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DESCRIPCION

Glicoingenieria en setas.

La invencién se refiere al campo de la ingenieria genética, mds especificamente al campo de la produccién de
glicoproteinas, mds especificamente a la ingenieria del modelo de glicosilacién de glicoproteinas.

Las glicoproteinas son proteinas que se han sometido a la llamada modificacién post-translacional, en el sentido
de que los grupos azicar estdn covalentemente acoplados a la proteina. Se encontrd que aproximadamente el 50% de
las proteinas producidas por una célula viva sufren la glicosilaciéon. Ademas, parece que el tipo de glicosilacion es
diferente entre los eucariotas, lo que significa que se usan tipos diferentes de restos de azicar y/o un orden diferente
de unién de los restos a la estructura de la proteina, formandose asi una variedad de estructuras de ramificacién. La
glicosilacién de protefnas estd muy regulada y cambia durante la diferenciacidn, el desarrollo, bajo las diferentes
condiciones fisioldgicas y de cultivo de la célula y en la enfermedad. La glicosilacién de proteinas recombinantes,
sobre todo aquellas destinadas a una administracidon potencial a sujetos humanos, tiene una importancia critica, ya
que afecta a muchas propiedades de la (glico)proteina, tales como un plegamiento apropiado, resistencia/sensibilidad
de proteasa, trafico intracelular y compartimentalizacion, afinidades intermoleculares y reconocimiento de tejidos. La
glicosilacién afecta ademds profundamente al periodo de semivida biolégico, la actividad, la funcién, la solubilidad,
el aclaramiento desde la circulacién y, crucial para las glicoproteinas farmacéuticas pretendidas, la antigenicidad.

Las células de especies no humanas no glicosilan sus proteinas del mismo modo que lo hacen las células humanas.
En muchos casos, las diferencias son profundas. En general, las especies mds distantes a los seres humanos en términos
evolutivos, tales como bacterias, levaduras, hongos, insectos y plantas - las especies usadas mas comtinmente en
sistemas de expresion - tienen repertorios de glicosilacién menores que el nuestro propio.

Los anticuerpos monoclénicos secretados por sistemas de expresion de células recombinantes u organismos trans-
génicos casi siempre contienen un sitio de glicosilacién tnico en Asn 297, un sitio localizado en el dominio CH2
dentro de la regién Fc de 1la molécula. Los anticuerpos monoclénicos que carecen del glicano N-unido en el dominio
CH2 exhiben una unién de antigeno normal mediada por regiones hipervariables de las partes Fab de la molécula,
pero son deficientes en las funciones del efector de Fc, tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) y la lisis mediada por complemento (CDL). Estas y otras funciones del efector requieren el reconocimiento
molecular entre el dominio Fc de la molécula IgG y proteinas tales como los receptores de Fc en las superficies de
inmunocitos (ADCC) o proteinas solubles que inician la cascada del complemento (CML). La glicosilacién es impor-
tante para la funcién efectora del anticuerpo, tal como ADCC y CML, que media la eliminacién de células tumorales
por anticuerpos desarrollados como oncoliticos.

Muchos sistemas de expresion son hoy dia empleados o explorados como plataformas de produccién biofarmacéu-
ticas (E. coli, células CHO, células de insecto, plantas, algas, levaduras, hongos filamentosos, etc.). La conveniencia es
determinada por muchos pardmetros, como por ejemplo seguridad, eficacia, gastos y, por ultimo, por modificaciones
post-translacionales que, o bien, son requeridas, o bien, tienen que estar ausentes.

Estan siendo explorados sistemas de expresion de levadura, y Pichia pastoris, en particular, como potenciales pla-
taformas de produccién para agentes biofarmacéuticos con requerimientos especiales en cuanto a la N-glicosilacion.
Como se discute anteriormente, la composicion actual de esta modificacién post-translacional es esencial para ciertos
enfoques terapéuticos que implican anticuerpos monoclénicos, sobre todo aquellos que requieren la accién del siste-
ma inmunolégico del paciente. Para este fin, tuvieron que ser establecidos cambios fundamentales en la ruta de N-
glicosilacion de esta levadura.

Alun queda la necesidad de un sistema que proporcione una glicosilacién “tipo humana” con eficacia, de bajo coste
y alto rendimiento.

Resumen de la invencion

Los presentes inventores observaron que varios basidiomicetos carecen de N-glicanos hipermanosilados o com-
plejos y que contienen principalmente N-glicanos con alto contenido en manosa en el intervalo de Man9 hasta Man5.
Se encontré que la mera introduccién de una actividad de GnT-I heter6loga, sin ninguna interferencia adicional con
la ruta de N-glicosilacién, permite la sintesis de la estructura hibrida GIcNAc(Man)s(GlcNAc), (también denominada
GnM5) en basidiomicetos. Esta estructura hibrida puede ser modificada después in vivo o in vitro para obtener una
glicoproteina recombinante con un modelo de N-glicosilacién tipo mamifero.

Descripcion de las figuras
Figura 1. Espectros de masa MALDI-TOF de aductos (M + Na)* de N-glicanos de carp6foros del tipo silvestre

de S. commune (panel A) y la linea transgénica Sc2 (panel B) transformada con el gen de GnT-I humano. La flecha
indica el i6n correspondiente a GlcNAc(Man)s(GlcNAc), en m/z 1460,5.
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Figura 2. Un detalle de espectros de masa MALDI-TOF mostrados en la Figura 1. S. commune tipo silvestre
(panel A) y la linea transgénica Sc2 transformada con el gen de GnT-I humano (panel B). La flecha indica el i6n
correspondiente a GIcNAc(Man)s(GlcNAc), en m/z 1460,5.

Figura 3. Espectros de masa MALDI-TOF de aductos de (M + Na)* de N-glicanos de carpéforos de S. commune
tipo silvestre (panel A) y la linea transgénica Scl2 (panel B) transformada con el gen de GnT-I humano. La flecha
indica el i6n correspondiente a GlcNAc(Man)s(GlcNAc), en m/z 1460,5.

Figura 4. Un detalle de espectros de masa MALDI-TOF mostrados en la Figura 3. S. commune tipo silvestre
(panel A) y la linea transgénica Sc2 transformada con el gen de GnT-I humano (panel B). La flecha indica el i6n
correspondiente a GIcNAc(Man)s(GlcNAc), en m/z 1460,5.

Figura 5. Transferencia Northern del ARN total purificado de micelios de ocho transformantes de S. commune que
contienen el gen de hGnT-I usando un fragmento de este gen como sonda. La banda indicada por la flecha representa
el transcrito de GnT-I.

Figura 6. Secuencia de nucleétidos de un fragmento de Sall/EcoRI que comprende el promotor de gpd de Schi-
zophyllum commerce, el cDNA que codifica el GnT-I humano y una secuencia de terminacién.

Descripcion detallada de la invencion

El modelo de glicosilacién de proteinas humanas difiere de las glicosilaciones que pueden observarse en proteinas
expresadas en sistemas de expresion de proteinas eucariéticos usados a menudo, tales como levaduras, plantas y células
mamiferas (para una revision, véase, por ejemplo, Spiro (2002), Glycobiology, Volumen 12, N°. 4, pp. 43R-56R).

Las bacterias, sobre todo la mayor parte usadas a gran escala para la produccion de proteinas recombinantes, tienen
la desventaja de que no glicosilan las proteinas recombinantemente expresadas.

Como es de esperar, la glicosilacién en sistemas de expresion de células de mamiferos es la que mds se parece
a la glicosilaciéon humana. Sin embargo, las lineas de células de mamiferos que son capaces de reproducir el proce-
samiento de glicoproteinas tipo humano tienen varios inconvenientes incluyendo bajos titulos de proteinas, tiempos
de fermentacion largos, productos heterogéneos y cuestiones de contencién viral continua. Por ejemplo, parece que
las células CHO, que son genéticamente modificadas para producir grandes cantidades de una proteina especifica, no
mantienen a menudo el nivel apropiado de glicosilacién. Esto causa bajos rendimientos del producto utilizable, lo que
contribuye al coste y a la complejidad de producir estas glicoproteinas.

La glicosilacion en plantas ha sido propuesta como una alternativa, pero lograr los modelos de glicosilacion desea-
dos es todavia un problema con estos sistemas y es una barrera significativa para su adopcién extendida para proteinas
industriales.

Las levaduras y los hongos filamentosos son organismos de fermentacion industrial robustos que pueden ser cul-
tivados con una alta densidad de células en medios quimicos definidos. Sin embargo, las glicoproteinas derivadas de
sistemas de expresion fungosos y de levadura contienen a N-glicanos no humanos del tipo de alto contenido en mano-
sa, que son inmundgenos en seres humanos y, por eso, de un valor terapéutico limitado. Las levaduras y los mamiferos
comparten etapas iniciales de la N-glicosilacién de proteinas, lo que implica una transferencia especifica al sitio de
(GIcNAc);-(Man)y-(GIcNAc), del lado luminal del reticulo endopldsmico (RE) a la proteina sintetizada de novo. Los
posteriores recortes por glucosidasas I y Il y una a-1,2-manosidasa residente en RE especifica conduce a la formacién
de una estructura (Man)g(GlcNAc), (isémero ManBB), el N-glicano encontrado en la mayor parte de las glicoproteinas
que dejan el RE. Después de la exportacion de glicoproteinas que contienen (Man)s-(GlcNAc), predominantemente
al aparato de Golgi, las rutas de procesamiento de N-glicano divergen notablemente entre mamiferos y levadura. El
aparato de Golgi humano contiene varias @-1,2-manosidasas que eliminan la manosa para producir Mans(GlcNAc),
(también denominada Man5). La estructura de Man5 es el aceptador preferido para N-acetilglucosaminil-transferasa
I (GnT I), produciendo la estructura hibrida GlcNAc(Man)s(GIlcNAc), (también denominada GlcNAcMans o GnMs),
que es el precursor para los N-glicanos complejos. Por otro lado, la N-glicosilacién en levadura (p.ej. Saccharomyces
cerevisiae y Pichia pastoris) no implica la retirada de residuos de manosa, sino la adicién de numerosos residuos de
manosa. Esto a menudo conduce a N-glicanos hipermanosilados con mds de 100 residuos de manosa. Los modelos de
glicosilacién de levadura de panadero son muy inmundgenos en mamiferos (Balou, C.E. (1982) En: Strathern, J.N. et
al. (editores.) “The Molecular Biology of The Yeast Saccharomyces. Metabolism and Gene Expression”. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, pags. 335-360). Ademas, los N-glicanos del tipo alto contenido en manosa de levadura no
sirven como aceptador para GnT-1 y por lo tanto no permiten su uso como precursores para N-glicanos complejos.

Se han emprendido varias tentativas para “humanizar” la ruta de glicosilacion en hongos filamentosos y levadura.
En el primero de estos estudios, se intenté usar Aspergillus nidulans como huésped para la expresiéon del GnT-I
de conejo de cadena completa (Kalsner et al., 1995). Se encontré intracelularmente actividad de GnT-I, pero no se
detectd ninguna transferencia in vivo de residuos de GIcNAc a N-glicanos fungosos, posiblemente debido a los niveles
insuficientes del aceptador de Mans(GIcNAc),. En 1997, Maras et al. mostraron que la Trichoderma reesei contenia
el aceptador requerido para la actividad de GnT-I. Més tarde, se expresaron genes de GnT-I de rata y humano en la
levadura Saccharomyces cerevisiae y el hongo filamentoso T. reesei, respectivamente, pero la transferencia exitosa in
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vivo de residuos de GIcNAc solo fue detectada en 7. reesei (Yoshida et al., 1999; Maras et al., 1999). Otra vez, la
falta de un aceptador adecuado combinada con la ausencia de un transportador de UDP-GIcNAc de Golgi prevendr4 la
adicién de GIcNAc a N-glicanos de levadura. Ademads, se encontré que s6lo una fraccién menor de oligosacaridos de
T. reesei liberados de glicoproteinas de 7. reesei era Mans(GlcNAc),. Més abundantes eran los oligosacaridos con de
6 a 9 residuos de manosa y también se encontraron N-glicanos con mds de 9 residuos de manosa (véase el documento
de EE.UU. N° 5.834.251). En general, las estructuras de alto contenido en manosa son rdpidamente retiradas en los
seres humanos. Y, sobre todo, las estructuras con contenido ultra-alto de manosa (mds de 9 residuos de manosa) son
inmunégenas.

La glico-ingenieria de N-glicanos fungosos en la levadura Pichia pastoris requiere muchos cambios radicales en
la maquinaria de la N-glicosilacién natural, porque las cepas silvestres producen oligosacdridos N-unidos que no
pueden actuar como aceptadores para las enzimas de planta y mamiferas que constituyen la ruta de N-glicosilacién
engranada hacia la sintesis de N-glicanos complejos (Choi et al., 2003; Hamilton et al., 2003). En primer lugar, se
hizo un mutante del gen Ochlp que codifica la a-1,6-manosiltransferasa que cataliza la adicién de un residuo de
manosa que inicia la adicién de todavia mds azicares de manosa para el crecimiento de la estructura de N-glicanos. El
mutante de este gen redujo enormemente la sintesis de N-glicanos hipermanosilados muy indeseables, pero requirié
la introduccién de una @-1,2-manosidasa I heterdloga localizada en el RE para lograr cepas de levadura que producen
estructuras de N-glicano de Man5 abundantes que constituyen el precursor para GnT-1. La expresion de genes de GnT-
I heter6logos en los transformantes dobles produjo varias cepas capaces de transferir un aziicar de amino de GIcNAc a
Man5. Sin embargo, la eficacia fue baja y requiri6 la introduccién de un cuarto transgen que codificaba el transportador
de UDP-GIcNAc de Kluyveromyces lactis para lograr la conversion casi completa del N-glicano Man5 en el hibrido
GnMS. Otra ingenieria genética que usaba manosidasa-II heterdloga y genes de GnT-II proporcioné cepas capaces de
sintetizar estructuras de Gn2Man3 uniformes. El empleo de una cepa de alg3 mutante permiti6 el desarrollo de cepas
de P. pastoris que sintetizaban N-glicanos homogéneos de Gn2Man3 sin usar una actividad de manosidasa-II. La falta
de actividad de Alg3 genera N-glicanos que son facilmente conformados en una estructura de Man3 por una actividad
de @-1,2-manosidasa-I codificada por un transgen que ha sido introducido en estas cepas (Bobrowicz et al., 2004). De
hecho, estos autores mostraron que la expresion de una enzima hibrida localizada en el aparato de Golgi que consiste
en actividades de UDP-glucosa 4-epimerasa y 3-1,4-galactosiltransferasas podria usarse para producir N-glicanos bi-
antenarios, totalmente galactosilados, en esta levadura.

Asi, aunque los hongos y los mamiferos comparten las etapas iniciales de la N-glicosilacién de proteinas, la
abundancia de N-glicanos hipermanosilados y la carencia de precursores para N-glicanos “tipo mamiferos” complejos
los hacen poco atractivos para la produccién de glicoproteinas recombinantes humanas.

Los presentes inventores encontraron que varios basidiomicetos carecen de N-glicanos hipermanosilados o com-
plejos que contengan alto contenido en manosa y s6lo contienen N-glicanos en el intervalo de Man9 hasta Man5. La
presencia de cantidades significativas de N-glicanos Man5 sugiere la presencia de una o varias a-1,2-manosidasas en el
RE y/o aparato de Golgi que conforman la estructura de Man9 hasta Man$ y estructuras intermedias. Ademads, parecia
que los basidiomicetos, al menos dos de ellos de los cuales el genoma ha sido completamente secuenciado (Coprinus
cinereus y Phanerochaete chrysosporium), no contenian genes que codificaran enzimas implicadas en la sintesis de
N-glicanos complejos. A diferencia de los hongos filamentosos y sistemas de expresion de levaduras descritos an-
tes, parecia innecesario en los basidiomicetos interferir (genéticamente) con la ruta de N-glicosilacién endégena para
producir la N-glicosilacién tipo mamifero, mds especificamente, para producir la formacién de la estructura hibrida
GlcNAcMans(GlcNAc), que es la primera etapa comprometida hacia la sintesis de N-glicanos hibridos y comple-
jos. Como se muestra en este documento, la mera introduccién de una actividad de GnT-I heter6loga, sin ninguna
interferencia adicional con la ruta de N-glicosilacién, permite la sintesis de GlcNAc(Man)s;(GlcNAc),(GnM5) en ba-
sidiomicetos. En consecuencia, la invencién se refiere a un método para producir una proteina glicosilada en una
célula huésped recombinante, en el que dicha célula huésped es un basidiomiceto provisto con actividad de UDP-N-
acetilglucosamina: a-3-D-manosida $8-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa (GnT-I; CE 2.4.1.101). La GnT-I cataliza
la siguiente reaccién: UDP-N-acetil-D-glucosamina + 3-(@-D-manosil)-3-D-manosil-R ---> UDP + 3-(2-[N-acetil-g8-
D-glucosaminil]-a-D-manosil)-3-D-manosil-R. La GnT-I es muy especifica y sélo transfiere GIcNAc a la manosa a-
1,3-unida menos periférica de una estructura Mans(GlcNAc),. Otros nombres comunes para GnT-I son: @-1,3-ma-
nosil-glicoproteina 2-8-N-acetilglucosaminiltransferasa; N-acetilglucosaminiltransferasa I; N-glicosiloligosacérido-
glicoproteina N-acetilglucosaminiltransferasa I; uridina difosfoacetilglucosamina-a-1,3-manosilglicoproteina 3-1,2-
N-acetilglucosaminiltransferasa; UDP-N-acetilglucosaminil:a-3-D-manosida -1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa I
y a-1,3-manosil-glicoproteina -1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa. Ademads, la invencién proporciona un método
para expresar una enzima glicosiltransferasa heter6loga en un basidiomiceto, que comprende proporcionar dicho ba-
sidiomiceto con un constructo de dcido nucleico que codifica GnT-I, preferiblemente GnT-I humano, y que permite
la expresion de dicho constructo en dicho basidiomiceto. La expresién de glucosiltransferasa heter6loga puede usar-
se para sintetizar enzimdticamente glicoproteinas y glicolipidos que tengan restos de oligosacaridos deseados en una
célula huésped de basidiomiceto.

Los basidiomicetos estdn filogenéticamente mucho mds cercanos a los animales que las levaduras (T.L. Smith,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 7063 (1989)). En una realizacion, se usa una Pleurotus spp. o Auricularia spp. Mu-
chas setas comestibles pertenecen al orden de Agaricales dentro de la subdivisién de Basidiomicetos. La familia de
Agaricaceae es grande e incluye muchas setas familiares. Por ejemplo, Agaricus bisporus es el champiiién cultivado
comun. La Pleurotus ostreatus, que pertenece a la familia de Pleurotaceae, es una seta comestible comercialmente
importante cominmente conocida como la girbola. Este hongo es producido industrialmente como comida humana, y
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constituye casi un cuarto de la produccién de seta mundial. ,Por supuesto, también pueden usarse miembros de otras
familias dentro de la subclase de holobasidiomycetida (setas sustanciales), tales como Schizophyllacea.

El uso de basidiomicetos como punto de partida para la produccién de proteinas con un modelo de glicosilacién
tipo humano proporciona tiempos mds rapidos al mercado debido a las mencionadas ventajas anteriores. También el
hecho de que el organismo de produccién pueda tener un estado GRAY S (generalmente reconocido como seguro) pro-
porciona una ruta de proceso rapida, ya que pueden ser evitadas largas, laboriosas e incomodas pruebas de aceptacion.
Ademads, la produccién heter6loga en basidiomicetos plantea menos riesgos medioambientales y puede considerarse
que da menos cuestiones de contencidn.

En una realizacién de la invencion, se selecciona un basidiomiceto entre el grupo que consiste en Agaricus ar-
vensis, Agaricus bisporus, Agaricus blazei, Agrocybe aegerita, Coprinus cinereus, Lentinus edodes, Lepista nuda,
Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium, Schizophyllum commune, Hypsizygus tessulatus, Pholiota name-
ko, Boletus edulis, Flammulina velutipes, Hericium erinaceus, Volvariella volvacea, Grifola frondosa, Ganoderma
lucidum, Tremella fuciformis, Auricularia auricular, Lyophyllum descastes, Naemataloma sublaterium, Stropharia
rugoso-annulata'y Cordyceps sinense. En una realizacién preferida, el basidiomiceto puede ser cultivado en un medio
artificial. Por ejemplo, se usa una Schizophyllum spp., tal como la S. commune. Ademas, el uso de un basidiomiceto
sin esporas en un método de la invencion, tal como Pleurotis ostreatus, es ventajoso porque requiere menos medidas
de seguridad rigurosas. Cuando la célula huésped de basidiomiceto tiene que ser provista con actividad de GnT-I he-
ter6loga, se requiere, por supuesto, que el basidiomiceto pueda ser transformado o, por otra parte, proporcionado con
un constructo de ADN heterélogo. Los métodos para transformar basidiomicetos son conocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, Alves et al., Appl Environ Microbiol. 2004; 70 (I1):6379; Godio et al., Curr. Genet. 5 de octubre de 2004;
Schuurs et al., Genetics. 1997; 147 (2):589). El documento EP-A-0 570096 describe un sistema huésped-vector de
basidiomiceto que implica al gen de OCTase de Corioius hirsutus.

Segtn la invencidn, los N-glicanos de Man5 enddgenos presentes naturalmente en basidiomicetos (o al menos par-
te de estos) pueden ser convertidos en N-glicanos de GIcNAcMans por una actividad de GnT-I heter6loga. Esta etapa
constituye la primera etapa dirigida hacia la formacién de N-glicanos hibridos y complejos y como tal se requiere para
cualquier etapa de glicoingenieria posterior. Requiere el uso de un gen de GnT-I heter6logo que sea adecuado para la
expresion en basidiomicetos. La expresion de genes en basidiomicetos requiere una cierta composicion de nucleétidos
y es potenciada por la presencia de intrones (Schuren y Wessels, 1998; Lugones et al., 1999; Ma et al., 2001; Scholt-
meijer et al., 2001). Preferiblemente, el gen que codifica a GnT-I que se usa para la expresion en un basidiomiceto
tiene un contenido de G/C de al menos el 50% y ninguna extensién de aproximadamente 10 nucleétidos o menos con
més de un 90% de A o T. Por lo tanto, los genes de fuentes heter6logas pueden requerir que la modificacién consiga
la expresion significativa en una célula huésped de basidiomiceto.

Por ejemplo, la expresion de un clon de cDNA derivado de planta que codifica GnT-I como el de Arabidopsis tha-
liana (Bakker et al., 1999) requeriria la modificacién extensa de la composicion de nucleétidos para lograr la produc-
cién de la enzima y la modificacién de modelos de N-glicano en basidiomicetos transformados. Existen diversos méto-
dos que, por lo general, implican algin tipo de extensién PCR con solapamiento comenzando con oligonucleétidos lar-
gos, lo que puede ser empleado para construir un gen con la composicion de nucleétidos deseada. Sin embargo, no pue-
de excluirse que puedan encontrarse genes de cDNA de planta que cumplan todos los criterios para la expresion ade-
cuada en basidiomicetos. En particular, pueden ser ttiles en este sentido genes de cDNA de origen monocotiledoneo.

El cDNA de GnT-I humano es especialmente adecuado para poner en prictica la presente invencidn, ya que su
composicién de nucleétidos natural parece hacerlo adecuado para una expresion sin modificacién. Sin embargo, serian
adecuados muchos clones de cDNA mds que codificaran otras enzimas de GnT-I de vertebrados.

Para conseguir la expresion de un gen de GnT-I adecuado en basidiomicetos, se clona tipicamente su marco de
lectura abierto completo en un vector de expresion adecuado para la transformacion de basidiomicetos. El vector de
expresion preferiblemente también comprende secuencias de dcidos nucleicos que regulan la iniciacién de la trans-
cripcién y la terminacién. También se prefiere incorporar al menos un gen marcador seleccionable para proporcionar
la seleccién de transformantes. La expresion de una glucosiltransferasa puede conseguirse usando un promotor de
basidiomiceto, p.ej un promotor constitutivo o un promotor inducible. Sobre todo son adecuados promotores cons-
titutivos derivados de genes que codifican enzimas implicadas en la ruta glicolitica. Un ejemplo de un constitutivo
fuerte es el promotor de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gpdA). Este promotor es preferido para la expresion
constitutiva cuando el material de ADN recombinante se expresa en un huésped de basidiomiceto. Otros ejemplos son
el promotor de fosfoglicerato quinasa (pgk), el promotor de piruvato quinasa (pki), TPI, el promotor de triosa fosfato
isomerasa (tpi), el promotor de la subunidad g de APC sintetasa (oliC) y el promotor de acetamidasa (amdS) de un
basidiomiceto (documento W096/41882).

En una realizacién, se usa un promotor de gpd (gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) de basidiomiceto
o una parte de éste, por ejemplo (una parte de) el promotor de gpd de S. commune o el promotor de gpd de Lentinus
edodes. En otra realizacion, dicho promotor de gpd incluye el intrén 1 para potenciar la expresion del gen heterdlogo
(Ma et al., 2001). Por ejemplo, se proporciona un basidiomiceto con un pldsmido que comprende la secuencia de
acidos nucleicos de GnT-I humana flanqueada con una secuencia promotora de gpd de basidiomiceto, opcionalmente
incluyendo el intrén 1, y una secuencia de terminacién de basidiomiceto (véase, por ejemplo, la Figura 6). En una rea-
lizacién especifica, la expresion de GnT-I en S. commune se consigue por la construccién de un vector que comprende
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al promotor derivado de S. commune y un terminador derivado de S. commune con un intrén artificialmente afiadido
que flanquea el sitio de introduccién del gen de GnT-I y un casete génico que presenta un marcador de resistencia a la
fleomicina (Schuren y Wessels, 1994).

Los ejemplos de promotores inducibles son los promotores de basidiomiceto de los genes siguientes: xilanasa A
(xylA), glucoamilasa A (glaA), celobiohidrolasa (cbh), amilasa (amy), invertasa (suc) y alcohol deshidrogenasa alcA,
TAKA amilasa y amiloglucosidasa (ACT) (véase el documento W096/41882).

El documento W02004/039985 describe promotores de transcripcion fungosos que se usan adecuadamente para
la expresion de genes heterélogos en un basidiomiceto. El documento W0O2004/039985 describe que tres genes del
basidiomiceto Agaricus bisporus, abstl, rafe y mag2, son considerablemente activos s6lo durante la etapa 1, o mas
tarde, del desarrollo del carpé6foro del hongo. E1 ADN heter6logo bajo el control de los mecanismos de expresion de
estos genes fungosos proporciona una expresion selectiva en esta etapa del desarrollo del hongo, en vez que durante
el crecimiento del micelio. De esa manera, poca o ninguna energia metabdlica tiene que ser invertida a partir del
crecimiento de micelio, maximizdndose asi la masa de carp6foro y el tejido concomitante capaz de expresar el gen
heter6logo una vez que esté activado.

El constructo que codifica GnT-I puede ser transferido a un basidiomiceto segtin procedimientos estdndares. En
una realizacion, los protoplastos del monocarién de basidiomiceto son transformados como se describe en Schuren y
Wessels (1994). Los transformantes pueden seleccionarse en el medio de seleccion. Después de algin tiempo, pueden
cosecharse tapones micelares y cultivarse después en medio recién preparado.

Como se ha dicho, la invencién permite la produccién recombinante de una proteina de interés con un modelo de
N-glicosilacién tipo humano en un basidiomiceto. En una realizacién, una proteina de interés es una glicoproteina, tal
como un anticuerpo (inmunoglobulina; Ig) o una hormona que debe ser proporcionada a un paciente en necesidad de
la proteina, sobre todo por motivos terapéuticos.

En una realizacién, un método de la invencién proporciona una molécula Ig glicosilada o su fragmento. Por ejem-
plo, el anticuerpo es una IgM, IgA, IgG o IgE de mamifero, o su fragmento. El contenido de hidratos de carbono de las
Ig varfa del 12-14%. Preferiblemente, el anticuerpo comprende una regién Fc. La regién IgG-Fc es un homodimero
comprendido de regiones bisagra unidas a disulfuro intercadena, dominios CH2 glicosilados, que llevan el oligosa-
cérido N-unido en la asparagina 297 y dominios CH3 emparejados no covalentemente. Se ha demostrado que los
mecanismos efectores mediados por FcgRI, FcgRII, FcgRIII y Clq estdn fuertemente comprometidos para las formas
aglicosiladas o desglicosiladas de IgG. Las interacciones no covalentes multiples entre el oligosacérido y la proteina
causan unas influencias reciprocas en la conformacioén. El sitio de unién del oligosacarido, Asn 297, es proximal a la
regién N-terminal del dominio CH2, a partir de cuyo punto “corre hacia delante” tal que los residuos de aztcar termi-
nales estdn expuestos en el interfaz del dominio CH2/CH3. En una realizacién particularmente preferida, la invencién
proporciona la produccién de un anticuerpo monoclénico en una célula huésped de basidiomiceto.

Los ejemplos de glicohormonas en las que la glicosilacién desempefia un papel en las propiedades de tal hormona,
sobre todo las propiedades terapéuticas, incluyen eritropoyetina (EPO), coriogonadotropina humana (HCG), follitro-
pina (FSH), tirotropina (TSH) y lutropina (LH). Sobre todo, aquellas proteinas que requieren el reconocimiento de
organos especificos o células a través del reconocimiento de azicar-lectina son sustratos de proteina utiles para la
modificacién de modelos de glicosilacién segtn la invencién. El método de la invencion es también util para la fabri-
cacion de una proteina para uso en la sustitucién de enzimas o terapia de reemplazo. En tal terapia, una enzima, que
estd baja en una célula u dérgano, es reconocida por la célula u érgano proporcionando la enzima con un modelo de
glicosilacion apropiado.

La expresion de la proteina recombinante en un basidiomiceto puede conseguirse usando un vector de expresion
adecuado en una manera similar a la que se describe antes para la expresion de GnT-I heter6logo.

La proteina N-glicosilada resultante de interés puede cosecharse a partir de basidiomicetos segtin procedimientos
comunes que implican etapas de extraccién de tejido, centrifugacién y cromatograficas segin la naturaleza de la
proteina de interés.

La estructura hibrida GlcNAc(Man);(GlcNAc), producida en el basidiomiceto en virtud de la actividad de GnT-
I heteréloga, puede ser modificada ademas, in vivo o in vitro, en N-glicanos complejos usando una o varias enzimas
de modificacién de glicosilacién. Las enzimas de modificacién de la glicosilacién que son ttiles en los métodos de
la invencidn incluyen transferasas y manosidasas. La seccion III del documento de EE.UU N°. 5.834.251 proporcio-
na informacién detallada respecto a enzimas de modificacién de la glicosilaciéon que pueden ser usadas para poner
en practica la presente invencién. Por ejemplo, la estructura hibrida GlcNacMans;GlcNac, producida en el basidio-
miceto en virtud de la actividad de GnT-I heter6loga puede ser tratada in vivo o in vitro con a-manosidasa II para
producir GlcNacMan;GlcNac,. Esto puede servir posteriormente como un sustrato para GIcNAc-transferasa II o ga-
lactosiltransfersa usando UDP-GIcNAc o UDP-Gal, respectivamente para producir un modelo de glicosilacién tipo
complejo. Si Man-I y Man-II han funcionado correctamente, no quedaria ninguna manosa indeseable en esta etapa.
Sin embargo, de ser requerido, cualquier residuo de manosa a-1,3- y a-1,6-unido restante puede ser retirado in vivo
o0 in vitro usando una manosidasa “no especifica” tal como, por ejemplo, la manosidasa de judia Jack comercialmente
disponible, convirtiendo as{ una estructura de N-glicano hibrida en una compleja.
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La modificacién posterior puede realizarse in vivo y/o in vitro. Por supuesto, para la modificacién posterior in
vivo se requiere que la célula huésped de basidiomiceto sea proporcionada con la(s) necesaria(s) actividad(es) enzi-
matica(s). Esto se consigue por la expresion del(de los) gen(es) heterélogo(s) que codifica(n) la(s) enzima(s).

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una célula huésped de basidiomiceto que comprende la actividad de GnT-
I, preferiblemente un basidiomiceto que expresa a GnT-1 humano. También se proporciona el uso de un basidiomiceto
como una célula huésped para la produccién de una proteina (mamifera) N-glicosilada heteréloga. A causa de la sig-
nificativa produccién endégena de estructuras (Man)s(GlcNAc),-N-glicano, un basidiomiceto proporciona un punto
de partida ventajoso para la glicoingenieria de N-glicanos complejos. También se abarca la conversion in vitro de una
glicoproteina que comprende una estructura (Man)s(GlcNAc), obtenida de un basidiomiceto en la estructura hibrida
GlcNAc(Man)s(GlcNAc), usando GnT-I (recombinante). Los detalles en cuanto a esta conversion in vitro pueden en-
contrarse en el documento de EE.UU. N°. 5.834.251 y las referencias de éste. Sin embargo, es, por supuesto, preferido
usar una célula huésped de basidiomiceto que comprenda actividad de GnT-I, preferiblemente un basidiomiceto que
exprese GnT-I humano.

También se proporciona un constructo de 4cido nucleico que codifica un promotor gpd, con o sin el intrén 1,
que comprende ademds un gen de GnT-1I y, opcionalmente, una secuencia de terminacién. La invencién proporciona
ademds una célula huésped de basidiomiceto provista de un constructo de 4cido nucleico de la invencién.

Seccién experimental
Materiales y métodos

- cDNA preparado a partir del ARN total de células Jurkat fue usado para RT-PCR usando los cebadores HsGnTI-
up (GTGACTCTAGAGGTCTCACATGCTGAAGAAGCAGTCTGCAGG) y HsGnTI-dw (GTGACGGATCCAGGT
GCTAATTCCAGCTAGGATCATAG). El fragmento se purificé con gel agarosa, se digirié con Xbal y BamHI y se
clon6 en un plasmido pUC19-derivado. Un fragmento Eco311/BamHI que comprende el gen completo se cloné pos-
teriormente corriente abajo de un fragmento del promotor de GPD de S. commune en un vector que también contenia
el marcador de resistencia a la fleomicina adecuado para la seleccién de transformantes en S. commune (Schuren y
Wessels, 1994).

Cepas, condiciones de crecimiento y medios

Se usaron los monocariones de S. commune 4-39 (MATA41MATB41, CBS 341.81) y 4-40 (MATA43MAIB43,
CBS 341.81). Para el aislamiento de los carp6foros, los transformantes de la cepa 4-40 se cruzaron con la cepa tipo
silvestre compatible 4-39 y se cultivaron durante una semana a 24°C en la luz.

Se cultivé S. commune en medio minimo (MM) solidificado o no solidificado con agar al 1,5% (Dons et al.,
1979). Para la transformacion, la cepa 4-40 se cultivé a partir de un homogenado micelar durante 2 dias a 24°C y
225 revoluciones por minuto en 100 ml de MM en matraces de 250 ml. Para el aislamiento del ARN, las colonias se
cultivaron durante 2 a 3 dias sobre la superficie de una membrana de policarbonato perforada (PC) (didmetro 76 mm,
0,1 um de poro; Poretics) que se colocé sobre el MM solidificado.

Transformacion de S. commune

Se transformé la cepa de S. commune 4-40 como se describe antes (Schuren y Wessels, 1994), salvo que se formé
una protoplasto en MgSO, 1 M que contenia 1 mg.mL™"' de enzimas de lisado de Trichoderma harzianum (Sigma).
Entonces, se afiadieron de 5 a 10 ug de ADN a 3 x 107 protoplastos en 100 uL de sorbitol 1 M. Los transformantes
se seleccionaron en placas de MM que contenian 25 ug.mL™" de fleomicina (Cayla, Toulouse, Francia). Para reducir
la exposicién a la fleomicina mutdgena, las supuestas colonias resistentes se transfirieron al MM sin agente. Para este
fin, se aislaron las hifas individuales usando un microscopio invertido para visualizarlas. Se comprobé la resistencia a
la fleomicina de las colonias formadas a partir de estas hifas individuales.

Andlisis de transferencia Northern

El ARN total se aislé del micelio que habia sido triturado en nitrégeno liquido usando el reactivo Trizol (Gibco-
BRL) siguiendo el protocolo de los fabricantes. Se separé el ARN en un gel de formaldehido al 1% y se corrié en
una membrana Hybond-N* (Amersham) segtiin Sambrook et al. (1989). El ARN se hibrid6 con una sonda de ADN
marcada con **P a 65°C como se describe por Church y Gilbert (1984).

Purificacion de N-glicano

Se cosecharon los carpéforos maduros y en desarrollo, se congelaron rdpidamente en nitrégeno liquido y se pul-
verizaron usando un mortero de mano. La extraccion se hizo mediante agitacién fuerte de 100-250 mg del material
pulverizado con 750 uL. de tampén HEPES-KOH 50 mM, pH 7,5, metabisulfito de sodio 20 mM, EDTA 5 mM, SDS
al 0,1%, polivinilpolipirrolidona insoluble al 1,7% (PVPP) a temperatura ambiente en un tubo Eppendorf de 2 mL.
Los restos se quitaron del extracto mediante dos centrifugaciones de 5 minutos sucesivas a 20.000 g y 5°C. La pro-
tefna total se granulé mediante una centrifugacién de 5 minutos después de la adicién de TCA y precipitacién en
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hielo durante al menos 30 minutos o durante la noche entera a 4°C. Los peletes se lavaron dos veces con acetona al
90% y se dejaron secar al aire. Los peletes se suspendieron de nuevo en 0,5 mL de HCI 10 mM y 1,5 mg.mL™" de
pepsina usando un tratamiento de microtriturado Eppendorf seguido de tratamiento de 15-30 minutos en un bafio de
sonificacién. El tratamiento con pepsina fue continuado durante 24 h a 37°C, y luego se terminé por neutralizacion a
pH 7 con NH40H 1 N seguido de 10 minutos de calentamiento a 95°C. La solucion del (glico)péptido resultante se
liofilizé después de retirar el material insoluble via centrifugacién y el residuo se disolvié en 0,5 mL de tamp6n de
fosfato de sodio, pH 7,5, Nonidet P-40 al 1% segtin la enzima usada en la siguiente etapa. Los N-glicanos se liberaron
de la estructura del péptido mediante un tratamiento de 24 h a 37°C con 4,5 mU de PNGasa F (Biolabs de Nueva
Inglaterra). Los N-glicanos se separaron por purificacién del granel de péptidos pasandolos primero por un Dowex
50 AG 50W-X2 de 2 mL (Bio-Rad) y luego pasandolos sobre una columna C18 de 500 mg (Varian). En la etapa de
purificacion final, el eluato de la columna C18 se aplicé a una columna Carbograph Ultra-Clean de 150 mg de 8 mL
(Alltech) a partir de la cual los N-glicanos unidos eluyeron en acetonitrilo al 25%. Los oligosacaridos se concentraron
por liofilizacién. Para tratamientos de galactosidasa, se incubaron N-glicanos con 1,5 mU de g1,4-galactosidasa de
Streptococcus pneumoniae (Calbiochem) en tampdn fosfato de sodio 50 mM, pH 6,0 y se separ6 por purificacién a
partir de las sales y enzima usando una columna Ultra-Clean Carbograph de 150 mg y se concentré por liofilizacion.
Los productos de digestion se analizaron por MALDI-TOF.

Andlisis de N-glicano

Se disolvieron los N-glicanos purificados en 10 uL. de NaAc 5 mM y 1 uL de esta solucién se combiné con un
volumen igual de dcido 2,5-dihidroxibenzoico al 10% en acetonitrilo al 50%. La mitad de esta disolucién se tifié en
una placa de muestra de acero inoxidable y se sec6 bajo una corriente de aire a temperatura ambiente. Los espectros
MALDI-TOF de i6n positivo de los aductos (M+Na)* se registraron en un MALDI-TOF Bruker Ultraflex ajustado
con extraccion retrasada, y un laser de nitrégeno (337 nm). Los espectros se generaron a partir de la suma de 200-300
pulsos del 14ser. Una serie de maltodextrina fue usada como estdndar externo del peso molecular.

Resultados

El clon de cDNA que codifica la GnT-I humana se aislé a partir del cDNA hecho de células Jurkat. El marco de
lectura abierto completo se clond en un vector de expresion adecuado para la transformacion de basidiomicetos como
Schizophyllum commune. Este vector comprendia una secuencia del promotor derivada de una S. commune (secuencia
véase el apéndice) y un terminador derivado de S. commune con un intrén artificialmente afiadido bordeando el sitio
de introduccién del gen de GnT-1 y el casete génico que presenta el marcador de resistencia a la fleomicina (Schuren
y Wessels, 1994).

El constructo se us6 para transformar protoplastos del monocarion 4-40 de S. commune como se ha descrito (Schu-
ren y Wessels, 1994) y los transformantes se seleccionaron en medio MM que contenfa 25 ug.mL~"' de fleomicina.
Después de una semana, los tapones micelares se tomaron y se transfirieron al medio MM recién preparado sin fleomi-
cina. El micelio se cosechd y el andlisis de transferencia Northern del ARN total aislado a partir de 8 transformantes
reveld la expresion variable del transgen de GnT-1 y la expresion mads alta se encontré en los transformantes 2y 12. Los
transformantes se cruzaron con el monocarién compatible 4-39 y se cultivaron hasta la cosecha de los carp6foros en
desarrollo y maduros. El material dicariético cosechado se extrajo para purificar la proteina total y luego se liberaron
los N-glicanos de la estructura de la proteina mediante PNGasa F y se purificaron antes del andlisis MALDI-TOF.

El anélisis MALDI-TOF del tipo silvestre y de los transformantes 2, 3, 4, 12 y 13 revel6 varios N-glicanos muy

abundantes en todas las muestras que representaban los oligosacaridos con alto contenido de manosa (Man)y(GIcNAc),
hasta (Man);(GIcNAc), (Tabla 1).

TABLA 1

Valores m/z de iones (M + Na)* de N-glicanos tipicos encontrados en S. commune tipo silvestre

N-glicanos m/z
(Man)s(GlcNAc), 1257,4
(Man)s(GIcNACc)- 1419,5
(Man)7(GlcNACc), 1581,5
(Mali)s(GlcNAC), 1743,6
(Mali)o(GlcNAC), 1905,6
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TABLA 2

Valores m/z de iones (M + Na)* de N-glicanos tipicos encontrados en S. commune transgénicos

N-glicanos m/z
(Man)y(GIcNACc), 1257,4
(Man)s(GlcNACc), 1419,5
GIcNAc(Man)s(GIcNAc), 1460,4
(Man);(GlcNAc), 1581,5
(Man)s(GIcNAC), 1743,6
(Man)¢(GIcNAc), 1905,6

Dos transformantes - 2 y 12 - mostraron la presencia de una cantidad pequefia, pero significativa, de un producto
con un m/z de 1460,5 que es GIcNAc(Man)s(GlcNAc), (Figuras 1y 2). Estos datos demuestran que GnT-I se expresa
y se activa en S. commune y que una fraccion detectable del aceptador de GnT-I endégeno (Man)s(GIcNAc),(Man5)
ha sido convertida a GlcNAc(Man)s(GlcNAc),(GnMS5). Ya que sélo los dos transformantes con el nivel mas alto de
mRNA de GnT-I contenian el nuevo hibrido de N-glicano (Figura 3), es concebible que el posterior aumento del nivel
de expresion conducird a mayores niveles de GnMS5.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una glicoproteina en una célula huésped recombinante, que comprende permitir la
expresion de dicha glicoproteina en un huésped de basidiomiceto provisto con actividad de N-acetilglucosamina: @-3-
D-manosida -1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa (GnT-I; CE 2.4.1.101).

2. El método segtn la reivindicacion 1, en el que dicho basidiomiceto se selecciona a partir del grupo que consiste
en Agaricus arvensis, Agaricus bisporus, Agaricus blazei, Agrocybe aegerita, Coprinus cinereus, Lentinus edodes,
Lepista nuda, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium, Schizophyllum commune, Hypsizygus tessulatus,
Pholiota nameko, Boletus edulis, Flammulina velutipes, Hericium erinaceus, Volvariella volvacea, Grifola frondosa,
Ganoderma lucidum, Tremella fuciformis, Auricularia auricular, Lyophyllum descastes, Naemataloma sublaterium,
Stropharia rugoso-annulata 'y Cordyceps sinense.

3. El método segtin la reivindicacion 2, en el que dicho basidiomiceto no tiene esporas.

4. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho basidiomiceto se proporciona con
un gen mamifero que codifica la actividad de GnT-1.

5. El método segtin la reivindicacién 4, en el que el gen mamifero es un gen humano.

6. El método segtn cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha glicoproteina es una proteina
heterdloga.

7. El método segtn la reivindicacién 6, en el que dicha glicoproteina es una hormona, un anticuerpo, una citoquina
0 una enzima.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademads la modificacién adicional
de dicha glicoproteina con al menos una transferasa y/o una manosidasa.

9. El método segtn la reivindicacién 8, en el que dicha al menos una transferasa y/o manosidasa se selecciona entre
el grupo que consiste en GlcNAc-transferasa II, III, IV, V, VI, a-manosidasa II, @-manosidasa III, galactosiltransferasa,
sialiltransferasa.

10. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que al menos una de las etapas de modifi-
cacion adicionales se realiza intracelularmente en dicho basidiomiceto.

11. El método segtin la reivindicacion 9 6 10, en el que al menos una de las etapas de modificacién adicionales se
realiza in vitro.

12. El método para expresar una enzima GnT-1 heter6loga en un basidiomiceto, que comprende proporcionar
dicho basidiomiceto con un constructo de dcido nucleico que codifica dicha enzima y permite la expresion de dichos
constructos en dicho basidiomiceto.

13. El constructo de 4cido nucleico que comprende una secuencia del promotor que permite la expresién en un
basiodiomiceto, preferiblemente un promotor de gpd, que comprende ademds una secuencia de 4cidos nucleicos que
codifica la actividad de GnT-1, y que comprende opcionalmente ademds una secuencia de terminacion de la transcrip-
cion.

14. El 4cido nucleico segtn la reivindicacién 13, en el que la secuencia de 4cidos nucleicos que codifica la actividad
de GnT-1 es el gen humano de GnT-1.

15. Una célula huésped de basidiomiceto recombinante que comprende la actividad de GnT-1.
16. Una célula huésped de basidiomiceto recombinante segun la reivindicacion 15 que expresa a la GnT-1 humana.

17. La célula huésped de basidiomiceto que comprende un constructo de dcido nucleico segtn la reivindicacién 13
6 14.

18. El uso de un basidiomiceto que comprende actividad de GnT-I como un huésped para la produccién de una
proteina mamifera N-glicosilada heterdloga.

19. El uso segun la reivindicacién 18, en el que dicho basidiomiceto expresa a la GnT-1 humana.

20. El uso segun la reivindicacién 18 6 19, en el que dicho basidiomiceto comprende una célula huésped de
basidiomiceto segtin la reivindicacién 15 6 16.
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