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DESCRIPCION

Procedimiento para producir proteina con reduccién de fosfato de manosa en la cadena de azicar y glicoproteina
producida con el mismo.

Campo técnico

La presente invencién se refiere al control de la adicién de fosfato de manosa a una cadena de azicar en la pro-
duccion de proteina heteréloga usando levadura. Més particularmente, la invencion se refiere al control de una funcién
formadora de cadena de azicar dcida en la cadena de azdcar similar a nicleo de la glicoproteina contenida en una
levadura que pertenece al género Pichia. La presente invencion se refiere también a un gen que participa en la adicién
de fosfato de manosa a una cadena de aziicar, un gen mutante del mismo, un vector que lleva el gen mutante, un
transformante que se ha transformado por el vector, un procedimiento para producir una proteina con reduccién de
una cadena de azicar dcida usando un medio para controlar el gen y una proteina con reduccién de cadena de azicar
dcida preparada por el procedimiento. Ademads, la invencion se refiere a una proteina codificada por el gen anterior y
a un anticuerpo que reconoce la proteina.

Técnica anterior

La produccién usando un microorganismo genéticamente modificado es ventajosa sobre la produccién usando
células de mamifero con respecto a diversos puntos que incluyen el coste de produccion bajo y la técnica de cultivo
alta que se ha acumulado como la tecnologia de fermentacion. Recientemente, se ha prestado atencién a una levadura
metilotrépica que pertenece al género Pichia (por ejemplo, Pichia pastoris) como un huésped efectivo para producir
una proteina heter6loga [Creeg, .M., y col., Bio/Technology 11, 905 (1993)]. Las levaduras que pertenecen al género
Pichia tienen cantidades de expresion secretora mucho mds grandes que Saccharomyces cerevisiae y las técnicas de
cultivo para ellas estdn establecidas, de tal forma que se usan muy adecuadamente como levaduras para producir
industrialmente seroalbimina humana y asi sucesivamente.

En el caso de que un microorganismo se use como un hospedador para producir una glicoproteina heter6loga, sin
embargo, es imposible afiadir una cadena de azicar que tenga la misma estructura y composicioén que una glicoproteina
humana y esto es un problema. Se conocen tres tipos para cadena de azicar unida a asparragina de glicoproteina
derivada de células de mamifero incluyendo células humanas, es decir, tipo complejo, tipo hibrido y tipo alta en
manosa. Por otro lado, en procariotas tales como Escherichia coli, 1a adicién per se de cadena de azicar no ocurre.

Para cadenas de azucar unidas a asparragina en Saccharomyces cerevisiae, s6lo se conoce el tipo alto en manosa.
Con respecto a cadenas de azicar unidas a asparragina de glicoproteina en Saccharomyces cerevisiae, se ahade en
el reticulo endopldsmico cadena de azicar similar a niicleo ER (Man8GIcNAc2) comtn con aquella de mamiferos y
en el siguiente procedimiento se forma una gran cantidad (30-150 moléculas) de manosa como una cadena exterior
de azucar [Kukuruzinska, M.A. y col., Ann. Rev. Biochem. 56, 915 (1987)]. Por lo tanto, las cadenas de azticar de
tipo altas en manosa que se han afiadido a la glicoproteina derivada de Saccharomyces cerevisiae contienen mas
cantidad de manosa que aquella de una célula de mamifero, es decir, contienen principalmente cadenas de aziicar
hipermanosiladas.

El enlace a-1,3 en manosa de la cadena de azicar de S. cerevisiae no se encuentra en cadenas de azicar de mamifero
incluyendo ser humano. Por lo tanto se considera que esta estructura podria exhibir una propiedad antigénica para seres
humanos [Ballou C.E., Methods Enzymol., 185, 440-470 (1990)]. Ademads, el hecho de que las cadenas de azicar estén
implicadas en diversos papeles in vivo tales como la depuracion en sangre, el mantenimiento de estructura proteica, la
contribucién a la actividad y la localizacién [Takeuchi, Tanpakushitu Kakusan Kouso, tema especial “Glycoconjugate”,
37, 1713 (1992)] sugiere que una proteina heteréloga que tiene una cadena de aztcar tipo alta en manosa producida
usando S. cerevisiae tiene un problema grande en el aspecto de la funcién.

Recientemente, con respecto a S. cerevisiae, se cloné el gen OCH1 que codifica la a-1,6-manosiltransferasa que
es la enzima clave para la elongacion de manosa de la cadena exterior de azicar [Nakayama, K. EMBO J. 11, 2511
(1992)]. Se comunicé que en mutante doble Aoch-mnm1-mutante doble que tiene mutaciones tanto en gen OCHI
como en gen MNNI1 que codifica una proteina que tiene una funcién de afiadir manosa a la cadena de azticar similar a
nucleo con el enlace @-1,3, s6lo se afade cadena de azicar similar a nicleo ER comun a aquella de mamiferos [Jigami,
Y., Tanpakushitsu Kakusan Kouso, 39, 657 (1994)].

Se sabe que una cadena de azicar de tipo manosa se afiade en levaduras que pertenecen al género Pichia en
una manera similar a aquella de S. cerevisiae, mientras que se muestra que el niimero de adiciones de manosas de
una levadura que pertenece al género Pichia es menor que aquel de S. cerevisiae y que aquella cadena de azicar de
levaduras que pertenecen al género Pichia no contiene enlace @-1,3 que se considera que es altamente antigénico para
los seres humanos [Trimble, R.B. y col., J. Biol. Chem. 266, 22807 (1991)]. Ademads, se cloné un gen homdélogo al
gen OCHI de S. cerevisiae y se confirmé que el control del gen en cepa de levaduras que pertenece al género Pichia
suprime la elongacién de la cadena de azicar. Por lo tanto, esta cadena es ttil como un huésped para producir una
glicoproteina heteréloga que tiene una estructura de cadena de aztcar similar al tipo humano [patente japonesa abierta
a inspeccioén publica Hei 9-3097].
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Aunque se ha desarrollado una técnica que suprime la elongacién de la cadena de azicar y permite expresar una
glicoproteina similar a la cadena de aziicar similar a nicleo ER, queda el siguiente problema también en una levadura
que pertenece al género Pichia: una proteina heter6loga tiene una antigenicidad causada por una cadena de azicar
dcida en el caso de que la glicoproteina heter6loga producida usando una levadura como un huésped se administre a
seres humanos como una medicina.

Se sabe que una cadena de azicar 4cida afiadida por manosa-6-fosfato (MAn-6-P) a una cadena de azicar de tipo
ntcleo y/o a una cadena exterior de azicar se forma(n) en S. cerevisiae [Hernandez, L.M. y col J. Biol. Chem. 264,
13648-13659 (1989)]. Como la figura 1 ilustra, no sélo se afade fosfato de manosa a la cadena exterior de azdcar
sino que también se afiade a la cadena de aztcar similar a nicleo en S. cerevisiae [Jigami, Y. y Ouani, Y., Biochim.
Biophys. Acta, 1426, 335-345 (1999)]. Esta cadena de azicar que contiene el grupo fosfato no se encuentra en cadenas
de azicar de tipo humano. Por lo tanto, es muy probable que esto tenga una antigenicidad y se considera que esto puede
ser un problema grande en el caso de desarrollar una medicina. Con respecto a S. cerevisiae, se han clonado y se han
analizado el gen MNN4 y el gen MNN6 como genes que participan en la transferencia de fosfato de manosa [Odani,
T. y col. Glycobiology 6, 805 (1996); Wang, X.-H., y col. J. Biol. Chem., 272, 18117 (1997)]. Se confirmé in vitro
que la transferencia de fosfato de manosa a la cadena de azicar similar a nicleo o Man5GIcNAc2 depende de Mnn6p
(proteina codificada por MNNG6). Por lo tanto, se asume que el gen MNNG6 codifica el cuerpo principal de fosfato de
manosa transferasa.

Ademds, con respecto al gen MNN4, la actividad de transferencia de fosfato de manosa se suprime en mutante
mnn4 y el contenido en fosfato estd incrementado por la sobreexpresion. Por lo tanto, el gen MNN4 se considera
que es un factor que controla positivamente la proteina Mnn6. Se puede dilucidar que la transferencia de fosfato a
una cadena de azicar estd disminuida en levadura cuyo gen MNN4 esta interrumpido por una técnica de ingenieria
genética [patente japonesa abierta a inspeccidn publica Hei 9-266792]. Por lo tanto, la levadura se puede usar para
producir una glicoproteina que tiene una antigenicidad reducida para seres humanos. Sin embargo, incluso si se usa
la cepa de gen MNN4 controlado de S. cerevisiae, la cadena de azicar 4cida en la cadena de azicar similar a niicleo
no se puede suprimir suficientemente, con menos del 30% de la cadena de aziicar completa siendo una cadena de
azicar dcida [Odani T. y col., Glycobiology 6, 805-810 (1996); patente japonesa abierta a inspeccion publica Hei
9-266792].

Por otro lado, con respecto a levaduras que pertenecen al género Pichia, s6lo se han publicado unas pocas comu-
nicaciones que conciernen a la cadena de azicar fosforilada de una proteina heteréloga hasta ahora. Por ejemplo, en
el dominio kringle 2 del activador de plasmindgeno tisular, se ha transferido un grupo de fosfato de manosa al 20% de
la cadena de aziicar de Man10-14GlcNAc2 [Miele, R.G. y col. Biotechnol. Appl. Biochem. 26, 79 (1997)]. Ademis,
aunque el grupo fosfato de manosa se detect6 en la cadena de aziicar de man9-14GIcNAc2 de proteasa aspartica, no
se detectd una cadena de aziicar fosforilada en cinco proteinas heterélogas distintas investigadas al mismo tiempo
[Montesino, R. y col. Protein Exp. Purif. 14, 197 (1998)]. Por lo tanto, con respecto a una levadura que pertenece al
género Pichia, la frecuencia de la transferencia de fosfato de manosa a una cadena de azicar podria ser baja, pero las
cadenas de azicar fosforiladas se detectan en algunas proteinas heterélogas producidas de este modo. Por lo tanto,
seria deseable suprimir la adicién de fosfato de manosa a la cadena de aztcar en el caso de que sea administrada a
seres humanos como una medicina.

Montesino, R. y col. (Variation in N-linked oligosaccharide structures on heterologous proteins selected by the
methylotropic yeast Pichia pastoris. Protein Expression and Purification, 1998, 14(2): 197-207) comunican la ca-
racterizacion de oligosacdridos unidos en N en seis glicoproteinas ajenas segregadas a partir de la levadura metilo-
trépica Pichia pastoris. Se observé que los carbohidratos en estas proteinas varfan en tamafio, con las estructuras
Man8GIcNAc2 y Man9GIcNAc?2 siendo las especies mds frecuentemente observadas. Las cantidades sustanciales de
estructuras de oligomandsido mds cortas estaban presentes s6lo en invertasa y son comunes estructuras mas largas
(hasta Man18GIcNAc2) en proteasa aspdrtica y enteroquinasa. Se observaron oligosacdridos fosforilados en una pro-
tefna, proteasa aspdrtica. A diferencia de oligosacdridos en glicoproteinas seleccionadas de S. cerevisiae, no se observa
ninguna manosilacién unida en alfa 1,3 en cualquiera de las seis proteinas secretadas por P. pastoris. A partir de estos
resultados, es evidente que la mayoria de las proteinas extraias secretadas por P. pastoris no estdn sometidas a la
manosilacion extensiva (hiperglicosilacién) que ocurre cominmente en proteinas segregadas de S. cerevisiae.

Martinet, W. y col. (Modification of the protein glycosylation pathway in the methylotrophic yeast Pichia pastoris.
Biotechnology Letters, 1998, 20(12): 1171-1177) describe el uso de una @-1,2-manosidasa de Trichoderma reesei para
modificar la glicosilacién unida en N de la levadura Pichia pastoris metilotrépica. Se observé la expresion de glico-
proteinas del virus influenza ajenas con oligosacdridos unidos en N mds extensivamente procesados cuando se segregd
a-1,2-manosidasa en el medio de cultivo. Sin embargo, la eliminacién intracelular de los residuos de manosa puede
estimular actividad manosiltransferasa y puede conducir a hiperglicosilacién. La seleccién suicida de [*#]manosa o las
altas concentraciones de ortovanadato, usadas comuinmente para aislar mutantes de glicosilacién de Saccharomyces
cerevisiae, no tienen efecto profundo en Pichia pastoris.

Aunque el sistema de expresion que usa una levadura que pertenece al género Pichia como un huésped es efectivo
para la produccién industrial debido a su alta productividad, el mecanismo de la transferencia de de fosfato de manosa
a la cadena de aziicar de una glicoproteina originalmente poseida o producida, como una proteina heteréloga, por
una levadura que pertenece al género Pichia ha sido estudiada sélo insuficientemente. Por lo tanto, con respecto a
una levadura que pertenece al género Pichia, el mecanismo de transferencia del fosfato de manosa a una cadena
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de azicar de glicoproteina es bastante desconocido y es una cuestiéon importante desde el punto de vista de evitar
la antigenicidad en el desarrollo de una medicina para administrar a seres humanos o mamiferos para suprimir la
transferencia de fosfato de manosa en un sistema de expresion de glicoproteinas en el que la levadura que pertenece al
género Pichia se usa como un huésped.

Asi, los propésitos de la presente invencion son encontrar un gen que participe en la adicién de fosfato de manosa
a la cadena de azicar de la glicoproteina derivada de una levadura que pertenece al género Pichia y proporcionar un
medio para controlar la adicién. Otros propdsitos de la presente invencién son proporcionar un procedimiento para
producir una proteina cuya cadena de aziicar dcida se redujo usando una cepa de levadura que pertenece al género
Pichia en el que el gen estd controlado y producir una glicoproteina producida por el procedimiento.

Los exdmenes con gran celo en el trabajo de los solicitantes para resolver estos problemas dieron como resultado
el éxito de la clonacién del gen que codifica una proteina que se origina a partir de una levadura que pertenece al
género Pichia y participa en la adicién de fosfato de manosa, el hallazgo de que la proteina participa en la adicién de
fosfato de manosa en un sistema de expresion que usa una levadura que pertenece al género Pichia como un huésped y
la confirmacién de que la cadena de azicar 4cida de la glicoproteina producida usando la cepa de gen controlado esta
remarcablemente reducida y consecuentemente alcanzaron la finalizacién de la presente invencion.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para suprimir la formacion de una cadena de azicar que tiene
fosfato de manosa en una levadura que pertenece al género Pichia, en el que se suprime un gen que tiene la secuencia
de bases de SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias y que participa al menos en la adicién de fosfato de manosa a
una cadena de azicar en la cadena de azticar similar a nicleo de una glicoproteina introduciendo mutacién/mutaciones
dentro de dicho gen o usando un polinucleétido que tiene una secuencia de bases complementaria con la secuencia
de bases de dicho gen, un polinucleétido que contiene la secuencia de bases mostrada por los nucledtidos del 150° al
2480° de la secuencia de bases de SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias que codifica una proteina que participa en
la formacion de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa en la cadena de aziicar similar a nicleo derivada
de una levadura que pertenece al género Pichia, un polinucleétido que tiene una funcién reducida induciendo muta-
cién/mutaciones al polinucledtido, un vector recombinante que lleva el polinucleétido que tiene una funcién reducida,
un procedimiento para producir una glicoproteina usando el procedimiento supresor anterior o el transformante ante-
rior en la produccion de una glicoproteina heter6loga por la técnica de ingenieria genética que usa una levadura que
pertenece al género Pichia como un huésped, una glicoproteina producida por el procedimiento para producir una
glicoproteina, una proteina que contiene la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias y
un anticuerpo que reconoce especificamente la proteina.

La presente invencidn se describird en detalle mas adelante.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra la estructura de una cadena de azicar unida a asparragina de S. cerevisiae (simbolos: Ans,
asparragina; GNAc, N-acetilglucosamina; M, manosa; P, fosfato) (parcialmente modificado a partir de la figura 1 en

Jigami, Y. y Odani, T., Biochim. Biophys. Acta, 1426, 335-345 (1999)).

La figura 2 ilustra el pldsmido pTMO004 dentro del que se ha subclonado el gen PNO1 de una levadura que pertenece
al género Pichia.

La figura 3 ilustra regiones homdlogas entre el gen PNO1 de una levadura que pertenece al género Pichia y el gen
MNN4 de S. cerevisiae.

La figura 4 ilustra el pldsmido pRH101 para expresar gen de la antitrombina III (ATIII) humana en una levadura
que pertenece al género Pichia.

La figura 5 ilustra el protocolo para construir plasmido pTMO009, en el que estd controlado el gen PNOI, para
expresar ATIII humana en una levadura que pertenece al género Pichia.

La figura 6 ilustra la preparacion de cepa de levadura 9G4 que pertenece al género Pichia, en la que esta controlado
el gen PNOI, para expresar ATIII humana.

La figura 7 ilustra perfiles de cultivo de cepas RH101 y 9G4 usando fermentadores de tanque.
La figura 8 ilustra resultados de los andlisis de (A) productos después de reaccién enzimdtica, (B) productos
después de tratamiento acido y (C) productos después de tratamiento con fosfatasa dcida y fosfatasa alcalina, de ATIII

recombinante derivada de una levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia.

La figura 9 ilustra andlisis estructural de cadenas de azicar de ATIII recombinante derivada de una levadura de tipo
natural que pertenece al género Pichia y ATIII recombinante derivada de una cepa de gen PNO1 controlado.
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Las cantidades de aplicacién de (A) y (B) fueron 1/5 de aquellas de (C) y (D).

(A) Una cadena de aztcar neutral de ATIII recombinante derivada de cepa RH101.
(B) Una cadena de azicar neutral de ATIII recombinante derivada de cepa 9G4.
(C) Una cadena de azicar acida de ATIII recombinante derivada de cepa RH101.
(D) Una cadena de azticar dcida de ATIII recombinante derivada de cepa 9G4.

La figura 10 ilustra la evaluacién por ELISA de la inhibicién por ATIII humana derivada de plasma en la reaccién
de unién de ATIII humana recombinante inmovilizada derivada de una levadura de tipo natural que pertenece al género
Pichia o de ATII humana recombinante derivada de una cepa de gen PNO1 controlado con un antisuero contra ATIII
humana recombinante derivada de una levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia o antisuero contra ATIII
humana recombinante (derivada de una cepa de gen PNO1 controlado).

(1) Proteina que participa en formacion de una cadena de aziicar que tiene fosfato de manosa

La proteina que participa en la formacion de una cadena de aziicar que tiene fosfato de manosa segin la presente
invencion es aquella producida por una levadura que pertenece al género Pichia y tiene una funcién para adicion de
fosfato de manosa a una cadena de azicar de una glicoproteina, en particular para la adicién de fosfato de manosa
implicada en la cadena de azicar similar a nicleo. Una cadena de aziicar que tiene fosfato de manosa es una cadena
de azicar acida. Las levaduras que pertenecen al género Pichia segin la presente invencion de las que se deriva una
proteina que participa en la formacién de la cadena de azidcar incluyen, por ejemplo, Pichia pastoris, Pichia finlandica,
Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranafaciens, Pichia methanolica, Pichia opuntiae, Pichia thermo-
tolerans, Pichia salictaria, Pichia guercum, Pichia pijperi y otras levaduras, pero no estdn limitadas a ellas. Pichia
pastoris (llamada P. pastoris de ahora en adelante) se usa preferiblemente entre éstas.

Una proteina que participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa segun la presente
invencién es una proteina que se deriva originalmente de una levadura que pertenece al género Pichia y tiene una
funcién descrita anteriormente. Es preferiblemente una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°:
1 en el listado de secuencias en su region N-terminal, mds preferiblemente una proteina que contiene sustancialmente
la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias.

Tal secuencia de aminodcidos se puede modificar en parte sustituyendo, delecionando, insertando, y/o afiadiendo
uno o mas restos de aminodcidos o cadenas peptidicas hasta el punto en que la propiedad anterior no se cambie.
Una protefna segtin la presente invencion puede ser una proteina que tenga una homologia del 70% o mas con los
aminodcidos de la proteina que contiene la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias y
tiene una actividad de formar una cadena de azicar 4cidos en la cadena de aziicar similar a niicleo de una glicoproteina
producida por una levadura que pertenece al género Pichia.

Asi, una proteina segin la presente invencion se selecciona del grupo constituido por:
(1) una proteina mostrada por la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias;
(2) una proteina que contiene la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias;

(3) una proteina que tiene una homologia del 70% o mds con la secuencia de aminoécidos de la proteina anterior-
mente mencionada (2) y participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa en la cadena
de azicar similar a nticleo de una glicoproteina producida por una levadura que pertenece al género Pichia; y

(4) una proteina que tiene la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 1 en el listado de secuencias en el extremo
N-terminal y que participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa en la cadena de azticar
similar a ntcleo de una glicoproteina producida por una levadura que pertenece al género Pichia.

La presente invencidn reivindica también un polipéptido que tiene una secuencia constituida por cinco aminodcidos
0 mads consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias y un
anticuerpo que reconoce inmunoldgicamente la proteina anterior. El polipéptido es util como un antigeno para obtener
un anticuerpo que reconoce especificamente la proteina anterior.

La proteina que participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa segin la pre-
sente invencion puede producirse cultivando una levadura que pertenece al género Pichia segin el procedimiento
convencional, preferiblemente bajo una condicién adecuada para la proliferacion de la levadura, seguido por extrac-
cién/purificacién segtin el procedimiento convencional a partir de las células obtenidas. El polipéptido se puede sinte-
tizar en base a la secuencia de aminodcidos ejemplificada en la presente invencion o se puede producir por la técnica
de ADN recombinante convencional en base a la secuencia basica ejemplificada en la presente invencién. El anti-
cuerpo tal como anticuerpo policlonal o anticuerpo monoclonal se puede producir por procedimientos bien conocidos
para producir anticuerpos. El polipéptido anterior asi preparado y un anticuerpo que reconoce la proteina anterior, son
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utiles para obtener un medio para controlar la expresién de una glicoproteina 4dcida en un sistema de expresién de
glicoprotefnas usando una levadura que pertenece al género Pichia como un huésped, por ejemplo, para purificar y
obtener una proteina que participe en la formacién de una cadena de azicar 4cida segiin la presente invencion. Para
facilitar la siguiente descripcion, la proteina constituida por la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3 en el listado
de secuencias de la presente invencion puede llamarse “proteina Pnol” y el gen que codifica la proteina se llama “gen
PNO1”.

(2) Gen que codifica la proteina Pnol

El gen que participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa segtin la presente
invencion se caracteriza por tener una secuencia de bases que codifica la proteina Pnol derivada de una levadura
que pertenece al género Pichia segtn la presente invencidn descrita anteriormente. Una secuencia de bases tal es, por
ejemplo, una secuencia de bases que codifica la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias,
mas preferiblemente un polinucledtido sustancialmente desde la base 1507 hasta la base 2480% de la secuencia de bases
de SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias, aunque se puede usar cualquier secuencia de bases que pueda codificar
la proteina Pnol segun la presente invencién. Una secuencia de bases tal puede ser un polinucledtido que contiene al
menos 60 bases consecutivas a partir del extremo 5’ de la secuencia codificante de proteinas en la secuencia de bases
de SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias y codifica la proteina que participa en la formacién de la cadena de azticar
dcida en una levadura que pertenece al género Pichia.

El gen se puede producir por procedimientos bien conocidos. Por ejemplo, al menos una parte del ADN o el
ADN entero se puede producir usando un sintetizador de ADN en base a la secuencia bésica ejemplificada en la
presente invencion. El gen puede también producirse por la amplificacién con el procedimiento de PCR usando el
ADN cromosémico de una levadura que pertenece al género Pichia (por ejemplo, P. pastoris).

El gen que participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa segin la presente
invencién se proporciona como un gen que codifica proteina Pnol producida por una levadura que pertenece al género
Pichia primero por la presente invencién. Por lo tanto, el gen que participa en la formacién de una cadena de azicar
que tiene fosfato de manosa segiin la presente invencién es muy ttil en dilucidar el mecanismo de transferencia del
fosfato de manosa que se ha afiadido a una cadena de aziicar de una glicoproteina en un sistema de expresion de
glicoproteinas usando una levadura que pertenece al género Pichia como un huésped.

La proteina Pnol segin la presente invencion tiene una funcién de transferir fosfato de manosa a una cadena de
azicar de una glicoproteina producida usando una levadura que pertenece al género Pichia como un huésped y es
mads antigénica frente a seres humanos comparada con una glicoproteina derivada de una célula de mamifero. Por lo
tanto, la dilucidacién del gen PNO1 segtin la presente invencion permitiria en el futuro, proporcionar un procedimiento
para reducir o eliminar en un nivel génico una actividad de transferencia de fosfato de manosa originalmente poseida
por una levadura que pertenece al género Pichia para expresar/producir, usando una levadura que pertenece al género
Pichia como un huésped, una glicoproteina heteréloga util farmacéuticamente a la que no estd afiadido un grupo
fosfato de manosa. Se puede lograr reducir o eliminar la actividad de transferencia de fosfato de manosa originalmente
poseida por la proteina Pnol segtin la presente invencion modificando el gen PNO1 segiin la presente invencion tal
como para suprimir al menos la produccién de un producto funcional codificado por el ADN.

(3) Transformante en el que estd suprimida la funcion del gen PNO1

Al transformante segun la presente invencion, se aplica uno de los procedimientos que permite suprimir la expre-
sién del gen PNO1 o hacer al transformante expresar un producto que tiene una funcién atenuada comparado con un
producto funcional nativo para reducir o eliminar la actividad de transferencia de fosfato de manosa originalmente po-
seida por la proteina Pnol segin la presente invencion. Los procedimientos incluyen, por ejemplo, un procedimiento
en el que un polinucleétido derivado del gen PNO1 se transforma usando un vector recombinante que lleva un polinu-
cle6tido modificado tal como para suprimir al menos la produccién de un producto funcional codificado por el gen y
un procedimiento en el que la traduccion/expresion de un producto funcional codificado por el gen se suprime usando
el oligonucleétido antisentido contra el gen.

(3-1) Cepa de levadura de gen PNOI interferida (interferidora de PNOI )

La interferidora de PNOI segtn la presente invencidn es una levadura que pertenece al género Pichia que tiene
una capacidad suprimida de transferir fosfato de manosa en la cadena de azicar similar a niicleo de una glicoproteina
comparada con una cepa de levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia en base a tener un gen PNO1
modificado.

El “gen PNO1 modificado” es un gen en el que una parte de la secuencia de bases del ADN que codifica una pro-
tefna que participa en la transferencia de fosfato de manosa a la cadena de azicar similar a niicleo de una glicoproteina
derivada de una levadura que pertenece al género Pichia se modifica tal como para suprimir al menos la produccién
de un producto funcional codificado por el ADN.

“Para al menos suprimir la produccién de un producto funcional” quiere decir no sélo el caso en el que no se
expresa el gen PNOI y no se produce proteina Pnol de tipo nativo segin la presente invencion, sino también el caso
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en el que un producto obtenido, incluso si se expresa, no es idéntico a la proteina de Pnol para la presente invencién
y la funcién estd atenuada (es decir, el caso en el que el producto no tenga ninguna actividad de transferencia de
fosfato de manosa poseida por la proteina Pnol de tipo nativo y el caso en el que el producto tenga una actividad de
transferencia de fosfato de manosa menor que aquella de la proteina Pnol nativa).

La “levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia” quiere decir una cepa de levadura que pertenece al
género Pichia que tiene el gen PNOI1 de tipo nativo y que mantiene la actividad de transferencia de fosfato de manosa
original.

Por lo tanto, se pueden usar cualesquiera realizaciones para modificar un gen hasta que la realizacién haga la expre-
sién del gen imposible o reduzca la expresion, o se puede usar un producto expresado usando gen PNO1 modificado
que no tiene ninguna actividad de transferencia de fosfato de manosa en la cadena de aziicar similar a nicleo poseida
originalmente por un producto de gen PNO1 de tipo nativo, o se puede usar un producto que tiene una actividad de
transferencia de fosfato de manosa reducida comparada con la actividad de transferencia de fosfato de manosa en la
cadena de aziicar similar a nicleo poseida originalmente por el producto del gen PNOI de tipo nativo incluso si lo
hace.

Las realizaciones incluyen, por ejemplo, una modificacién en la que al menos un nucleétido se elimina de o se
inserta dentro de la secuencia de bases de ADN del gen PNOL1 y de la regién promotora de PNO1 y una modificacién
en la que al menos un nucleétido estd sustituido en la secuencia de bases en el gen PNOI1 de tipo nativo y en la regién
promotora de PNOI1. “Regién promotora de PNO1” quiere decir un ADN que regula la expresion de gen PNOI1 en el
lado 5° del gen PNOI. Las realizaciones incluyen también una modificacién en la que al menos se afade un nucleétido
en las secuencias de bases del gen PNO1 de tipo nativo y en la regién promotora de PNOI1. Tal modificacién mueve
la fase de lectura, de tal forma que el producto no puede expresarse o se expresa en una cantidad reducida incluso si
se expresa, o la funcién del producto obtenido puede llegar a ser diferente de aquella de un producto derivado de un
ADN de tipo nativo.

Los procedimientos de modificacién adecuados incluyen un procedimiento en el que un gen marcador para una
transformacion se inserta en la region codificante del gen PNO1 de tipo nativo. Este procedimiento permite interrumpir
ventajosamente el gen PNOI de tipo nativo y permite rastrear ficilmente un mutante que tiene el gen PNO1 modificado
usando el gen marcador introducido como un indice. También es posible insertar un gen que codifique una glicopro-
tefna para producir ademds del gen marcador de transformacién. Esto permite modificar el gen PNO1 y expresar la
glicoproteina a producir simultdneamente en una operacion.

Los genes marcadores de transformacidn para la presente invencién incluyen gen HIS4, gen ARG4, gen URA3,
gen SUC2, gen ADE 1, gen ADE 2, gen resistente G418, gen de resistencia a Zeocina y asi sucesivamente, de P.
pastoris o de Saccharomyces cerevisiae.

Con relacién a los genes de glicoproteina, cualesquiera glicoproteinas deseadas de codificacién de ADN a producir
se pueden usar para la presente invencion. Incluyen gen de antitrombina III (ATIII), gen de fibrindgeno, gen de cofactor
de heparina II, gen de anticuerpos, gen de uroquinasa, gen de interferén a, gen de quimasa, gen inhibidor de tripsina
urinaria y asi sucesivamente.

Una interferidora de PNO1 segtn la presente invencion se puede preparar por diversos procedimientos. Aquellos
procedimientos incluyen la modificacién del gen PNO1 de tipo nativo en una levadura de tipo natural que pertenece al
género Pichia o la introduccién de mutacién aleatoria dentro de una levadura de tipo natural que pertenece al género
Pichia seguida por la seleccion de un mutante que muestra la transferencia de fosfato de manosa suprimida comparada
con una levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia. La modificacién del gen PNOI de tipo nativo en una
levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia se usa preferiblemente.

El procedimiento para preparar una cepa de levadura modificada que pertenece al género Pichia modificando el
gen PNOI de tipo nativo se puede llevar a cabo, concretamente, introduciendo ADN a transducirse en una posicién
especifica del gen PNO1 de tipo nativo por el procedimiento de integracién especifico de sitio. Un ADN transducido
se integra reemplazando el ADN de tipo nativo intrinseco de un huésped. Un procedimiento adecuado para introducir
ADN a transducirse dentro de una posicién objetivo de un huésped de levadura es preparar un fragmento de ADN
lineal en el que se elimina el interior del fragmento de ADN del gen objetivo o se inserta un ADN de gen marcador de
seleccién o un fragmento de ADN de expresion génica que codifica una glicoproteina. Asi, se da direccién tal como
para causar recombinacién homdéloga en un sitio especifico de un ADN cuyo producto de expresion afecta la actividad
de transferencia de fosfato de manosa por la transformacién.

(3-2) Cepa de levadura que pertenece al género Pichia dentro de la que se importa oligonucleotido antisentido del
gen PNOI

Con el fin de suprimir al menos la produccién de un producto funcional codificado por el gen PNOI1, también
es posible construir un oligonucleétido antisentido contra el gen PNO1 para usar una levadura de tipo natural que
pertenece al género Pichia dentro de la que se importa el oligonucleétido antisentido. En una levadura de tipo natural
que pertenece al género Pichia dentro de la que se importa el oligonucleétido antisentido contra el gen PNOI, la
trascripcién de mRNA a partir del gen PNOI, la transferencia del mRNA transcrito del nicleo al citoplasma y la
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traduccion de la proteina Pnol estdn inhibidas, de tal forma que la proteina Pnol no se sintetiza. El oligonucledtido
antisentido contra el gen PNOI se puede sintetizar facilmente por el procedimiento de sintetizar ADN bien conocido
preferiblemente seleccionando una secuencia de base especifica para el gen PNOI1 en base a la secuencia de bases del
gen PNOI (SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias).

La transformacién de una levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia se puede llevar a cabo por un
procedimiento usual adoptado en el campo tal como el procedimiento de esferoplastos [Creeg, J. M. y col. Mol. Cell
Biol. 5, 3376 (1985)], el procedimiento de cloruro de litio [Ito, H. y col J. Bacterial. 153, 163 (1983)], el procedimiento
de electroporacion [Scorer, C.A. y col. J. Bio/technology 12, 181 (1994)] y asf sucesivamente.

Aunque se pueden usar cualesquiera células huésped derivadas de levadura de tipo natural que pertenezcan al
género Pichia para la transformacién, se usan preferiblemente las levaduras metilotrépicas que pueden usar metanol
eficientemente como la Unica fuente de carbono y energia. Las levaduras metilotrépicas adecuadas incluyen cepa
GTS115 de P. pastoris auxotrépica (NRRL Y-15851) (his4), cepa GS190 de P. pastoris (NRRL Y-18014) (his4,
ura3), cepa PPF1 de P. pastoris (NRRL Y-18017) (his4, arg4), cepa KM71H de P. pastoris (Invitrogen Co.) (his4,
aox1::ARG4, arg4), cepa SMD1168 de P. pastoris (Invitrogen Co.) (his4, pep4), cepa SMD1168H de P. pastoris
(Invitrogen Co.) (pep4), cepa PMADI11 de P. methanolica (Invitrogen Co.) (ade2-1), cepa PMAD16 de P. methanolica
(Invitrogen Co.) (ade2-11, pep4D, prblD), P. pastoris de tipo natural (NRRL Y-11430, NRRL Y-11431, X-33) y
derivados de las mismas.

En el caso de que la célula huésped sea una cepa que carezca de al menos un gen marcador auxotrépico que se
eliminara, es preferible usar un ADN que tenga el gen de marcador auxotréfico que se elimine de la célula huésped
para la transduccién. Un procedimiento tal tiene ventajas debido a que un transformante (cepa de levadura modificada
que pertenece al género Pichia) cuyo gen PNO1 se modificé integrando un ADN para transduccién se puede identificar
y seleccionar rapida y simplemente. Con respecto también a una cepa de la que cualquier gen marcador auxotrépico no
esté eliminado, se puede obtener ficilmente una cepa de levadura modificada que pertenece al género Pichia usando
un gen de resistencia a formaco tal como un gen de resistencia a G418 y un gen de resistencia a Zeocina como un gen
marcador de seleccidn.

Mais preferiblemente, es efectivo usar una cepa de gen controlado de elongacién de cadena de aziicar [patente
japonesa abierta a inspeccion publica Hei 9-3097] como un huésped debido a que se puede producir una proteina a la
que se afiade la misma cadena de azicar similar a nicleo que a la glicoproteina de mamiferos. Ademads, usar una cepa
que tiene cadena de azicar 4cida reducida en cadena exterior de azticar como un huésped, que se obtiene induciendo
mutaciones por el tratamiento que usa un mutdgeno tal como dcido etanometilsulfénico y similares o la exposicién
a radiacién o a luz ultravioleta y asi sucesivamente, seguido por usar un mutante menos tefiido por Azul de Alcian
[Ballow, C.E., Methods in Enzymology, 185, 440-470 (1990)], permitiria suprimir adicionalmente la transferencia de
fosfato de manosa que se ha afiadido a la cadena de azidcar similar a niicleo, de tal manera que ello seria muy efectivo.

(4) Procedimiento para producir proteina que tiene cantidad de fosfato de manosa en la cadena de aziicar reducida
usando cepa de levadura de gen PNOI controlado

Se puede preparar un sistema de expresion util para producir una glicoproteina por diversos procedimientos que
incluyen el procedimiento para la introduccién de un ADN que codifica la glicoproteina dentro de la cepa de levadura
modificada anteriormente mencionada que pertenece al género Pichia, el procedimiento para la transformacion de una
levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia usando el ADN preparado insertando un ADN que codifica un
gen marcador y un ADN que codifica la glicoproteina dentro de gen PNO1 de tipo nativo, el procedimiento para la
mutacién subsiguiente de un gen PNO1 de tipo nativo poseido por una cepa de levadura recombinante que pertenece
al género Pichia teniendo un ADN que codifica la glicoproteina para la realizacién del gen PNO1 modificado segun la
presente invencion y el procedimiento para la transformacién simultdnea de una levadura de tipo natural que pertenece
al género Pichia usando el gen PNO1 anteriormente modificado y un ADN que codifica una glicoproteina.

La levadura que pertenece al género Pichia para expresar una proteina recombinante tiene, para la direccion de
fase de lectura para trascripcion, al menos 1) una regién promotora, 2) un ADN que codifica una glicoproteina sustan-
cialmente deseada y 3) una region de terminador de transcripcion. Estos ADN se disponen de tal forma que un ADN
que codifica una glicoproteina deseada se puede transcribir a RNA, es decir, pueden estar relacionados y funcionar
cada uno respecto del otro.

Aunque para promotores para la presente invencion se usan el promotor AOX1 (promotor para el primer gen de la
alcohol oxidasa) de P. pastoris, el promotor AOX2 (promotor para el segundo gen de la alcohol oxidasa) de P. pastoris,
el promotor DAS (promotor para el gen de la dihidroxiacetona sintasa) de P. pastoris, el promotor P40 (promotor para
el gen P40) de P. pastoris, el promotor GAPDH (promotor para el gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)
de P. pastoris, el promotor para el gen de aldehido deshidrogenasa de P. pastoris, el promotor para el gen de folato
deshidrogenasa de P. pastoris, el promotor AUG1 (promotor para el gen de alcohol oxidasa) de Pichia methanolica y
similares, preferiblemente se usa para ellos el promotor AOX1 de P. pastoris [por ejemplo, Ellis y col. Mol. Cell Biol.,
5, 111 (1985), patente de los Estados Unidos n°.: 4.855.231], méas preferiblemente se usa para ello promotor AOX2
mutante modificado tal como para potenciar la eficiencia de expresion [Ohi, H., y col. Mol. Gen. Genet., 243, 489-
499 (1994), patente japonesa abierta a inspeccion publica Hei 4-299984, patente de los Estados Unidos 5.610.036,
documento EP 506.040].
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Puede existir una secuencia sefial de secrecion codificante de ADN antes de un ADN que codifica una glicoproteina
sustancialmente deseada. Un sistema de expresion de glicoproteina recombinante que tiene un ADN tal permite a una
glicoproteina segregarse/producirse a partir de la célula huésped, de tal forma que una glicoproteina deseada pueda
aislarse/purificarse ficilmente. Para la secuencia sefial de secrecion, se pueden usar cualesquiera ADN que funcionen
en una levadura que pertenezca al género Pichia incluyendo un ADN que codifique una secuencia sefial de de secrecién
nativa relacionada con glicoproteinas, un ADN que codifique secuencia sefial de SUC2 de Saccharomyces cerevisiae,
un ADN que codifique secuencia sefial de PHOI1 de una levadura que pertenezca al género Pichia, un ADN que
codifique secuencia sefial de PCR1 de una levadura que pertenezca al género Pichia, un ADN que codifique secuencia
sefial de factor de apareamiento-a (eMF) de Saccharomyces cerevisiae, un ADN que codifique secuencia sefial de
lisozima C bovina y asi sucesivamente.

Aunque cualesquiera ADN que codifiquen una glicoproteina que tenga estructura de cadena de azicar en la mo-
Iécula de proteina se pueden usar como un ADN que codifica una glicoproteina sustancialmente deseable, se usan
preferiblemente los ADN que codifican glicoproteinas utiles farmacéuticamente incluyendo ATIII, fibrin6geno, cofac-
tor II de heparina, anticuerpo, uroquinasa, interferén e, quimasa, inhibidor de tripsina urinaria y similares.

Para un terminador de transcripcion usado para la presente invencion, se puede usar cualquier terminador de trans-
cripcién que tenga un subsegmento que proporcione una sefial de terminacion para la transcripcién a partir de un
promotor. Puede ser el misma que el del gen o diferente que el del gen de una fuente promotora, o puede obtenerse a
partir de un gen que codifique una glicoproteina.

El sistema de expresion usado para la presente invencién puede contener adicionalmente un marcador de seleccién
ademas de la secuencia de ADN anterior. Los genes marcadores de seleccion usados incluyen gen HIS4, gen ARG4,
gen URA3, gen SUC2, gen Adel, GEN ADE2, gen de resistencia a G418 y gen de resistencia a Zeocina de P. pastoris
0 S. cerevisiae y asi sucesivamente.

Una cepa de levadura que pertenezca al género Pichia transformada tal como para tener un fenotipo deseado puede
producir una glicoproteina por cultivo usando un procedimiento usado usualmente en este campo. Cualquier condicién
de cultivo se puede usar tanto como sea adecuado para proliferacién de la levadura que pertenece al género Pichia y
para produccién de una glicoproteina deseada.

Después del cultivo, se puede obtener una glicoproteina heter6loga deseada recogiendo células en el caso de pro-
duccién intercelular o recogiendo el sobrenadante de cultivo en el caso de produccidn secretora, seguido por purificar
usando un procedimiento bien conocido tal como el procedimiento de fraccionamiento, el procedimiento de intercam-
bio i6nico, el procedimiento de filtracién a través de gel, la cromatografia de interaccién hidréfoba, la cromatografia
en columna de afinidad y asi sucesivamente. Preferiblemente, una glicoproteina que tenga una cantidad mas reducida
de fosfato de manosa en la cadena de aziicar se puede purificar/obtener fraccionando una fracciéon de cadena afiadida
exterior de azicar a partir de una fraccion de cadena afiadida de azicar similar a nicleo, seguida por recoger la tltima.

(5) Glicoproteina producida

Las proteinas producidas usando cepa de levadura de gen PNO1 controlado segun la presente invencién son aque-
llas que tienen la estructura de cadena de azicar en la molécula de proteina, e incluyen glicoproteinas utiles farma-
céuticamente, por ejemplo, ATIII, fibrin6geno, cofactor de heparina II, anticuerpo, uroquinasa, interferén e, quimasa,
inhibidor de tripsina urinaria y similares, pero no estin limitados a ellos.

La glicoproteina producida por la presente invencion se caracteriza porque la transferencia de fosfato de manosa
de al menos la cadena de azicar similar a nicleo estd suprimida comparada con la glicoproteina derivada de una
cepa de levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia, al 10% o menos de la cadena de azicar total, mds
preferiblemente al 1% o menos, por el decrecimiento en la cantidad de expresién o en la funcién de proteina Pnol
de una cepa de levaduras que pertenece al género Pichia. La glicoproteina producida por la presente invencién se
caracteriza porque tiene antigenicidad reducida contra los seres humanos y los mamiferos debido a que la transferencia
de fosfato de manosa se suprime al menos para la cadena de azicar similar a nicleo en la glicoproteina expresada que
ha sido una duda en la glicoproteina producida en el sistema de expresion de levaduras en el caso de que se use como
una medicina.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

Aunque se dan mas adelante ejemplos para describir la presente invencién mas en detalle, la presente invencién
no estd limitada a ellos. Las enzimas, los reactivos y los kits usados en los ejemplos de la presente invencién estdn
comercialmente disponibles y se pueden usar segtin los procedimientos convencionales. Se conocen bien por aquellos
expertos en la técnica o se pueden obtener de las bibliografias los protocolos usados en la clonacién de los ADN, la
determinacién de las secuencias de bases, la transformacion de las células huésped, el cultivo de las células transfor-
madas, la purificacién de los productos de cultivo resultantes y los andlisis de cadena de aziicar.
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Ejemplo 1

Obtener un gen que codifica una proteina de transferencia de fosfato de manosa derivada de una levadura que perte-
nezca al género Pichia

(1) Amplificar/obtener gen MNN4 de Saccharomyces cerevisiae por el procedimiento de PCR

Con el fin de clonar un gen que se origina a partir de una levadura que pertenece al género Pichia y participa en
la adicién de fosfato, se planed rastrear un gen homoélogo usando, como una sonda, gen MNN4 que participa en la
transferencia de fosfato de manosa en S. cerevisiae. E1 gen MNN4 de Saccharomyces cerevisiae se obtuvo primero
usando el procedimiento de PCR basado en la secuencia de ADN revelada en la bibliografia [patente japonesa abierta
a inspeccién publica Hei 4-26792]. La regién usada como una sonda varia de la 25" a la 2049" siendo la 1* la “A” del
cododn de iniciacidn.

Se sintetizaron los cebadores mostrados por las secuencias de bases de SEC. ID N° 4 o de SEC. ID N°: 5 en el
listado de secuencias. El cebador mostrado por las secuencias de bases de SEC. ID N°: 5 en el listado de secuencias
tiene una secuencia de reconocimiento HindlIII afiadida en el extremo. Se extrajo el ADN cromosémico de la cepa
AH22 de Saccharomyces cerevisiae (a, leu2 his4 canl) [Hinnen, A. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 1929
(1978)] con kit de extracciéon de ADN de Levaduras Nucleon MiY (Amersham Pharmacia) y se amplificé por kit de
PCR Ex Taq (Takara Shuzo) usando cebadores mostrados por la secuencia de bases de SEC. ID N°: 4 o de SEC. ID
N°: 5 en el listado de secuencias y se confirmé que se amplificé un fragmento de ADN de 1,6 kb. E1 ADN obtenido
se digiri6 con Scal y HindlIII y el producto resultante se electroforetizé en agarosa y se aislé/purificé un fragmento de
1,4 kb usando Gene Clean II (Funakoshi) y se insert6 entre los sitios de digestién Scal y HindIII del vector plasmidico
pUC19 usando un kit de ligacion de ADN (Takara Shuzo).

El plasmido asi obtenido se llamé “pTM002”. Se confirmé que el ADN amplificado usando el procedimiento de
PCR insertando dentro de pTMO002 es una parte del gen MNN4 de Saccharomyces cerevisiae determinando una parte
de la secuencia de bases de pYMO002 usando un secuenciador de ADN (Pharmacia).

(2) Andlisis de transferencia de Southern usando gen MNN4 de Saccharomyces cerevisiae como una sonda

Se usé un andlisis de transferencia de Southern examinando si una regién que hibrida al ADN que se clona dentro
de pTMO002 existe en el ADN cromosémico de una levadura que pertenece o no al género Pichia. El ADN cromosémi-
co de la cepa GTS115 de P pastoris se extrajo con kit de extracciéon de ADN de Levaduras Nucleon MiY (Amersham
Pharmacia). El extracto obtenido se digirié con enzimas de restriccion EcoRI, Notl, Sacl, Spel, Xbal y Xhol seguido
por aplicacion a electroforesis de gel de azarosa. El gel obtenido se transfirié sobre filtro de membrana de nailon Hy-
bond-N después de desnaturalizacién con una base y neutralizacién subsiguiente, seguida por fijacién por irradiacién
con rayos UV. La prehibridacién se llevé a cabo segun las instrucciones para kit DIG-ELISA (Boehringer Manheim
GmbH).

Por otro lado, se digirié pTMO002 con Scal y HindIII seguido por aplicacién a electroforesis de gel de agarosa y se
aisl6 un fragmento de 1,4 kb usando Gene Clean II (Funakoshi). Se llevé a cabo el marcado con digoxigenina segtn las
instrucciones para kit de marcado de ADN DIG-ELISA (Boehringer Manheim GmbH) y se llevé a cabo hibridacién
usando el producto obtenido como una sonda. El hibrido resultante se detect6 segun la instruccién para el kit de DIG-
ELISA después de lavar dos veces en 0,5 x SSC, solucién de SDS al 0,1% a 42°C durante 15 minutos. Como un
resultado, se detectaron bandas cuando se usé cualquiera de los enzimas aunque ellas sean débiles: en particular se
detect6 una banda de 7,5 kb cuando se usé Spel.

(3) Preparacion de biblioteca de fagos e hibridacion de placas

Se clono un fragmento objetivo en sitio Spel usando AZapll (Stratagene). El vector no digerido AZapllI (Stratagene)
se digiri6 con Spel y se traté con fosfatasa alcalina (Takara Shuzo). Por otro lado, se digirié el ADN cromosémico de
cepa GTS115 de levadura que pertenece al género Pichia con Spel seguido por aplicacion de electroforesis en gel de
agarosa y se escindio la region cerca de 7,5 kb.

La fraccién obtenida se purificé usando Gene Clean II (Funakoshi) para ligar con el fragmento AZapIl/Spel, se-
guido por llevar a cabo empaquetamiento in vitro con Gigapack-GOLD?3 Plus (Stratagene). La muestra resultante se
absorbi6 en la cepa XL-1 Blue MRF de Escherichia coli que se hubo preparado tal como para dar una valor de DOg
de 0,5 y se someti6 a ensayo una valoracién en una placa NZY que contiene IPTG y X-gal.

El fago recombinante se absorbi6 en la cepa XL-1 Blue MRF de Escherichia coli 'y se dispersé subsiguientemente
en una placa NZY tal como para dar un nimero apropiado de placas. Estas placas se movieron a una membrana de
nailon Hybond-N (Amersham Pharmacia) que se ha marcado de tal forma que se pueda reconocer la posicién y se
desnaturalizaron con una base seguida por neutralizacién y se fijaron subsiguientemente. La hibridacién de placa se
llevé a cabo segtin la instruccion para el kit de DIG-ELISA (Boehringer Manheim) usando un fragmento de 1,4 kb
como una sonda que se obtuvo digiriendo pTMO002 con Scal y HindIII y se marcé con digoxigenina. El lavado se llevo
a cabo dos veces en SCC 0,5X, solucidn al 1% de SDS a 42°C durante 15 minutos y la deteccion se llevé a cabo segtin
la instruccién del kit DIG-ELISA. Como un resultado, se detectaron placas que muestran reacciones positivas.
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Después de que el fago se fabric6 para amplificar, se afiadieron cepa XL-1 Blue MRF y fago auxiliar que ayuda a
Ex incubando a 37°C durante 15 minutos. Después se afiadié medio LB al cultivo durante toda una noche. El cultivo
resultante se incub6 a 65°C durante 20 minutos y se centrifugd dando un sobrenadante, que se afiadi6 a una suspensioén
de cepa SOLR de Escherichia coli seguido por diseminacién en una placa de LB que contiene ampicilina. Un ADN
de plasmido se extrajo por el procedimiento de Mini-Prep a partir de una colonia de E. coli que aparecié. Un plasmido
tal que se insert6 un fragmento de 7,5 kb en pBluescript se seleccioné y se llamé “pTM004”.

El mapa de enzimas de restriccién de pTMO004 se preparé como se ilustra en figura 2. El ADN cromosémico de
cepa GTS115 de P. pastoris se digirié con EcoRI, Notl, Sacl, Spel, Xbal y Xhol y la electroforesis se llevé a cabo en
los fragmentos resultantes preparando dos membranas de nailon sobre las que se transfirié el gel. Después, se llevaron
a cabo los andlisis de prueba de bandas de Southern en los que un fragmento de 7,5 kb digerido con Spel derivado
de pTMO004 que se purificé y marco con digoxigenina se usé como una sonda para una membrana y un fragmento
de 1,4 kb digerido por Scal y HindIII derivado de pTMO002 se usé como una sonda para la otra. Como un resultado,
los patrones de bandas detectados en dos membranas estuvieron en buen acuerdo mostrando que se cloné la regién
objetivo.

(4) Determinacion de la secuencia de bases

La secuencia de bases del fragmento clonado de pTM004 se determiné usando un secuenciador de ADN (Phar-
macia) después de la reaccidon usando un kit de secuenciacién de ADN de Auto Lectura (Pharmacia). Se disefio un
cebador tal como para ser capaz de leer del lado 3’ al lado 5° en base a la secuencia que se obtuvo usando RV marcado
con cebador FITC unido en el kit. El andlisis de secuencia se llev a cabo seriamente. Se disefié otro cebador tal como
para ser capaz de leer en direccién hacia atras para llevar a cabo un andlisis de secuencia

Se usé ADNSIS (Hitachi Soft Engineering) para la edicién. La buisqueda de una fase de lectura abierta (ORF) en
base a la secuencia de bases obtenida (SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias) revel6 que codifica una proteina
constituida por 777 aminodacidos. La secuencia de aminoacidos correspondiente a la secuencia de bases obtenida se
muestra como SEC. ID N°: 3. Esta proteina tenfa un dominio transmembrana en su lado N-terminal. La regién del
aminodcido 450° al aminodcido 606° mostré un valor de homologia del 45% a la proteina Mnn4 de Saccharomyces
cerevisiae, mientras que otra regién mostré sélo un valor de homologia bajo (figura 3).

Esta protefna constituida por 777 aminodcidos era mds corta que la proteina Mnn4 de Saccharomyces cerevisiae
constituida por 1137 aminodcidos. Ademads, la secuencia repetida KKKKEEEE en el lado C terminal que juega un pa-
pel importante en la funcién de la proteina Mnn 4 no se encontraba en esta proteina [Jagami, Y. y Odani, T. Biochim.
Biophys. Acta, 1426, 335-345 (1999)]. Aunque una parte del gen clonado es homéloga al gen MNN4 de Saccharomy-

T3

ces cerevisiae, se asume que el gen clonado tiene (una) funcidn/funciones distinta(s) y se llamé “gen PNO1”.
Ejemplo 2
Preparacion de levadura de gen PNOI controlado que pertenece al género Pichia

(1) Preparacion de pldasmido para controlar gen PNO1

La cepa de gen PNOI1 controlado se prepar6é examinado las propiedades de la cepa y de una proteina expresada
tal como para dilucidar la funcién del gen PNOI de una cepa de levadura que pertenece al género Pichia. Para este
proposito, el gen PNOI en el cromosoma de una levadura que pertenece al género Pichia se interrumpié como un
medio de control. Al mismo tiempo, se planed preparar una cepa que expresa ATIII (antitrombina III) humana como
un ejemplo de glicoproteina.

ATTII es una proteina de cadena simple constituida por 432 aminoécidos con un peso molecular alrededor de 58
kDa que existe en plasma humano normal a aproximadamente 150 mg/l que tiene cuatro sitios de adicién de cadena
de aziicar unida a asparragina. Tiene una actividad de inhibir un amplio intervalo de serina proteasas tipo tripsina
incluyendo trombina y factor Xa y es un inhibidor de proteasa sérica que juega un papel importante en el mecanismo
de controlar la coagulacién de la sangre. Se us6 como un material vector pRH101(figura 4) expresando gen ATIII
humano en una levadura que pertenece al género Pichia. El gen ATIII humano se deriva de pTY007 descrito en la
bibliografia [ Yamauchi, T. y col., Biosci. Biotech. Biochem., 56, 600 (1992). El pldsmido para controlar gen PNO1 se
prepar6 como se describe a continuacion.

Primero, se ligaron pTMO004 digerido con Pstl y Smal y pUC19 digerido con Pstl y Smal usando un kit de ligacién
de ADN (Takara Shuzo). Se transform¢é célula competente de Escherichia coli (DHS Competent High, Toyobo). Se
extrajeron plasmidos por el procedimiento de Mini-Prep a partir de las colonias que aparecieron y se seleccion6 el
pldsmido objetivo y se llamé pTMO006. pTMO006 se digirié con Sacl y BamHI seguido por hacer romos sus extremos
usando un kit de hacer romos los extremos de ADN (Takara Shuzo) y por llevar a cabo una autoligacién preparando
pMM125.

Por otro lado, se digiri6 pRH101 con Dral y Nael aislando un fragmento que contiene gen HIS4 y unidad de
expresion ATIII que estd compuesta de promotor mAOX2, secuencia lider de secrecion de SUC2, gen de ATIII hu-
mano y terminador AOX1. Ademads, se digiri6 pMM125 con Hpal y EcoRV seguido por ligacién con el fragmento
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anterior conteniendo unidad de expresién de ATIII humana y gen HIS4 y después se llevé a cabo transformacion de
Escherichia coli usando célula competente de E. coli (DH5 Competent High, Toyobo). Se extrajeron plasmidos por el
procedimiento de Mini-Prep a partir de las colonias que aparecieron y se selecciond el plasmido objetivo y se llamé
pTMO09 (fig. 5).

(2) Preparacion de cepa de levadura de gen PNOI controlado que pertenece al género Pichia

Se llevé a cabo digestion de pTMO009 con Pstl y Spel seguida por transformacion de cepa de levadura GTS115 que
pertenece al género Pichia usando un Kit de Transformacién Yeast Maker (Clontech) por el procedimiento del cloruro
de litio. Se dispersaron las células en una placa de seleccién y se incubaron a 25°C. Se aislé un clon que aparece a
una colonia individual. E1 ADN cromosémico del mismo se extrajo usando un kit de extraccion de ADN de Levaduras
Nucleon MiY (Amersham Pharmacia) y se digiri6 con enzima Spel o con ambas enzimas Spel y Pstl para llevar a
cabo electroforesis y transferir a una membrana de nailon. El andlisis de prueba de bandas de Southern se llevé a cabo
usando un fragmento unido a digoxigenina de 0,6 kb obtenido digiriendo pRH101 con Sacll y Sacl como una sonda
de gen ATIII y un fragmento marcado con digoxigenina de 1,5 kb obtenido digiriendo pTM004 con EcoRI como una
sonda del gen PNOI.

Se seleccion6 una cepa, que dio una banda de 13 kb en la membrana usando Spel en el caso de una sonda de gen
de ATIII y dio una banda de 8,2 kb en una membrana usando tanto Spel como Pstl en el caso de una sonda del gen
PNOI1 y se llamé “cepa 9G4”. La cepa 9G4 carece de 432 pares de bases de sitio Hpal a sitio EcoRV del gen PNOI
cromosOmico, donde la unidad de expresion de ATIII y la unidad de expresion de HIS4 se insertan en vez de ellas
(figura 6).

Ejemplo 3

Andlisis de propiedades de cepa de levadura de gen PNOI controlado perteneciente al género Pichia y de glicopro-
teina producida

(1) Tincion con Azul de Alcian de cepa de levadura de gen PNOI controlado perteneciente al género Pichia

Azul de Alcian es un tinte basado en ftalocianina bésica. La tincién con Azul de Alcian se usa como un procedi-
miento simple evaluando un grado de grupo fosfato que da una carga negativa principal en la pared celular [Ballou,
C.E., Methods in Enzymology, 185, 440-470 (1990)]. Aunque Azul de Alcian tifie células de tipo natural de Saccha-
romyces cerevisiae, no tifie células de mutante en el gen MNN4 de S. cerevisiae. Estos resultados muestran que la
fosforilacién de la cadena exterior de azicar se suprimi6 en el ultimo caso. Por lo tanto, las propiedades de tincién de
cepa de levadura controlada por gen PNO1 que pertenece al género Pichia se compararon con aquellas de una cepa de
levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia o con aquellas de mutante en gen MNN4 de S. cerevisiae.

Se cultivaron cada una de cepa 9G4 de gen PNOI controlado, cepa GTS115 de levadura de tipo natural que
pertenece al género Pichia y cepa LB6-5D mutante en gen MNN4 de Saccharomyces cerevisiae (MATa, mnn4-1,
suc2, mal, CUP1) (ATCC 52524) en 3 ml de medio YPD durante 72 horas. Las células se cosecharon y se tifieron con
solucién de Azul de Alcian al 0,1% en acido clorhidrico 0,02 N a temperatura ambiente durante 20 minutos, dando
como resultado que la cepa LB6-5 permanecié blanca, mientras que las cepas GTS15 y 9G4 se tifieron de azul en
grados similares. Este resultado indic6 que la cepa de gen PNO1 controlado y la cepa LB6-5 tienen diferentes cadenas
de azicar de superficie celular, es decir, la proteina Pnol es diferente de la proteina Mnn4 y no participa asf en la
fosforilacién de cadena exterior de azicar.

(2) Preparacion de cepa de levadura de tipo natural que produce ATIII humana recombinante que pertenece al
género Pichia

Se prepar6 una cepa de levadura de tipo natural que produce ATIII humana recombinante que pertenece al género
Pichia con el fin de tener un control para la comparacién con la ATIII humana recombinante producida por la cepa
de levadura de gen PNOI controlado que pertenece al género Pichia. Un plasmido pRH101 de expresion de ATIII
humana (fig. 4) se digirié con Sall y se transformé en cepa GTS115 de P. pastoris usando el procedimiento del cloruro
de litio. Una cepa en la que estaba integrada una copia de pRH101 dentro de locus del gen his4 cromosémico se
seleccioné por el andlisis de prueba de bandas de Southern y se llamé “cepa RH101”.

(3) Cultivo de fermentador de recipiente y purificacion de ATIII humana recombinante

Cada una cepa de RH101 de levadura de tipo natural que produce ATIII que pertenece al género Pichia y cepa
9G4 de gen PNOI controlado que produce ATIII humana se cultivé usando un fermentador de recipiente 3-L (BDM:3,
ABLE corp.). Las células se dejaron proliferar en un medio que contenia glicerol, seguido por suministrar un medio
que contenia metanol como una fuente de carbono. El grado de proliferacién como se mide por DO,s, y la canti-
dad de ATIII producida como se mide por el procedimiento de ELISA (procedimiento de ensayo inmunoabsorbente
unido a enzima), se ilustran en la figura 7. Las cepas RH101 y 9G4 mostraron perfiles similares con respecto al
grado de proliferacién y a la cantidad de ATIII producida y no se observé diferencia remarcable por controlar gen
PNOI.
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Cada una de las cepas 9G4 y RH101 se hizo proliferar en el fermentador de tanque hasta que un valor de DOs,,
alcanz6 700 y se recogi6 el sobrenadante de cultivo. Analizar el sobrenadante de cultivo por SDS-PAGE y prueba de
transferencia Western permitié detectar una fraccién principal de ATIII recombinante producido en la misma posicién
que aquella de ATIII derivado de plasma asi como una fraccién menor de polimero altamente glicosilado con respecto
a ambas cepas. La fraccion principal se purificé por la cromatografia en columna de heparina, la cromatografia de in-
tercambio catidnico, la filtracién de gel y la ultrafiltracion secuencialmente en este orden dando un producto purificado
de ATTII recombinante.

(4) Confirmacion de adicion de fosfato a cadena de aziicar de ATIII humana recombinante producida por levadura
de tipo natural

Usando el producto purificado de ATIII recombinante producido por la cepa RH101, la cadena de azicar se escindi6
usando Glicopeptidasa F (Takara Shuzo) [Plummer, T.H. y col., J. Biol. Chem., 259, 10700-10704 (1984)]. La cadena
de azicar se purificéd usando un kit de preparacién de glicano de cartucho de celulosa (Takara Shuzo) y el extremo
reductor se marcd con 2-aminopiridina (“piridilaminado”) [Hase, S., y col., J. Biochem., 85, 217-220 (1979)]. El
analisis usando una columna de intercambio aniénico (DEAE-5PW, Toso) [Nakagawa, H., y col., Anal. Biochem.,
226, 130-138 (1995)] reveld que la cadena de azicar no contenia s6lo una cadena de azidcar neutral sino también dos
clases o mas de cadena de azicar 4cida (fig. 8A).

Se purificé la fraccién que se considera que tiene una carga eléctrica de 1 y se hidrolizé de forma dcida con acido
clorhidrico 0,1 N a 100°C durante 30 minutos. Se sabe que esta reaccion escinde el enlace entre manosa (Man) y
fosfato en un extremo no reductor [Tieme, T.R. y col., Biochemistry, 10, 4121-4129 (1971)]. Después de la reaccion,
la cadena de aztcar se convirtié en una cadena de azicar dcida que tiene un grupo fosfato en el extremo no reductor.
En este momento, la carga eléctrica lleg6 a ser 2 (fig. 8B). Después, se afectaron 0,6 unidades de una fosfatasa alcalina
(Takara Shuzo) que es una enzima que hidroliza el grupo fosfato terminal en una solucién de Tris-HC1 50 mM, pH 9,
solucién de MgCl, 1 mM a 65°C durante 3 horas. Esta reaccion eliminé el grupo fosfato dando una cadena de azdcar
neutral. Asi, se revel6 que la cadena de azicar dcida que se afiadi6 a la ATIII recombinante estaba fosforilada (figura
80).

(5) Comparacion de fosforilacion en cadena de aziicar entre ATIII recombinante humana derivada de levadura de
tipo natural y ATIII recombinante humana derivada de cepa de gen PNO1 controlado

Un producto purificado de ATIII recombinante producida por cepa RH101 o cepa 9G4 se piridilaminé en una
manera similar a la descrita anteriormente. Una cadena de aziicar neutral y una cadena de azicar 4cida se separaron
una de otra por la cromatografia en columna aniénica (DEAE-5PW, Toso). Finalmente, los especimenes se analizaron
usando una columna de amida (Amida-80, Toso) que permite eluir cadenas de azicar por orden de tamafio [Tomiya,
N. y col, Anal. Biochem.171, 73-90 (1988)] para comparar areas de cadenas de azticar en ambas cepas.

Se estimé que las fracciones de cadenas de azicar neutral eran cadenas de azicar altas en manosa que constaban
principalmente de 9 a 12 moléculas de manosa (figuras 9A y B). Se calcularon los contenidos de cadena de azicar
dcida que se habian afiadido a ATIII recombinante derivada de cepas RH101 y 9G4 usando la ecuacién (drea total
de cadena de azicar acida)/(area total de cadena de azidcar neutral + drea total de cadena de azicar 4cida), siendo el
26% con cepa RH101 y siendo el 1% con cepa 9G4, es decir, el contenido de cadena de azicar 4cida estaba bastante
reducido en la dltima (figura 9).

Los resultados anteriores muestran que el nimero de grupos fosfato afiadidos a la cadena de aztcar de tipo nicleo
de la glicoproteina producida por la cepa de gen PNO1 controlado estd remarcablemente reducido comparado con
aquel de la levadura de tipo natural. El porcentaje de cadena de azicar 4cida afiadida a la cadena de azicar similar a
ntcleo por cadena de aztcar total fue menor de 30 con respecto a cepa de gen MNN4 controlado de Saccharomyces
cerevisiae [patente japonesa abierta a inspeccion publica Hei 9-266792], mientras que el de cepa de levadura de gen
PNOI controlado que pertenece al género Pichia fue 1, es decir, el procedimiento segiin la presente invencion fue mas
excelente que el procedimiento convencional reduciendo la cadena dcida de aziicar.

El grado de reduccién de la cadena de aziicar 4cida afiadida a la cadena de azicar similar a nicleo con respecto
a la cepa de gen MNN4 controlado de Saccharomyces cerevisiae fue menor que con la cepa de tipo natural [patente
japonesa abierta a inspeccion publica Hei 9-266792], mientras que el de cepa de levadura de gen PNO1 controlado
que pertenece al género Pichia fue 1/26 de aquel de la cepa de tipo natural, es decir, la cadena de aziicar dcida
estaba considerablemente reducida. La homologia entre gen MNN4 de S. cerevisiae y gen PNO1 de una levadura que
pertenece al género Pichia es baja exceptuando algunas partes y los grados de tincién de Azul de Alcina son diferentes
entre la cepa de gen MNN4 controlado de Saccharomyces cerevisiae y la cepa de levadura de gen PNO1 controlado
que pertenece al género Pichia. Por lo tanto, se sugiere que el gen PNOI1 es un gen novedoso que tiene una funcién
diferente de aquella del gen MNN4.

(6) Comparacion de antigenicidad entre ATIII humana recombinante derivada de levadura de tipo natural y ATIII
humana recombinante derivada de cepa de gen PNOI controlado

Se obtuvieron los antisueros contra cada ATIII humana recombinante inmunizando con ATII humana recombinante
derivada de una levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia y con ATIII humana recombinante derivada
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de una cepa de gen PNO1 controlado a conejos macho blancos japoneses de 12 semanas de edad (Kitayama Rabes)
conjuntamente con coadyuvante de gel de hidréxido de aluminio (SERAVA).

La inhibicién de la reaccién de cada antisuero con un antigeno por ATIII humana derivada de plasma, es decir, la
inhibicion de la reaccion de unién de ATIII humana recombinante inmovilizada derivada de una cepa de gen PNOI
controlado con un antisuero por ATIII humana derivado de plasma, se evalué por ELISA. Como un resultado, se
reveld que la inhibicién tiene lugar a una concentraciéon menor de ATIII humana derivada de plasma en la reaccién
con anticuerpo anti-ATIII humana recombinante derivada de cepa de gen PNOI1 controlado que en la reaccién con
anticuerpo anti-ATIII humana recombinante derivada de levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia (figura
10). Por lo tanto, se consider6 que un epitopo especifico para ATIII humana recombinante derivada de una levadura
estd disminuido en ATIII humana recombinante derivada de una levadura comparado con ATIII humana recombinante
derivada de una levadura de tipo natural que pertenece al género Pichia.

Aplicabilidad industrial

La presente invencién proporciona una proteina que participa en la adicién de fosfato de manosa a la cadena de
azicar de una glicoproteina derivada de una levadura que pertenece al género Pichia y de un gen que codifica la pro-
tefna por primera vez. Proporcionar la proteina que participa en la adicién de fosfato de manosa a la cadena de aziicar
de la glicoproteina y el gen que codifica la proteina es Util porque puede ser una base para dilucidar el mecanismo de
la adicién de fosfato de manosa a la cadena de azicar de la glicoproteina en levaduras. La presente invencion permite
proporcionar una levadura que pertenece al género Pichia que produce una glicoproteina til farmacéuticamente que
reduce remarcablemente la adicién de fosfato a la cadena de azicar. Usar una cepa de levadura que pertenece al género
Pichia segun la presente invencion permite produccion de glicoproteina ttil farmacéuticamente con reduccion remar-
cable de la adicion de fosfato a la cadena de azicar. Una glicoproteina producida usando un medio segiin la presente
invencién tiene cadena de aziicar en la que la adicién de fosfato estd remarcablemente reducida, de tal forma que se
considera que la glicoproteina es menos antigénica para seres humanos y mamiferos y es util farmacéuticamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para suprimir la formacién de una cadena de aziicar que tiene fosfato de manosa en una
levadura que pertenece al género Pichia, en el que se suprime un gen que tiene la secuencia de bases de SEC. ID N°:
2 en el listado de secuencias y que participa al menos en la adicién de fosfato de manosa a una cadena de aziicar en
la cadena de azucar similar a nicleo de una glicoproteina introduciendo mutacién/mutaciones dentro de dicho gen o
usando un polinucledtido que tiene una secuencia de bases complementaria a la secuencia de bases de dicho gen.

2. El procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que suprimir el gen anterior es suprimir el gen que contiene la
secuencia de bases mostrada por al menos 60 bases consecutivas del extremo 5’ de la secuencia de bases que codifica
una proteina en la secuencia de bases de SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias y participa en la formacién de la
cadena de azicar que tiene fosfato de manosa en una levadura que pertenece al género Pichia.

3. El procedimiento segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que la(s) mutacién/mutaciones estdn seleccionadas de una
delecion, sustitucidn, insercién, y/o adicién dentro del gen.

4. El procedimiento segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que controlar el gen anterior es suprimir la expresion del
gen usando un polinucledtido que tiene una secuencia de bases complementaria a la secuencia de bases del gen.

5. Un polinucleétido que contiene la secuencia de bases mostrada por los nucledtidos del 150° al 2480° de la
secuencia de bases de SEC. ID N°: 2 en el listado de secuencias que codifica la proteina que participa en la formacién
de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa en la cadena de azicar similar a nicleo derivado de una levadura
que pertenece al género Pichia.

6. Un polinucleétido modificado tal como para ser capaz de reducir la relacion de la cadena de azidcar que tiene
fosfato de manosa en la cadena de azicar similar a nicleo de una glicoproteina respecto a la cadena de azicar total al
10% o menos introduciendo mutacién/mutaciones tales como sustitucién, delecion, insercién, y/o adicién dentro de
un polinucleétido que contiene la secuencia de bases mostrada por los nucledtidos del 150° al 2480° de 1a secuencia de
bases de SEC ID N°: 2, en donde la proteina segin se codifica tiene una homologia del 70% o mds con los aminoacidos
de la proteina que contiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 3 en el listado de secuencias.

7. Un vector recombinante que tiene el polinucleétido segin la reivindicacidén 6.
8. Un transformante transformado por el vector recombinante segtin la reivindicacién 7.

9. Un transformante segtn la reivindicacién 8, en el que el huésped transformado por el vector recombinante es
una levadura que pertenece al género Pichia.

10. Un procedimiento para producir una glicoproteina, en el que el procedimiento utiliza el procedimiento segtin la
reivindicacion 1, 2, 3 6 4 o utiliza el transformante segtin la reivindicacion 9 para producir una glicoproteina heteréloga
por la técnica de ingenieria genética que usa una levadura que pertenece al género Pichia como un huésped.

11. Una proteina seleccionada del grupo constituido por:

(1) una proteina mostrada por la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias;

(2) una proteina que contiene la secuencia de aminodcidos de SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias;

(3) una proteina que tiene una homologia del 70% o mds con la secuencia de aminoacidos de la proteina (2)
anteriormente mencionada y que participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa en la
cadena de azicar similar a nicleo de una glicoproteina producida por una levadura que pertenece al género Pichia;y

(4) una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC. ID N: 1 en el listado de secuencias en el extremo
N-terminal y que participa en la formacién de una cadena de azicar que tiene fosfato de manosa en la cadena de azticar
similar a nicleo de una glicoproteina producida por una levadura que pertenece al género Pichia.

12. Un anticuerpo que reconoce especificamente la proteina segin la SEC. ID N°: 3 en el listado de secuencias.

13. Una glicoproteina que contiene fosfato de manosa en la cadena de azicar similar a nicleo de dicha glicoproteina
producida segtin un procedimiento segun la reivindicacién 1, 2, 3 6 4, caracterizada porque la glicoproteina tiene una
cantidad de fosfato de manosa en la cadena de azicar similar a nicleo de dicha glicoproteina que se reduce en al
menos el 90% comparada con la glicoproteina derivada de una cepa de levadura de tipo natural que pertenece al

género Pichia.

14. Glicoproteina segtn la reivindicacién 13, seleccionada del grupo constituido por ATIII, fibrinégeno, cofactor
II de heparina, un anticuerpo, uroquinasa, interferén a, quimasa, e inhibidor de tripsina urinaria.
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Fig.7
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> WELFIDE CORPORATION

<120> Procedimiento para produccién de glicoproteina que tiene una cantidad reducida de oligosacérido 4cido y la

glicoproteina producida de este modo
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<150> JP2000-144643
<151> 17-5-2000
<160> 5
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cag

Gln

tat

Tyr

atg

Met

tta

Leu

tec

Cys

cat
His

445

tect

Ser

caa

tIn

tge

Trp

ata

e

gga

Gly

gaa

Glu

gtt

Val

aal

Asn

ate
[le

910

att

Ile

teca

Ser
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agt

Ser

tte

Lou

tct

Ser

tea
Ser

495

aag

Lys

gag

Glu

agt

Ser

tee

Ser

cat

His

cee
Pro

480

ttg

Leu

agt

Ser

gat

Asp

atc

Ile

get

Gly

cegt
Arg

465

actl

Thre

atg

Het

ttg

heu

clt

Leu

acg

Thr

ttt
Phe

450

tta

l,eu

tgg

Trp

Lte

Phe

aac

Asn

act
Thr

030

cat

His

act

Thr

ttg

l,eu

ttg

Leu

cet

Pro

aat

Asn

gaa

Glu

aga

Arg

gag

Glu

cga

Arg

gct

Ala

teg
Trp

500

cta

Leu

gga

Gly

aca

Thr

gaa

Glu

aac

Asn

gat

Asp

tet

Cys

tat

Tyr

aas

Lys

gaa

Glu

teg
Trp

470

. gBa

Gly

tat

Tyr

gect

AMa

tct

Ser

gec

Gly

aga
Arg

455

ctt

Leu

act

Thr

gat

Asp

aac

Asn

tet
Ser

535

aaa

Lys

gla

Val

tta

L.eu

att

lle

tte
Phe

920

tte

Phe

gga

Gly

1517

1613

1661

1709

1757

1805
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tta

f,ou

atc

Ile

Lttt
Phe

u85

cat

s

pag

Glu

gag

Glu

aac

Asn

gat

Asp

agt

Ser

Ltc

Phe

EEE

Eag

Glu

tic
Phe

555

atc

le

adc

Asn

Lac

Tyr

gt

Val

tat
Tyr

635

540

att

Ilc

act

Thr

get

Ala

tct

Ser

Pro

620

aca

Thr

gat

Asp

gEA

Gly

Leg

Ser

cat
His

605

agt

Ser

act

Thr

gca

Ala

tta

Leu

aag
Lys

930

dac

Asn

ggt

Gly

ES 2 328 106 T3

aga

Arg

agt

[
-3
[Sa}

aaa

L.ys

aat

Asn

 att

Ile

tte

l,eu

ttc

Phe

ace

Thr

gal

Asp

ata

[le

cct

Pro

act
Thr

640

545

ata

Ile !

agt

Ser

cet,

Pro

gca

Ala

caa
Gln

625

teg

Ser

aat

cag

Gln

att

cet
Pro

610

cag

Gin

gtt

Va)

tea

Ser

tac

» Tyr

cte

Leu

tat

Tyr

cacC

gaa

Glu

get
Ala

b80

aal

Asn

aaa

Lys

rad

Glu

tac

His Tyr

aca
Thr

565

cga

Arg

Lec

Cys

tac

gaa

Glu

aac
Asn

645

950

EEC

Gly

ccg

Pro

agh

Arg

aACg

Thr

ata
lle

(30

ggc

Gly

ctt

Lieu

¢ca

Pro

aatl

Asn

tte «

Leu K

615

ttg

l.eu

aac

Asn

tat

Tyr

488

Arg

aal
Asn

600

agd

Arg

Lttt

Phe

1883

1901

1949

1997

2045

2093
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Ltt

Phe

ctt
lLeu

665

adc

Asn

gaa

Glu

ine

Tyr

gle

Val

tct

Ser

atg
Het

650

gte

Val

aag

Lys

tte

Leu

gaa

Glu

aaa
Lys

130

tac

Tyr

act

Thr

cect

Pro

att

tig

Leu

ctg
Leu

715

cCa

Pro

cag

Gin

caa

Gin

tca

Ser

ate

Ile

gal
Asp

700

act

Thr

gat

ASp

gag

Glu

tte

l.eu

tce

Ser

gat

Asp

ftce

Ser

BEL

Gly

ttt

Phe

aat

Asn

aaa
liys

670

tct

Ser

aat

Asn

att ¢

lle

gac

Asp

cta

Leu

ES 2 328 106 T3

tte
Leu

655

tac

Tyr

att

cce

Pro

agg
Arg

139

gca

Ala

teg

Trp

gaa

Glu

ctt

> Leu

gat

Asp

cat.
lis

120

tce

Ser

agt

Ser

ctt

l.eu

att

Ile

gaa

Glu

ala
Ile

705

anad

Lys

aty

Het

ctg

l,eu

gaa

Glu

gaa

Glu

clt
l.eu

6390

tta

l,en

gag

Glu

cag

Gln

aag

Lys

aga

Arg

gegt
Gly

675

tee

Ser

gAg

Glu

aty

Metl

Lca

Ser

aaa

Lys

gat
Asp

660

BEa

Gly

aac

Asn

Bag

Glu

cag

Gin

aat
Asn

740

tte

Phe

cca

Pro

43

Gly

atc

Ile

gty

Val

tat
Tyr

725

gac

Asp

cag

Gln

ate

Met

gtg

Val

1aa

Lys

ate
Ile

110

cti

l.eu

ata

[le

cct

Pru

cta

L.eu

gac

Asp

aaa
Lys

095

a8

Arg

Lce

Ser

acce

Thr

tta

cat
His

680

Ltg

Leu

aca

Thr

agl

Ser

agt

Ser

cge

Arg

2141

2189

2237

2285

2333

2381

2429
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<210>3

ES 2 328 106 T3

745 750 755 760
aaa gat ttg ttc caa ttt gapg cge ata gac ctt lct asg cat aga aaa
Lys Asp Leu Phe Gln Phe Glu Arg Ile Asp lLeu Ser Lys His Arg Lys

165 770 775

cag tga gcagecegttt lgcctaananl pltccagaaa ctataggata aatatataca

Gln

rltaatgaatt ageteatgtt ageatttapgt ccccasaaat acctegaatce tceagcteea

tugepcanaa telecaaale lacltcaaga cgeacteal

211> 777
<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<400> 3

Met Thr Leu Arg Ser Ala 1le Lys Ala Arg Thr Ser Lys Gly Leu Ile
1 5 10 15
Gly Ala Val 1le Ile Ala Ser Ile Ile Phe Phe Thr Thr Val Thr Phe

20 29 30

Tyr Asp Glu Ser Lys Ile Val Gly lle Ile Arg Val Ser Asp Thr Tyr

35 40 45

2477

2533

2593

2632
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Thr

Ser
65

Ser

Leu

Lyﬁ

Gln

Tyr

145

Thr

Ser

Lcu

Ala

Thr

225

Gln

Gly

Asp

Asn

Arg

Leu

Ser

130

Asn

Phe

Thr

Ser

Cys

210

Gly

Tyr

His

Asn

Ser

Tyr

Asp

115

Phe

Ser

Ser

Thr

Ser

Asp

Asn

Gly

Ser

Lys

Arg

Arg

100

Thr

Lys

Val

Asn

180

Leu

Tyr

Lys

[le

Ala

Tyr

85

[le

Thr

l.eu

Asn

Tyr

165

Leu

Asn

Phe

1le

Ser

245

Val

Asn
70

Glu

Ala

l,cu

Gln

Ile

150

Leu

Thr

Pro

Tyr

Glu
230

Ser
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Ser Ser Thr Phe Asn

ho

Gly Tyr

Asp Pro

6in Ser

The Glu

Pro Phe

Gly Asn

Lys Tyr

[le Pro

Tyr Leu

Glu Ser

Lys Asp

Asp

Thr

Lys 6

Phe

[le

Ser

Asp

His

10

Leu

Asp
90

Lys

Ser

Tyr

Lys

170

Asn

Asn

Val

Leu

250

Pro

75

Ile

Glu

Loeu

Arg

Phe

155

Asp

Trp

Lys

Lys

Arg

235

Pro

Ala
60

Leu

Ser

Glu

l,eu

140

Tyr

Lys

Ala

Gin

Gly

Ser

Ile

Ile

Glu

Asp

Leu

flis

(hlu

205

Lys

(lu

Pro

Ser

Asp

Glu

Asn

110

Asn

Pro

Ala

Phe

190

Asp

Arg

Hia

Phe

Val

Thr

Asn

95

Het T

Asn

Ser

Avrg

Ser

175

Arg

lys

Lys

l,cu

Ile

255

Val

le

l.eu

Asp

Val

Pro

llo
240

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Lys

Asn

Met

Leu

305

Gly

Ile

Ihe

Tyr

His

Gly

Ser

l.eu

Thr

2490

Asp

Lys

Glu

Thr

Asp

370

ser

Gln

Glu

Tyr

Phe

490

Leu

Tyr

275

Lys

Pro

Glu

Thr

Thr

355

Glu

Ala

Asp
435

Thr

Gly

260

Leu

Lys

Asn

Asi

Val

340

Glu

Thr

Glin

+ Ser

Glu

Ile

Leu

Gly

fle

Leu

325

Pro

Lew

Phe

Asp

Phe

405

Het

Arg

(1lu

Pro

Thr

Leu

Ala

310

Gln

Ser

Lys

Asp

Leu

390

Ala

Iie

Phe
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Het

Gly

Tyr

A I'g

Fhe

Ser

Glu

Asp

375

Asp

Thre

e

Phe

Arg

455

Gln

Ala

280

Gln

Thr

Asn

Ash

360

Ser

l.eu

Arg

Asn

440

Gln

llis Thr Ala Lys

265

Pro

Val

Glu

Ala

Glu

llis

Glu

11

Val

Gly

l.eu

Gln

330

Ser

Phe

Val

Thr

Asn

410

Val

Ala

Arg

Pro

Val

Trp

315

(lu

Ser

Glu

(11

Gln

3495

Asp

Asn

Het,

Lys

lL,eu

Asp

300

Glu

Glu

Ser

l,eu

Ser

380

Arg

Val

Lys

Asn

Arg

460

Arg

Ser

285

Gln

Phe

L,eu

Gly

Tyr

Lys

Leu
270

Leu

Thr

Tyr

Ser

Glu

L2
fal
o

f.eu

lie

Lys

Lys °

Gly
430

Glu

Val

Glu

Ser

Gly

Lys

His

(ly

Ser

Lys

Glu

Ser

Leu

Ser

Phe

Lys

Asn

320

Leu

Tyr

Lys

Gly

Ser

400

* Phe

Ala

Ser

His
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Arg

465

Thr

Het

Leu

l.eu

Thr

Ile

Ser

Pro

Ala

Leu

Len

Trp

Phe

Asn

Thr

His

Asn

Gln

[le

Pro

610

Gln

Lys

Leu

l.en

Pro

Asn

515

Glu

Arg

Val

Ser

Tyr

595

ey

Tyr

His

Arg

Arg

Ala

Tep

500

Leu

Nly

Thr

Glu

Ala

580

Asn

Lys

Glu

Tyr

Asp

660

Asn

His

485

Asp

Cys

Tyr

Lys

Thr

565

Arg

Cys

Tyr

tlu

645

Pro
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Trp Leu Val Phe Asn

470

(ly

Tyr

Ala

Ser

Gly

(&2}
o
()

Gly

Pro

Arg

Thr

Ile

630

Gly

Het

Thr

Asp

Asn

Ser

Lys

l.eu

Pro

Asn

Leu

615

leu

Asn

Leu

Leu

Phe

520

Phe

Gly

Tyr

Arg

600

Het

Arg

Phe

Ala

12

Leu

Phe

Leu

Phe
585

His

Glu

Phe

Ser

4930

Val

Gin

Leu

Asn

» Asp

570

Ser

Phe

Gly

Glu

Mot

650

Leu Val

669

Tyr

475

Trp

Gln

Ser

Asp

Phe

e

Asn

Tyr

Val

Tyr

635
Thr

Pro

Gln

Tyr

Met

Leu

Thr

Ala

Ser

Pro

620

Thr

Gln

Ser

Gln

Trp

Pro

» Asp

Ser

s

605

Ser

Thr

Leu

Ser

Gly

Asn

Ile

510

» Jle

Ser

Ala

Lcu

Lys

Asn

Phe

Gly

Asn

Lys

670

Ser

Ser

195

Lys

Glu

Ser

Arg

Ser
575

Lys

Asn

[le

Leu

Leu

655

Tyr

Pro

480

Leu

Ser

Asp

Phe

560

Thr

Asp

Ile

Pro

Thr
640

Trp

Glu
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ES 2 328 106 T3

Ile Glu Gly Gly Gly Val Asp His Asn Lys

675 680
Glu Leu Ser Asn lle Lys Lys Leu Glu lLeu
630 695
[le Leu Glu Glu Val Ile Arg Thr Tyr Glu
705 710
Lys Glu Mel Gln Tyr Leu Ser Ser Val Lys
725 730
Het Gln Ser Asn Asp lle Thr Ser Ser Tyr
740 745
l.eu Lys Lys Phe filn Pro Leu Arg Lys Asp
755 160
[le Asp Leu Ser Lys His Arg Lys Gln
770 775
<210>4
<211>23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 4

ccgaccctcg tctcacgtgg tee

<210>5

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 5
ccaagcttag actttggtaa ctcttccag

13

Ile

L.eu

Leu

Pro

Gln

l,eu

Ile

Asp

700

Thr

Asp

Glu

Phe

Ser

Gly

Phe

765

Ser

Asn

Asp

Lecu
750

Phe

[le Leu

Pro Asp

720

Arg Ser

735

Ala Ser

tlu Arg

23

29
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