(FIG. 1F, carril 6, exposicion mas larga). La mutacién tanto de R925 como de R879 resulté en la pérdida
completa de la formacion de B (FIG. 1F, carril 7). Estos datos identifican claramente Q882 como un nuevo sitio
de escisién de S1P en GlcNAc-1-PT que se utiliza raramente excepto en ausencia de espaciador-1 (FIG. 7).

Dado que la secuencia de 236 aa del espaciador-1 humano fue reemplazada por la secuencia de 29 aa de D.
discoideum, fue posible que la utilizacién del sitio de escisién alternativo fuera una consecuencia de la
introduccién de la secuencia de D. discoideum en oposicién a la eliminacién de la secuencia del espaciador-1
humano. Para excluir esta posibilidad, se hizo otro mutante de delecién del espaciador-1 en el que el
espaciador-1 humano se sustituy6 por un enlazador de 26 aa compuesto por los pequefios residuos Gly y Ser
(FIG. 8A, AS1). Aespaciador-1 (AS1) se comportd en todos los aspectos de forma similar a DS1, en el sentido
de que el procesamiento proteolitico mediado por S1P dio lugar a la escisién en su mayor parte en el nuevo
sitio (Q882) (FIG. 8B), y AS1 tenia el 40% de la actividad WT hacia aMM (FIG. 8C). Ademds, el inhibidor de
S1P, PF-429242, bloqueé la formacidn de la subunidad  con AS1 como lo hizo con WT y el mutante DS1 de
GlcNAc-1 - PT (FIG. 8D). Ademas, tanto DS1 como AS1 mostraron una localizacién en el Golgi idéntica a la de
WT GlcNAc-1-PT (FIG. 9), descartando la mala localizacién de estos dos mutantes como posible causa de la
alteracién de la escisién. Estos resultados muestran inequivocamente que la presencia de la secuencia
espaciadora-1 de 236aa en la GIcNAc-1-PT humana asegura la escisién en K928 en lugar de Q882.

Ejemplo 2. La escisién en Q882 da lugar a una GlcNAc-1-PT inactiva.

El procesamiento proteolitico del precursor GlcNAc-1-PT a/f en el Golgi en el residuo K928 es imperativo para
una enzima cataliticamente activa (5, 11). Dado que hay dos sitios de escisién de S1P en a/B, esto plantea la
cuestién de si la escisidn en el nuevo sitio en lugar de en K928 también da lugar a una enzima activa. Con el
fin de abordar esta cuestién, la actividad de los mutantes puntuales que se muestran en la FIG. 1F hacia aMM
(FIG. 1C) y una serie de enzimas lisosomales, (FIG. 1G) fueron probados, tanto en el contexto de WT del
precursor de o/ GlcNAc-1-PT, asi como del mutante DS1. Los distintos constructos se expresaron en células
HelLa GNPTAB' y 48 h después de la transfeccion, se prepararon extractos celulares y se guardé una alicuota
de cada uno para realizar el ensayo de actividad aMM (FIG. 1C). Los extractos restantes se incubaron con
perlas que contenian (CI)-MPR catién-independiente inmovilizada para unir las enzimas lisosomales que
habian sido fosforiladas. Se lavaron las perlas y se ensay6 la extensién de unién de tres enzimas lisosomales
como se describe en Procedimientos (FIG. 1G). Como se muestra en las FIG. 1C y FIG. 1G, el mutante R925A
en el contexto del precursor a/ WT solo tenia una actividad de fondo hacia las enzimas aMM vy lisosomales,
en concordancia con la hipétesis predominante de que la escisién del precursor a/f es imprescindible para la
actividad. R879A/WT, por otro lado, mostré un 30% de la actividad hacia aMM y entre un 110-125% de la
actividad hacia las tres enzimas lisosomales en comparacién con el precursor a/f WT. Cuando estas
mutaciones puntuales se probaron individualmente o juntas en el fondo DS1, los distintos mutantes seguian
conservando el 20-30% de la actividad aMM WT (FIG. 1C). El hecho de que el mutante R925A/R879A/DS1,
que no se procesa proteoliticamente en absoluto, retuviera una actividad sustancial hacia aMM (FIG. 1C) y
niveles bajos de actividad hacia enzimas lisosomales (FIG. 1G) indica que a/f no escindida en ausencia de
espaciador-1 es parcialmente activa. Todos los mutantes mostraron una localizacién en el Golgi idéntica a la
del WT (FIG. 10). Estos resultados muestran que la actividad catalitica hacia enzimas lisosomales asociada
con DS1 se debe a una combinacién de la pequefia cantidad de B originada por la escisién en K928 mas la
actividad aportada por el precursor de a/f, siendo inactiva la forma mayoritaria de p que se escinde en Q882.

Ejemplo 3. La delecién del espaciador-1 aumenta la fosforilacién de varias glicoproteinas no lisosomales.

Se determind la fosforilacién total en manosa de glicoproteinas solubles en células HeLa GNPTAB™
transfectadas con WT o el constructo mutante DS1, o con el vector solo. 48 h después de la transfeccién, las
células se marcaron durante 2 h con [2-3H]manosa y, a continuacidn se cosecharon, se lavaron y se lisaron en
regulador sin detergente, seguido de ultracentrifugaciéon para separar las proteinas de membrana de las
fracciones solubles. A continuacién, las fracciones solubles se incubaron con CI-MPR inmovilizada para que
se uniera especificamente a las proteinas modificadas con Man-6-P, y luego se analizé su contenido de
glicoproteinas marcadas con [2-°H]manosa como se describe en Procedimientos. Sorprendentemente,
después de restar el valor del vector solo, el mutante DS1 dio sistematicamente un aumento pequefio, pero
estadisticamente significativo en el nivel de fosforilacién del total de glicoproteinas solubles en comparacién
con el constructo de WT (FIG. 2A). El grado de fosforilacion de las proteinas lisosomales, GalA, Catepsina D
(CathD), y la enfermedad de Niemann-Pick, tipo C2 (NPC2) ya sea por WT o DS1 también se midié utilizando
etiqguetado con [2-3H]manosa, inmunoprecipitacion y analisis directo de glicanos como se describe en
Procedimientos. Las tres enzimas lisosomales mostraron un grado similar de fosforilacién, independientemente
de si se habia co-transfectado el constructo WT o el DS1 en las células HeLa GNPTAB” junto con vectores de
expresién para las enzimas individuales (FIG. 2B, panel izquierdo, valor WT fijado en 1.0). Tomados en
conjunto, estos hallazgos plantearon la posibilidad de que el aumento observado en la fosforilacion total por
DS1 se debiera a la fosforilacién de glicoproteinas no lisosomales ademas de las proteinas lisosomales. Para
determinar si este era el caso, los cADNs para las glicoproteinas no lisosomales DNasa1, Renina, factor
inhibidor de la leucemia (LIF) y proteina O-fucosiltransferasa 2 (PoFUT2) fueron co-transfectados junto con el
precursor WTa/f o el cADN mutante DS1, y el grado de fosforilacion cuantificado por etiquetado con [2-
SH]manosa. Estas glicoproteinas fueron seleccionadas para el analisis ya que se sabia que adquirian bajos
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niveles de la etiqueta Man-6-P aunque no son proteinas lisosomales por naturaleza (12-15). En los cuatro
casos, el grado de fosforilacién de manosa mediado por DS1 fue 1.5-2 veces mas del alcanzado con el
constructo WT (FIG. 2B, panel derecho). En consonancia con esto, la renina, pero no la NPC2, mostré una
mayor unién al CI-MPR inmovilizado cuando los cADNs de estas dos proteinas fueron co-transfectados con
DS1 en relacién con el precursor WT o/ (FIG. 2C). Ni el glico-pepsinégeno (GP) ni las glicoproteinas de
membrana, Lamp1 y Lamp2, mostraron unién alguna en estas condiciones (FIG. 2C). Estos resultados
muestran que, en ausencia de espaciador-1, aumenta la fosforilacion mediada por las subunidades a/f
modificadas de un subconjunto de sustratos no lisosomales. En conjunto, estos datos demuestran que
espaciador-1 dicta que la escision del precursor GIcNAc-1-PT o/ se produce casi exclusivamente en K928, y
funciona para minimizar la fosforilacién de una serie de glicoproteinas no lisosomales.

Ejemplo 4. La delecién de los aminoacidos 438-926 da lugar a una expresién de alto nivel de una GlcNAc-1-
PT activa.

Anteriormente se demostrdé que las dos repeticiones Notch junto con el dominio de interaccion DMAP de la
subunidad a median el reconocimiento selectivo de enzimas lisosomales (FIG. 3A, WT a/B). La delecién de
esta regidon (FIG. 3A, N1-D) redujo drasticamente la fosforilacién del total de glicoproteinas solubles
determinada por el etiquetado con [2-*H]manosa (FIG. 3B). Dado que la mayoria de las proteinas fosforiladas
por GlcNAc-1-PT son de hecho proteinas lisosomales, este resultado en ausencia de la regién N1-D no es
sorprendente. En consecuencia, la fosforilacién de B-hexosaminidasa (HEXB), a-Galactosidasa (GLA), y B-
Mannosidasa (MANBA), medida por la capacidad de unirse a CI-MPR inmovilizado, fue casi completamente
abrogada (FIG. 3C). A la luz del hallazgo de que el espaciador-1 actiia como un dominio inhibitorio, se plante6
la hipétesis de que la delecién del espaciador-1 en combinacién con N1-D (FIG, 3A, S1-D) puede superar
parcialmente la incapacidad de GlcNAc-1-PT que carece de los dos mddulos Notch y del dominio de interaccién
DMAP para fosforilar enzimas lisosomales. Esta prediccién se ve confirmada por los resultados que muestran
un aumento pequefio, pero estadisticamente significativo en la fosforilacién de proteinas solubles totales
mediada por el mutante S1-D en relacién con N1-D (FIG. 3B, comparese N1-D vs S1-D), asi como un pequefio
aumento en la fosforilacion de HEXB, GLA, y MANBA (14%, 13% y 5%, respectivamente de los valores WT)
(FIG. 3C). Dado que la actividad de los mutantes N1-D y S1-D hacia el azGcar simple aMM es similar (FIG. 3E,
N1-D vs S1-D), estos aumentos en la fosforilacién de enzimas lisosomales mediada por el mutante de delecién
S1-D se explican mejor por la pérdida de la funcién inhibitoria del espaciador-1.

Se suprimieron dominios adicionales del precursor de GlcNAc-1-PT a/f y se comprobdé que seguian
conservando la actividad catalitica. La delecién de todos los aa desde el comienzo de Notch 1 (C438) hasta
K928, que incluia la mayor parte del espaciador-3, dio como resultado una forma truncada de GIcNAc-1-PT
(FIG. 3A, N1-83) que se expresé aproximadamente 10 veces mas que WT en las células HeLa GNPTAB™"
(FIG. 3D, comparense carriles 3 y 6), y a pesar de la ausencia de las dos repeticiones Notch y del dominio de
interaccién DMAP, este mutante restaurd la fosforilacidn total de glicoproteinas solubles a niveles WT (FIG. 3B,
comparese WT vs N1-S3). El mutante no sufrié procesamiento proteolitico ya que la regién eliminada se
extendia hasta el sitio de escisién (FIG. 3D), sin embargo, mostré una actividad catalitica drasticamente
incrementada hacia el aztcar simple aMM (FIG. 3E). Este resultado demostrd que la escisién del precursor a/f
no es un requisito per se para la actividad catalitica. No se toleraron deleciones més alla de K928.

Se determiné el resultado de eliminar el espaciador-1 en el contexto de N1-S3. Este nuevo constructo (FIG.
3A, 81-S3) dio lugar a una forma truncada adicional del precursor de GlcNAc-1-PT o/ que también mostré una
expresion drasticamente mejorada (FIG. 3D, comparense carriles 3 y 7) y actividad catalitica hacia aMM, a
niveles similares a N1-S3 (FIG. 3E). Del modo mas notable, la fosforilacién total de glicoproteinas solubles
mediada por S1-S3 aumenté mas de 3 veces sobre WT, mientras que N1-S3 fue similar a WT (FIG. 3B,
comparese WT, N1-S3 y S1-S3). Dado que la Unica diferencia entre S1-S3 y N1-S3 es la ausencia de
espaciador-1, estos resultados aportan més pruebas de la funcién inhibidora del espaciador-1. La fosforilacién
mediada por S1-S3 de las proteinas no lisosomales Renina, PoFut2, GP y los dominios A1A2A3 del factor de
von Willebrand también aumenté en relacién con N1-S3 (FIG. 3F), al igual que ocurrié con las proteinas
lisosomales HEXB, GLAy MANBA (FIG. 3G). Los cuatro mutantes (N1-D, S1-D, N1-S3, y S1-S3) se localizaron
en el Golgi, de forma similar al WT (FIG. 11).

Para obtener medidas mas cuantitativas del grado de formacién de Man-6-P mediada por el mutante S1-S3,
se realiz6 el etiquetado con [2-*H]manocsa de células cotransfectadas con ADNc para LIF, Renina, PoFut2 y
DNasa 1 junto con GlcNAc-1-PT WT o el ADNc del precursor a/ff mutante S1-S3. La coexpresién de cada una
de estas proteinas con S1-S3 dio lugar a un aumento de 2-4 veces en la fosforilacién en relacién con WT (FIG.
4), de acuerdo con la expresién marcadamente mejorada y el aumento concomitante en la actividad hacia aMM
(FIG. 3D y FIG. 3E). La fosforilaciéon de estas proteinas fue ligeramente mas de la alcanzada por el mutante
DS1 (comparese la FIG. 4 con la FIG. 2B).

Discusién para los Ejemplos 1-4.

Los médulos Notch y el dominio de interaccion DMAP de GIcNAc-1-PT tienen papeles esenciales en el
reconocimiento selectivo de proteinas lisosomales y la fosforilacién de sus glicanos ligados a N (3, 16). Muchas

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2983734 T3

otras glicoproteinas que atraviesan la via secretora presentan glicanos ligados al N muy similares o idénticos
que no se fosforilan o adquieren solo niveles bajos de la etiqueta Man-6-P (17). La explicacién predominante
para esta observacién es que, a diferencia de las proteinas lisosomales, las proteinas no lisosomales carecen
de los determinantes estructurales que son reconocidos y unidos por los médulos Notch y/o el dominio de
interaccion DMAP de GIcNAc-1-PT. Asi pues, la presencia de un oligosacarido con alto contenido en manosa
en una proteina es insuficiente por si sola para la fosforilacién in vivo del glicano por GIcNAc-1-PT. /n vitro, la
GlcNAc-1-PT es capaz de fosforilar el azlicar simple, aMM, pero la Km de la enzima para este sustrato es
mucho mas de tres 6rdenes de magnitud superior a la de una enzima lisosomal, lo que ilustra el papel clave de
los sitios de acoplamiento de proteinas en las proteinas lisosomales para la GlcNAc-1-PT (18). Un hallazgo
clave de este estudio es que, ademas de reconocer y fosforilar especificamente proteinas lisosomales, la
GlcNAc-1-PT contiene elementos (espaciador-1) que sirven para evitar la fosforilacién de proteinas no
lisosomales. Esta es la primera funcién asignada al dominio espaciador-1. El espaciador-1 de la GlcNAc-1-PT
humana tiene 236 aa de longitud y estd muy conservado entre las especies vertebradas. Tiene una estructura
definida (PDB ID:2N6D), consistente con una funcién distinta a la de solo servir como «espaciador» (19). Por
otra parte, la regién espaciadora-1 del eucariota inferior D. discoideum tiene una longitud similar a la de la N-
acetilglucosamina-1-fosfato transferasa bacteriana de N. meningitidis (FIG. 6) y es muy improbable que
funcione del mismo modo que la secuencia humana. No existe una identidad significativa a nivel de aa entre la
secuencia del espaciador-1 humana y la del espaciador-1 de D. discoideum. Dado que los dominios Stealth 1
y 2 que la flanquean son muy similares entre las dos especies, la GlcNAc-1-PT humana podria tolerar la
sustitucién de la secuencia humana por la de D. discoideum. La expresién de esta quimera en células de HelLa
GNPTAB produjo un resultado inesperado en las de DS1, aunque plegada eficientemente en el ER y
transportada al cis-Golgi igual que la enzima WT, fue procesada proteoliticamente de forma diferente en este
ultimo compartimento. El uso del inhibidor de S1P PF-429242 demostré que era la S1P la que mediaba esta
escisién alternativa. En un estudio reciente en el que se analizaron las mutaciones de pacientes con GlcNAc-
1-PT, Velho et al. informaron de que una delecién en el marco de los residuos Y937 a M972 provocaba la
escisién del precursor a/f por S1P en un sitio alternativo en direccién ascendente dentro de la subunidad,
aunque el estudio no identificd el nuevo sitio (20). La identificacién de Q882 como el sitio de escisién alternativo
concuerda con la mayor masa molecular de la subunidad B observada con DS1. La razbn por la que la S1P se
escinde en Q882 en lugar de en K928 dentro de la subunidad a en ausencia del espaciador-1 no esta clara en
este momento. A la luz del hallazgo de que la delecién de los residuos 937-972 también dio lugar a la escisién
en el nuevo sitio, una posibilidad es que el espaciador-1 interactla con alguna regidén del espaciador-3 (aa 819-
955, FIG. 1) y por lo tanto influye en donde se escinde la S1P. Una explicacion alternativa para el uso del nuevo
sitio por S1P en ausencia del espaciador-1 es que el impedimento estérico normalmente proporcionado por
este dominio para prevenir la escisién en Q882 ya no esta presente, permitiendo que S1P ahora se escinda
principalmente en Q882, aunque una pequefia cantidad de precursor también se escinde en K928.
Curiosamente, se determiné que WT GIlcNAc-1-PT produce una pequefia cantidad de la enzima cataliticamente
inactiva como resultado del procesamiento proteolitico en Q882. Estos resultados plantean la posibilidad de
que la GlcNAc-1-PT vertebrada adquiriera el espaciador-1 para facilitar la escisién en K928 y maximizar su
eficiencia catalitica.

Ademas de dictar el sitio de escision utilizado por S1P para generar la forma correctamente procesada de
GlcNAc-1-PT, los resultados también muestran que el espaciador-1 tiene un papel importante en minimizar la
fosforilacién de los glicanos de alta manosa de enzimas no lisosomales. Ha sido bien documentado que un
namero de glicoproteinas no lisosomales, incluyendo DNasa |, Renina, LIF, y PoFut2 adquieren bajos niveles
de la etiqueta Man-6-P en sus cadenas de oligosacaridos. Aunque el significado fisiolégico del bajo nivel de
modificacién Man-6-P de estas proteinas no esté claro, parece probable que la fosforilacién extensiva de estas
proteinas por GlcNAc-1-PT seria contraproducente para una célula ya que las proteinas modificadas Man-6-P
serian segregadas de la via secretora para su entrega al compartimento endosomal/lisosomal. Los datos que
muestran un aumento de 1.5-2 veces en la fosforilacién mediada por DS1 sobre la enzima WT de DNasa |,
Renina, LIF, y PoFut2 indican un papel para el espaciador-1 en la inhibicién de la fosforilacién de proteinas no
lisosomales.

Anteriormente se demostré que la delecién de los dos médulos Notch y el dominio de interaccion DMAP (N1-
D) practicamente abolia la actividad de fosforilacién del mutante GlcNAc-1-PT hacia todas las enzimas
lisosomales ensayadas (3). En este sentido, es interesante que la deleciéon del espaciador-1, cuando se
combiné con la delecién de Notch1-DMAP (S1-D), fue capaz de restaurar los bajos niveles de fosforilacién de
HEXB, GLA y MANBA (14%, 13% y 5%, respectivamente, de los valores WT). Dado que el mutante N1-S3 no
requiere procesamiento proteolitico para su actividad catalitica, sirve como un buen control para evaluar el
impacto de la delecién del espaciador-1 en el mismo contexto. Este nuevo constructo, S1-S3, que se asemeja
a las transferasas de fosfato de azlcar bacterianas (FIG. 6), se expresé a altos niveles, similares a los obtenidos
con N1-83, y tuvo una actividad similar hacia aMM. Sin embargo, el constructo S1-S3 incrementd la fosforilacién
del total de glicoproteinas solubles en casi 4 veces sobre WT, mientras que el valor de N1-S3 fue similar a WT.
La fosforilacién mediada por S1-S3 de las enzimas lisosomales HEXB, GLA y MANBA también aumenté en
comparacién con N1-S3, al igual que la fosforilacién de las proteinas glicoproteinas no lisosomales glico-
pepsindgeno y los dominios A1A2A3 de VWF. La capacidad del constructo S1-S3 para fosforilar proteinas no
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lisosomales sobre las que no actla la enzima WT indica que puede funcionar en ausencia de sitios de
acoplamiento de proteinas, de forma similar a las transferasas de fosfato de azlcar bacterianas.

Tomados en conjunto, estos hallazgos proporcionan apoyo a la hipétesis de que el precursor de GlcNAc-1-PT
a/P adquirié en el curso de la evolucidn de los vertebrados dominios reguladores tanto positivos (médulos Notch
y dominio de interaccion DMAP) como negativos (espaciador-1) que sirven para facilitar la fosforilacién de
proteinas lisosomales, negando simultdneamente la capacidad inherente de la enzima para fosforilar
glicoproteinas no lisosomales. Basandonos en estos hallazgos, proponemos el siguiente modelo para explicar
cémo funciona la GlcNAc-1-PT. En el estado basal (FIG. 5A), el dominio espaciador-1 interfiere con el enganche
del oligosacérido al sitio catalitico formado por los cuatro dominios Stealth. Tras la unién del sitio de
acoplamiento de la proteina de la enzima lisosomal a los mddulos Notch y al dominio de interaccién DMAP, se
produce un cambio conformacional tal que el dominio espaciador-1 se desplaza, permitiendo que los residuos
de los glicanos de alta manosa de la enzima lisosomal entren en el sitio catalitico y sean fosforilados. En
algunos casos, el dominio de homologia del receptor de manosa-6-fosfato de la subunidad y ayudaréa a guiar
los oligosacaridos hacia el sitio catalitico. Las glicoproteinas no lisosomales de unién débil, como la DNasa |,
pueden ser incapaces de inducir el cambio conformacional necesario para desplazar el espaciador-1, lo que
limita el alcance de su fosforilacién. Al suprimir el espaciador-1, aumenta la fosforilacién de estas proteinas.
Las glicoproteinas no lisosomales que carecen totalmente de los determinantes estructurales para la unién de
los médulos Notch y el dominio de interaccién DMAP no se fosforilan en absoluto. La eliminacién del
espaciador-1 junto con los elementos N1-S3 da como resultado una enzima altamente expresada con plena
actividad catalitica, lo que le permite fosforilar todas las glicoproteinas solubles que pasan por el Golgi (FIG.
5B).

Procedimientos para los Ejemplos 1-4.

Lineas celulares - La linea celular de GNPTAB’ Hela se ha descrito en detalle en otro lugar (3). Las células
se mantuvieron en DMEM (Life Technologies) que contenia 0.11 g/L de piruvato sédico y 4.5 g/L de glucosa,
suplementado con 10% (vol/vol) de FBS (Atlanta Biologicals), 100,000 U/L de penicilina, 100 mg/L de
estreptomicina (Life Technologies) y 2 mM de L-glutamina (Life Technologies).

Constructos de ADN — El GNPTAB-V5/His humano en pcADNG ha sido descrito (11). Los diversos constructos
de delecién a/f se realizaron mediante un proceso de PCR de superposicién-extension (OE) de 2 pasos en el
que un fragmento de restriccion generado por PCR que codifica la deleciéon en cuestion se intercambid por el
ADNCc nativo dentro de la misma region. Para generar el constructo DS1. se sintetizé un fragmento del gen
gBlocks de 0.5 kb (IDT Inc.) que codificaba la secuencia espaciador-1 de D. discoideum junto con las
secuencias Stealth1 y Stealth 2 humanas y se utilizé en el primer paso de la OE-PCR. Las mutaciones
puntuales se generaron mediante el procedimiento de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange y se confirmd
que todas las secuencias eran correctas mediante secuenciacién de ADN.

El constructo de ADNc de LIF fue amablemente proporcionada por Richard Steet (Universidad de Georgia,
Athens, GA), mientras que el ADNc de PoFut2-myc fue un regalo de Robert Haltiwanger (Universidad de
Georgia, Athens, GA). Se han descrito DNasa |, glicopepsinégeno, CathD-myc, a-GalA y NPC2-myc (3, 12,
21). EI ADNc de Renina-HA se adquirié de Addgene (Cambridge, MA), mientras que el plasmido, VWAVF-A1A2A3-
Strep-pCADNS, fue proporcionado por J. Evan Sadler (Washington University School of Medicine, St. Louis,
MO).

Microscopia de inmunofluorescencia - Para visualizar la localizaciéon subcelular de WT o/ y los diversos
mutantes, los diferentes constructos se transfectaron en células GNPTAB” Hel a utilizando Lipofectamine 3000
(Life Technologies) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 24 h después de la transfeccion, se fijaron las
células y se detectaron las subunidades o/ con un anticuerpo monoclonal anti-V5 de ratén (Life Technologies).
El marcador de Golgi, GOLPH4, se detecté con anticuerpo policlonal de conejo anti-GOLPH4 (Abcam),
respectivamente. Las células procesadas se montaron en medio de montaje anti-atenuacién ProLong® Gold
(Life Technologies), y las imagenes se adquirieron con un microscopio confocal LSM880 (Carl Zeiss Inc.). Las
imagenes se analizaron con el software Image J (Fiji).

Western blotting - Las proteinas resueltas por SDS-PAGE en condiciones reductoras se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se detectaron con los anticuerpos indicados en las leyendas de las figuras.

Experimentos de etiquetado con [2-*H]manosa para glicoproteinas solubles totales - Los experimentos de
etiqguetado se realizaron con células HeLa GNPTAB” transfectadas como sigue: 48 h después de la
transfeccién, las células en placas de 6 pocillos se incubaron con 10 uCi de [2-3H]manosa (Perkin Elmer)
durante 2 h. Después del pulso de 2 h, las células se lavaron dos veces con PBS y se cosecharon, luego se
suspendieron de nuevo en regulador sin detergente que contenia 25 mM de Tris.Cl (pH 7.2) y 150 mM NaCl a
4°C con un céctel inhibidor de proteasa (Life Technologies). Las células se lisaron por sonicacién y luego se
sometieron a ultracentrifugacién a 100,000 x g durante 1 h para separar las proteinas de membrana de la
fraccién soluble. A continuacién, 100 pl de la fraccién soluble se incubaron con CI-MPR purificada que se
conjugd covalentemente con la Sepharose 4B activada con bromuro de cianégeno para precipitar las
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glicoproteinas fosforiladas con manosa, mientras que 10 ul de la fraccién soluble se precipitaron con acido
fosfotlingstico al 1.5% para obtener la incorporacion total de la etiqueta [2-*H]manosa en las proteinas solubles.
Este procedimiento permitié la cuantificacién precisa de todas las glicoproteinas marcadas con manosa que
fueron fosforiladas por WT o GlcNAc-1-PT mutante.

Experimentos de etiquetado con [2-*H]manosa para enzimas lisosomales - Los experimentos de etiquetado se
realizaron con células HeLa GNPTAB" transfectadas de la siguiente manera: 48 h después de la transfeccion,
las células en placas de cultivo tisular de 60 mm se incubaron con 50-150 uCi de [2-*H]manosa (Perkin Elmer)
durante 2 h, seguido de la adicién de medio completo que contenia 5 mM de glucosa, 5 mM de manosa y 10
mM de NH4CI para detener la captaciéon de manosa e inducir la secrecién. Las células se incubaron durante 3
h mas antes de recoger el medio. En varios experimentos se prepararon extractos celulares y se sometieron a
Western blotting para determinar el contenido de subunidad B con el fin de confirmar que los constructos se
expresaban a niveles comparables.

Inmunoprecipitacién y analisis de oligosacaridos - Las hidrolasas acidas secretadas en el medio se
inmunoprecipitaron, y los oligosacaridos se aislaron y analizaron esencialmente como se describié en detalle
anteriormente (23). Para los experimentos con CathD-myc, NPC2-myc, PoFut2-myc y Renin-HA, se ligaron
previamente 20 pl de anticuerpo monoclonal anti-myc (Santa Cruz Biotechnology) o 5 pl de anticuerpo
monoclonal anti-HA (Sigma-Aldrich) a 100 ul de perlas de proteina G-agarosa-PLUS (Santa Cruz
Biotechnology) antes de la inmunoprecipitacién de las hidrolasas lisosomales marcadas de los medios. En el
caso de GLA, DNasa | y LIF, las enzimas secretadas se inmunoprecipitaron con perlas de proteina G-agarosa-
PLUS previamente enlazadas a anticuerpos anti-p-Gal (Amicus Therapeutics) y perlas de rProteinA-agarose
(RepliGen) enlazadas previamente a anticuerpos anti-DNasa | (Sigma, St. Louis, MO) o anticuerpo anti-LIF
(proporcionados generosamente por Frederic Blanchard, Universidad de Nantes, Nantes, Francia). El material
inmunoprecipitado se traté con Endo H (NEB) y se filtré con Ultracel-10K (EMD Millipore). El filtrado que
contenia glicanos de alta manosa neutros y fosforilados se traté con acido suave para eliminar cualquier residuo
de N-acetilglucosamina todavia unido a las fracciones de fosfato y se aplicé a una matriz de columna QAE para
separar los oligosacaridos con cero, uno o dos residuos de Man-6-P. El retenido que contenia oligosacaridos
complejos resistentes a Endo H se traté con Pronase (Roche Diagnostics) y se fraccion6 en ConA-sepharose
4B (GE Healthcare). Se determiné el contenido de [2-*H]-manosa de cada fraccién y se calculd el porcentaje
de fosforilacion tal como se ha descrito (23). En todos los casos, se restaron los valores obtenidos con la
transfeccion simulada.

Referencias para los Ejemplos 1-4.
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Ejemplo 5. Procedimiento para producir enzimas lisosomales altamente fosforiladas para terapia de sustitucién
enzimética.

La terapia de sustitucién enzimatica (ERT) es actualmente la principal forma de tratamiento para una serie de
enfermedades de almacenamiento lisosémico, aunque su eficacia varia entre los trastornos individuales [1]. La
mayoria de estos trastornos hereditarios surgen de la falta de actividad de una sola enzima lisosomal, lo que
conduce a la acumulacién del material que normalmente es degradado por la enzima. La acumulacién del
material de almacenamiento en el lisosoma acaba provocando la disfuncién de células y 6rganos. El objetivo
de la ERT es introducir cantidades suficientes de enzima normal en los lisosomas de las células defectuosas
para eliminar el material de almacenamiento y restaurar la funcién del lisosoma. Esta forma de terapia se utilizd
por primera vez en pacientes con enfermedad de Gaucher de tipo 1 que carecen de actividad de PB-
glucocerebrosidasa acida y acumulan glucosilceramida principalmente en células de tipo macréfago [2]. La
enzima de sustitucién, que contiene glicanos N-ligados con residuos terminales de manosa, se infunde por via
intravenosa y es captada por los macréfagos a través de los receptores de manosa de la superficie celular. La
enzima endocitada es entonces transportada via endosomas a los lisosomas donde funciona con buenos
resultados clinicos en este trastorno [3].

Dado que la mayoria de los tipos celulares carecen de receptores de manosa, las enzimas de sustitucién
utilizadas para tratar los trastornos por almacenamiento lisosémico que afectan a tipos celulares distintos de
los macréfagos utilizan la unién a receptores de manosa 6-fosfato (Man-6-P) en la superficie celular para su
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posterior transporte a los lisosomas. Estas enzimas se purifican a partir de las secreciones de células de
mamiferos, principalmente células de ovario de hamster chino, disefiadas para producir altos niveles de la
enzima de interés. Este enfoque depende de la capacidad de la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena para
fosforilar los residuos de manosa de los N-glicanos de la enzima lisosomal expresada. Algunas de las enzimas
de sustitucién producidas por esta técnica estan altamente fosforiladas y se unen bien a los receptores Man-6-
P. Oftras, sin embargo, estan poco fosforiladas, lo que limita su eficacia en la ERT. Esto incluye la enzima de la
enfermedad de Pompe (a-glucosidasa acida, GAA) y la enzima de la alfa-manosidosis (a-manosidasa acida
lisosomal, LAMAN) [4, 5]

La actividad de la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena puede ser insuficiente para fosforilar eficazmente los
altos niveles de GAAy LAMAN que son sintetizadas por las células productoras. Para examinar esta posibilidad,
células D9 L de ratén negativas para Expi293F o para el receptor de manosa 6-fosfato independiente de
cationes (CI-MPR) fueron co-transfectadas con pldsmidos que codificaban una enzima lisosomal de interés
junto con el ADNc para el precursor de la GlcNAc-1-fosfotransferasa a/f. Mientras que la GlcNAc-1-
fosfotransferasa es un hexdmero a2p2y2 codificado por dos genes (GNPTAB y GNPTG), las subunidades a/p
son capaces de fosforilar la mayoria de las enzimas lisosomales en ausencia de y [6]. Ademas, también se
ensayd un precursor o/f truncado (S1-S3) que carece de varios elementos de la subunidad a mientras conserva
los dominios cataliticos «Stealth» (FIG. 12A). Esta enzima truncada se expresa a niveles muy altos, lo que
resulta en una actividad catalitica 20 veces mayor que la de la enzima WT [7].

La unién de cuatro enzimas lisosomales secretadas por las células transfectadas a las perlas de CI-MPR se
muestra en la FIG.12B. El aumento de la unidn, en este caso, refleja un mayor grado de fosforilacién de estas
enzimas. En todos los casos, la enzima secretada por las células co-transfectadas con el precursor o/ truncado
se unié a las perlas de CI-MPR en mucha mayor medida que la observada con la enzima expresada sola en
las células. El efecto que tiene la cotransfeccién con el precursor a/f WT en la unién de la enzima lisosomal a
las perlas de CI-MPR fue variable, desde una estimulacién minima de la unién a GAA hasta una unién 12 veces
mayor en el caso de LAMAN. Para observar més directamente los efectos de los constructos de precursores
a/B en la fosforilacién de enzimas lisosomales, se transfectaron células HelLa con un gen GNPTAB inactivado
por CRISPR-Cas9 [8] con los distintos plasmidos y luego se incubaron con [2-*H] manosa durante 1 hora para
marcar los glicanos N-ligados de las enzimas lisosomales. Como control, las células HelLa parentales con
GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena activa se transfectaron solo con los plasmidos que codificaban las
enzimas lisosomales. Tras 4 horas de seguimiento en presencia de NH4Cl para estimular la secrecién de la
enzima marcada, se recogié el medio y se inmunoprecipité la enzima lisosomal de interés. Los
inmunoprecipitados se analizaron para determinar su contenido en glicanos N-ligados con alto contenido en
manosa con uno o dos residuos de Man-6-P [8, 9]. Estos experimentos mostraron que el precursor o/f truncado
estimulaba la fosforilacion de manosa a varios niveles sobre las células HelLa parentales, dependiendo de la
enzima lisosomal (FIG. 12C). Ademas, la enzima truncada aumenté la formacién de glicanos con dos residuos
Man-6-P (Tabla 2). Esto es importante ya que los glicanos con 2 residuos Man-6-P se enlazan con mucha
mayor afinidad a la CI-MPR que los glicanos con solo 1 residuo de Man-6-P [10]. El precursor WT o/ también
estimulé la formacién de Man-6-P, pero en menor medida que la observada con el mutante a/p.

En la Tabla 1 se muestra el impacto que tiene el aumento del contenido de Man-6-P de las diversas enzimas
lisosomales en su captacion por las células HeLa. Con la excepcién de GAA, las enzimas secretadas por células
co-transfectadas con plasmidos que codifican precursor WT o precursor o/f truncado fueron internalizadas
muchas veces mejor que la enzima secretada por células que utilizan solo la GlcNAc-1-fosfotransferasa
endbgena. La mayor parte de la absorcién fue bloqueada por la presencia de 5mM de Man-6P en el medio, lo
que demuestra que la absorcidén estd mediada por el receptor de Man-6-P. Los resultados con LAMAN fueron
especialmente sorprendentes, ya que la captacidén capaz de inhibirse por Man-6-P se estimul6 entre 130 y 153
veces. En el caso de GAA, la captacidén dependiente de Man-6-P de la enzima secretada por células
cotransfectadas con el precursor a/ff truncado fue 2.6 veces mayor que la de GAA secretada por células
cotransfectadas con el precursor WT a/p o que solo expresaban la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena.

Estos hallazgos establecen que la fosforilaciéon de enzimas lisosomales puede incrementarse sustancialmente
mediante la cotransfeccién con precursor WT o o/f truncado de GlcNAc-1-fosfotransferasa. La fosforilacién
aumentada incrementa la unién al CI-MPR y la captacién por las células. Este efecto se produce incluso con
enzimas lisosomales como GalA, que estan bien fosforiladas por la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena. Pero
lo mas importante es el hallazgo de que este procedimiento mejora la fosforilacién y captacién de LAMAN y
GAA, dos enzimas lisosomales que son poco fosforiladas por la GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena. Las
enzimas preparadas por este procedimiento tienen el potencial de mejorar significativamente su utilidad en
ERT. Ademéas de proporcionar una mejor captacién celular, estas preparaciones pueden permitir la
administraciéon de dosis més bajas a los pacientes, quizas a intervalos menos frecuentes. El procedimiento
deberia ser aplicable a la produccién de enzimas lisosomales para otras enfermedades de almacenamiento
lisosomal que puedan ser susceptibles de ERT. Ademés, la produccién de GBA que contiene altos niveles de
Man-6-P ofrece la oportunidad de restaurar la actividad enzimatica en tipos de células de pacientes con
enfermedad de Gaucher que carecen del receptor de manosa. Esto podria servir para proporcionar un beneficio
adicional a la terapia actual que se dirige especificamente a los macréfagos.
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Procedimientos para el Ejemplo 5.

Lineas celulares - Las células Expi293F son de Life Technologies. Estas células se cultivaron en suspensién
en medio de expresion Expi293 (Life Technologies). La linea celular GNPTAB” Hela se ha descrito en detalle
en otro lugar [8]. Las células HelLa parentales y GNPTAB” se mantuvieron como una monocapa en DMEM
(Life Technologies) que contenia 0.11 g/L de piruvato sédico y 4.5 g/L de glucosa, suplementado con un 10%
(volivol) de FBS (Atlanta Biologicals), 100,000 U/L de penicilina, 100 mg/L de estreptomicina (Life Technologies)
y 2 mM de L-glutamina (Life Technologies). Las células L de ratén CI-MPR negativas (linea celular D9) han
sido descritas [11]. Las células D9 se mantuvieron como una monocapa en o-MEM (Life Technologies) con
100,000 U/L de penicilina y 100 mg/L de estreptomicina (Life Technologies).

Constructos de ADN - GNPTAB-V5/His humano y el mutante de delecién S1-S3 en pcADNG6 han sido descritos
[7]. EI ADNc de LAMAN-myc-Flag se compré a Origene, mientras que el ADNc de GAA fue un amable regalo
de Eline van Meel (Universidad de Leiden, Paises Bajos). Los ADNc de GBA y GLA fueron generosamente
proporcionados por Amicus Therapeutics.

Cromatografia de afinidad de CI-MPR y ensayos enzimaticos - La CI-MPR bovina soluble se purificd a partir de
suero bovino fetal y se conjugé covalentemente con Sepharose 4B activada con bromuro de cianégeno (Sigma-
Aldrich) como se ha descrito [12]. Los medios procedentes de células Expi293F transfectadas durante 2 dias o
de células D9 de ratén se incubaron con las perlas de CI-MPR a 4°C durante 1 h para unir las enzimas
lisosomales fosforiladas. A continuacién, se sedimentaron las perlas, se lavaron con regulador (25 mM Tris-Cl,
pH7.2, 150 mM NaCl y 1% Triton-X 100) y se ensayé la actividad de las enzimas lisosomales tal y como se ha
descrito [13]. Se calculé la cantidad de enzima inicial recuperada en las perlas.

Captacién celular de enzimas lisosomales - Las células Hela parentales se sembraron en una placa de 12
pocillos a una densidad de alrededor del 80% un dia antes del experimento de captacién celular. El medio que
contenia cada enzima proveniente de las células productoras se afiadid a las células Hela parentales en un
volumen final de 500 pl. Para los experimentos de competicion, se afiadié Man-6-P a una concentracién final
de 5 mM. Las células se incubaron durante 24 h mas, tras lo cual se recogieron por separado los medios y las
células. Las células se lavaron dos veces con PBS y luego se lisaron en Tris-Cl de 25 mM, pH 7.2, NaCl 150
mM, Triton-X 100 al 1% y céctel inhibidor de proteasas (Life Technologies). Los medios y las células lisadas se
centrifugaron a 20,000 x g, y se ensayé la actividad de la enzima en el sobrenadante de los medios y el lisado
celular.

Experimentos de etiquetado de [2-°H]manosa para enzimas lisosomales - Se realizaron experimentos de
etiquetado con células HelLa parentales GNPTAB” transfectadas de la siguiente manera: 48 h después de la
transfeccion, las células en placas de cultivo tisular de 60 mm se incubaron con 50-150 uCi de [2-*H]manosa
(Perkin Elmer) durante 2 h, seguido de la adicién de medio completo que contenia 5 mM de glucosa, 5 mM de
manosay 10 mM de NH4Cl para detener la captacién de manosa e inducir la secrecién. Las células se incubaron
durante otras 3 h antes de recoger el medio para el anélisis.

Inmunoprecipitacién y analisis de oligosacéridos - Las hidrolasas &cidas secretadas en el medio fueron
inmunoprecipitadas, y los oligosacaridos aislados y analizados esencialmente como se describié en detalle
anteriormente [9]. Dado que los cADNs de LAMAN, GAA y GBA tenian una etiqueta myc, se enlazaron
previamente 20 pl de anticuerpo monoclonal anti-myc (Santa Cruz Biotechnology) a 100 ul de perlas de proteina
G-agarosa-PLUS (Santa Cruz Biotechnology) antes de la inmunoprecipitacién de las hidrolasas lisosomales
marcadas de los medios. En el caso de GLA, la enzima secretada se inmunoprecipité con perlas de proteina
G-agarosa-PLUS enlazadas previamente a un anticuerpo anti-B-Gal (Amicus Therapeutics). El material
inmunoprecipitado se traté con Endo H (NEB) y se filtré con Ultracel-10K (EMD Millipore). El filtrado que
contenia glicanos de alta manosa neutros y fosforilados se tratd con écido suave para eliminar cualquier residuo
de N-acetilglucosamina todavia unido a las fracciones de fosfato y se aplicé a una matriz de columna QAE para
separar los oligosacaridos que portan cero, uno o dos residuos de Man-6-P. El retenido que contenia
oligosacéridos complejos resistentes a Endo H se traté con Pronase (Roche Diagnostics) y se fraccioné en
ConA-sepharose 4B (GE Healthcare). Se determiné el contenido de [2-3H]-manosa de cada fraccién y se
calcul6 el porcentaje de fosforilacién como se ha descrito [9].

Tabla 1. Captacién celular de enzimas lisosomales fosforiladas con GlcNAc-1-fosfotransferasa endégena o
enzima WT sobreexpresada o el mutante S1-S3. Los experimentos de captacién se realizaron en ausencia de
Man-6-P o con 5 mM de Man-6-P para inhibir competitivamente la captacion de las enzimas fosforiladas.

Enzima PTasa Total U Man-6-P % de absorcién* Aumento de
agregado multiplicacién
Dependiente de MEPR
Endégena 670 - 0.76 £ 0.23
LAMAN 014
+ 0.62 £0.27
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WTap 359 - 2470 £1.34
215 153x
+ 320 +0.77
S$1-S3 530 - 2246 £ 4.07
182 130X
+ 43+1.19
Endégena 57 - 4.05 +0.46
3.8
+ 0.22 £0.42
WTap 3.8 - 3.31£1.13
GAA 2.9 0.8X
+ 0.44 £1.16
S$1-S3 32 - 12.79 £0.90
9.8 2.6X
+ 239 +1.59
Endégena 2.7 - 10.74 +1.94
5.1
+ 5.65 £1.51
WTap 23 - 46.73 £4.00
37.4 7,3X
GBA + 937 +126
S$1-S3 2.8 - 49.74
£11.53 411 8.0X
8.67 x4.21
Endégena 194 - 2.72+0.91
17
+ 1.00 £0.11
WTap 141 - 9.53 £0.11
GLA 8.2 4.8X
+ 1.30£0.13
S$1-S3 237 - 7.01 £0.69
6.1 3.5X
+ 0.95 £0.11

Nota: 1 U =1 nmol de 4-metilumbeliferona liberado por hora

* % de absorcién por 200 ug de proteina celular en 24 horas

Tabla 2. Distribucién de glicanos de alta manosa con uno o dos residuos Man-6-P presentes en enzimas
lisosomales. Los datos presentados en la FIG. 12C se desglosan aln mas para mostrar el contenido de
glicanos con 1 o 2 residuos Man-6-P entre las enzimas lisosomales sobre las que actua la GlcNAc-1-
fosfotransferasa enddgena o el precursor WT a/ff sobreexpresado o el mutante de delecién S1-S3.

% de fosforilacion de oligosacéridos

Enzima

PTasa HM + 1PM HM + 2PM Total

Endégena 45 1.0 55

LAMAN WT 9.7 3.4 13.1
S$1-S3 24.3 23.9 48.2

WT 42 1.1 52

GAA

S$1-S3 8.3 2.7 11.0
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WT 6.4 12 76

GBA
$1-83 272 9.7 369
WT 237 4.0 27.8

GLA
$1-83 496 12.4 62.0

HM - Oligosacarido con alto contenido de manosa

PM - fosfomonoéster

Referencias para el ejemplo 5.

1. Lachmann, R.H., Enzyme replacement therapy for lysosomal storage diseases. Curr Opin Pediatr, 2011.
23(6): p. 588-93.

2. Barton, N.W., et al, Replacement therapy for inherited enzyme deficiencymacrophage-targeted
glucocerebrosidase for Gaucher's disease. N Engl J Med, 1991. 324(21): p. 1464-70.

3. Weinreb, N.J., et al, Long-term clinical outcomes in type 1 Gaucher disease following 10 years of
imiglucerase treatment. J Inherit Metab Dis, 2013. 36(3): p. 543-53.

4. McVie-Wylie, A.J., et al., Biochemical and pharmacological characterization of different recombinant acid
alpha-glucosidase preparations evaluated for the treatment of Pompe disease. Mol Genet Metab, 2008. 94(4):
p. 448-55.

5. Roces, D. P., et al., Efficacy of enzyme replacement therapy in alpha-mannosidosis mice: a preclinical animal
study. Hum Mol Genet, 2004.13(18): p. 1979-88.

6. Qian, Y., et al., Functions of the alpha, beta, and gamma subunits of UDP-GIcNAc:lysosomal enzyme N-
acetylglucosamine-1-phosphotransferase. J Biol Chem, 2010. 285(5): p. 3360-70.

7. Lin Liu, W.-S.L., Balraj Doray, and Stuart Komfeld, Regulation of Lysosmal Enzyme Phosphorylation: Role of
the Spacer-1 Domain of GlcNAc-1-Phosphotransferase. manuscript in preparation.

8. van Meel, E,, et al., Multiple Domains of GIcNAc-1-phosphotransferase Mediate Recognition of Lysosomal
Enzymes. J Biol Chem, 2016. 291(15): p. 8295-307.

9. Dustin, M.L., et al., A novel mutagenesis strategy identifies distantly spaced amino acid sequences that are
required for the phosphorylation of both the oligosaccharides of procathepsin D by N-acetylglucosamine 1-
phosphotransferase. J Biol Chem, 1995. 270(1): p. 170-9.

10. Tong, P.Y., W. Gregory, and S. Kornfeld, Ligand interactions of the cation-independent mannose 6-
phosphate receptor. The stoichiometry of mannose 6-phosphate binding. J Biol Chem, 1989.264(14): p. 7962-
9.

11. Gabel, C.A. and S.A. Foster, Lysosomal enzyme trafficking in mannose 6-phosphate receptor-positive
mouse L-cells: demonstration of a steady state accumulation of phosphorylated acid hydrolases. J Cell Biol,
1986. 102(3): p. 943-50.

12. Valenzano, K.J., J. Remmler, and P. Lobel, Soluble insulin-like growth factor ll/mannose 6-phosphate
receptor carries multiple high molecular weight forms of insulin-like growth factor Il in fetal bovine serum. J Biol
Chem, 1995. 270(27): p. 16441-8.

13. Qian, Y., et al., Analysis of Mucolipidosis Il/lll GNPTAB Missense Mutations |dentifies Domains of UDP-
GlcNAc:lysosomal Enzyme GlcNAc-1-phosphotransferase Involved in Catalytic Function and Lysosomal
Enzyme Recognition. J Biol Chem, 2015. 290(5): p. 3045-56.

24



10

15

20

25

ES 2983734 T3

REIVINDICACIONES

1. Una subunidad a/p de GlcNAc-1-fosfotransferasa (GIcNAc-1-PT) modificada que comprende la subunidad
a/B de GlcNAc-1-PT humana de longitud completa con dos deleciones internas del aminoécido 86 al 322 y del
aminoécido 438 al 928 de la subunidad a/f de GIcNAc-1-PT humana de longitud completa que tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 1, en la que la subunidad o/ de GIcNAc-1-PT humana de longitud completa tiene
la secuencia de SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 1.

2. Un vector que comprende un polinucleétido que codifica la subunidad a/f de (GlcNAc-1-PT) modificada de
la reivindicacion 1.

3. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacién 2, en el que la célula huésped esté disefiada
para producir altos niveles de una proteina de interés.

4. La célula huésped de la reivindicaciéon 3, en la que la proteina de interés es una proteina lisosomal
seleccionada opcionalmente del grupo que consiste en B-glucocerebrosidasa (GBA), GalA, Cathepsina D
(CathD), enfermedad de Niemann-Pick tipo C2 (NPC2), B-hexosaminidasa (HEXB), a-galactosidasa (GLA), B-
manosidasa (MANBA), alfa-L-iduronidasa, iduronato sulfatasa, arilsulfatasa B, a-glucosidasa acida (GAA) y a-
manosidasa acida lisosomal (LAMAN).

5. La célula huésped de la reivindicacién 3, en la que la proteina de interés es una proteina no lisosomal
seleccionada opcionalmente del grupo que consiste en DNasa1, renina, factor inhibidor de leucemia (LIF),
proteina O-fucosiltransferasa 2 (PoFUT2), glicopepsindégeno (GP), y los dominios AIA2A3 del factor de von
Willebrand.

6. La célula huésped de la reivindicacién 4, en la que la proteina de interés es a-glucosidasa acida (GAA) o o-
manosidasa acida lisosomal (LAMAN).

7. Un procedimiento in vitro para aumentar la fosforilacién de oligosacaridos de una proteina de interés, el
procedimiento comprende expresar una subunidad a/f de GIlcNAc-1-PT modificada exégena de la
reivindicaciéon 1 en una célula.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que la proteina de interés es una proteina lisosomal
seleccionada opcionalmente del grupo que consiste en B-glucocerebrosidasa (GBA), GalA, Cathepsina D
(CathD), enfermedad de Niemann-Pick tipo C2 (NPC2), B-hexosaminidasa (HEXB), a-galactosidasa (GLA), B-
manosidasa (MANBA), alfa-L-iduronidasa, iduronato sulfatasa, arilsulfatasa B, a-glucosidasa acida (GAA) y a-
manosidasa acida lisosomal (LAMAN).
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