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Relatorio Descritivo da Patente de Invencédo para "METODOS
DE PRODUZIR CELULAS TRANSFORMADAS DE YARROWIA LIPOLY-
TICA E PROTEINAS-ALVO COMPREENDENDO N-GLICANOS, CELULAS
TRANSFORMADAS DE YARROWIA LIPOLYTICA E SUAS CULTURAS,
BEM COMO COMPOSIQAO COMPREENDENDO GLICOPROTEINAS".
REFERENCIA CRUZADA A RELACIONADOS

Este pedido de patente reivindica a prioridade sobre o pedido de
patente U.S. No. Serial 61/262.828, depositado em 19 de novembro de

2009. A descricdo do pedido de patente prévio € incorporada por referéncia
em sua totalidade.
CAMPO TECNICO

A invencao relaciona-se a métodos e materiais para produzir gli-

coproteinas em células fungicas, e mais particularmente, para células fangi-
cas geneticamente manipuladas para produzir proteinas contendo N-
glicanos complexos similares de mamiferos ou proteinas contendo interme-
diérios dentro de uma via de glicosilacdo mamifera.

ANTECEDENTES

Sistemas de expressao de alto desempenho sdo necessarios para

produzir a maioria de produtos biofarmacéuticos (por exemplo, proteinas re-
combinantes) atualmente em desenvolvimento. A atividade biol6gica de muitos
destes produtos biofarmacéuticos € dependente da sua modificacdo poés-
traducéo (por exemplo, fosforilagéo ou glicosilagéo). Um sistema de expressdo
baseado em levedura combina a facilidade da manipulacdo genética e a fer-
mentag&o de um organismo microbiano com a capacidade de secretar e modifi-
car proteinas. Entretanto, as glicoproteinas recombinantes produzidas em célu-
las de levedura exibem principalmente estruturas heterogéneas de glicano de
alta manose e hipermanose, que podem ser prejudiciais para a funcao proteica,
processamento a jusante, e uso terapéutico subsequente, particularmente onde
a glicosilagdo desempenha um papel biologicamente significante.
SUMARIO

Os métodos e as células fungicas geneticamente manipuladas
descritas neste pedido podem ser usados para produzir moléculas-alvo (por

exemplo, proteinas-alvo) que contém N-glicanos similares de mamiferos ou
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contém intermediarios dentro da via de glicosilagao mamifera (por exemplo,
ser humano). As moléculas-alvo isoladas de tais células engenheiradas po-
dem ser usadas para aplica¢cdes biofarmacéuticas incluindo produgio de
anticorpos, produg¢éo de citocinas, e para o tratamento de distlrbios metabo-
licos, tais como distlrbios de armazenamento lisossomal.

Em um aspecto, este documento caracteriza um método de pro-
dugéo de uma celula fangica (por exemplo, Yarrowia lipolytica ou Arxula a-
deninivorans) capaz de produzir proteinas compreendendo GIcNAc-
MansGlcNAc, N-glicanos. O método inclui o fornecimento de uma célula fun-
gica geneticamente engenheirada para produzir proteinas compreendendo
MansGIcNAc, N-glicanos; e introdugéo na célula de um &acido nucleico que
codifica uma GlcNAc-transferase |, em que o acido nucleico inclui uma se-
quéncia de direcionamento de nucleotideo para direcionar a GlcNAc-
ransferase | codificada a um compartimento intracelular (por exemplo, apa-
relho de Golgi), em que a expressdo de GlcNAc-transferase | na célula fin-
gica produz proteinas incluindo GlcNAcMansGlcNAc, N-glicanos. O método
pode incluir ainda a introdugdo na célula de um acido nucleico que codifica
uma proteina alvo, em que a célula produz a proteina-alvo modificada para
incluir GleNAcMansGicNAc,; N-glicanos. A proteina-alvo pode ligar a um re-
ceptor Fc. A proteina-alvo pode ser um anticorpo ou fragmento do mesmo. A
proteina-alvo pode ser uma glicoproteina terapéutica. A proteina-alvo pode
ser Interferon-B, GM-CSF, Interferon-y ou eritropoietina.

A celula fangica geneticamente engenheirada para produzir pro-
teinas contendo MansGIlcNAc; N-glicanos pode ser deficiente na atividade
de OCH1 e incluir um acido nucleico que codifica a-1,2-manosidase, em que
o acido nucleico que codifica a-1,2-manosidase inclui uma sequéncia nu-
cleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a
a-1,2-manosidase codificada para o reticulo endoplasmatico. A sequéncia de
direcionamento pode ser uma sequéncia HDEL.

O método pode incluir ainda a introducdo em uma célula de um
acido nucleico que codifica uma manosidase Il, em que o acido nucleico que

codifica a manosidase Il inclui uma sequéncia nucleotidica que codifica uma



10

15

20

25

30

3177

sequéncia de direcionamento para direcionar a manosidase |l codificada pa-
ra o aparelho de Golgi, em que a expressdo da manosidase |l na célula fan-
gica produz proteinas contendo GlcNAcManz;GlcNAc, N-glicanos.

O método pode incluir ainda a infroducdo em uma célula de um
acido nucleico que cedifica uma galactosiltransferase, em que o acido nucle-
ico que codifica a galactosiltransferase inclui uma sequéncia nuclectidica
que codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a galactosil-
transferase codificada para o aparelho de Golgi, em que a expressao da ga-
lactosiltransferase na célula fingica produz proteinas contendo GalGlcNAc-
MansGlcNAc, ou GalGlcNAcMansGlcNAc; N-glicanos. A galactosiltransfera-
se pode ser uma fuséo de uma UDP-Glc-4-epimerase e o dominio catalitico
B-1,4-galactosiltransferase I. Tal método pode incluir ainda a introducdo na
celula de um acido nucleico que codifica uma proteina aivo, em que a célula
produz a proteina-alve modificada para conter GalGlcNAcMansGlcNAc, ou
GaiGlcNAcMan;GlcNAc;, N-glicanos. Os métodos podem incluir o isolamento
da proteina-alvo modificada para conter GalGlcNAcMansGicNAc, ou Gal-
GlcNAcMan;GlcNAc, N-glicanos.

Em outro aspecto, este documento caracteriza um método de
producao de uma proteina-alve contendo GIcNAcMans;GlecNAc, N-glicanos.
O método inclui o fornecimento de uma célula fungica (por exemplo, Yarro-
wia lipolytica ou Arxula adeninivorans) geneticamente engenheirada para
incluir um acido nucleico que codifica uma GlcNAc-transferase |, uma a-1,2-
manosidase e uma manosidase ll, em que o acido nucleico inclui uma se-
quéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento, ou se-
quéncias nucleotidicas que codificam sequéncias de direcionamento, para
direcionar cada proteina codificada para um compartimento intracelular, em
que a célula flungica & deficiente na atividade de OCH1; e introducéo na cé-
lula de um acido nucleico que codifica uma proteina alvo, em que a célula
produz a proteina-alvo contendo GlcNAcMan;GlcNAc, N-glicanos. O acido
nucleico que codifica a-1,2-manosidase pode incluir uma sequéncia de dire-
cionamento de reticulo endoplasmatico para direcionar a a-1,2-manosidase

codificada para o reticulo endoplasmatico. Por exemplo, a sequéncia de di-
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recionamento pode ser uma sequéncia HDEL. O acido nucleico que codifica
a GIcNAc-transferase | e a manosidase |l pode incluir uma sequéncia de di-
recionamento de Golgi, ou sequéncias de direcionamento de Golgi, para di-
recionar a GlcNAc-transferase | codificada e manosidase Il para o aparelho
de Golgi. A proteina-alvo pode se ligar a um receptor Fc. A proteina-alvo
pode ser um anticorpo ou fragmento do mesmo. A proteina-alvo pode ser
uma glicoproteina terapéutica. A proteina-alvo pode ser Interferon-g, GM-
CSF, Interferon-y ou eritropoietina.

Em algumas modalidades, o método pode incluir ainda a intro-
dugao na célula de um acido nucleico que codifica uma galactosiitransferase,
em que o acido nucleico que codifica a galactosiltransferase inclui uma se-
quéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para
direcionar a galactosiltransferase codificada para o aparelho de Golgi, em
gue a expressao da galactosiltransferase na célula fingica produz a protei-
na-alvo modificada para conter GalGlcNAcMans;GIcNAc, N-glicanos. A prote-
ina-alvo modificada para conter GalGlcNAcMan;GIlcNAc, N-glicanos pode
ser isolada da célula fingica.

Este documento também caracteriza um método de producgao de
uma célula flingica (por exemplo, Yarrowia lipolytica ou Arxula adeninivo-
rans) capaz de produzir proteinas contendo GlcNAcManiGlcNAc, N-
glicanos. O método inclui o fornecimento de uma célula flngica genetica-
mente engenheirada para produzir proteinas contendo Mans;GIcNAc, N-
glicanos; introdugdo na célula de um acido nucleico que codifica uma Glc-
NAc-transferase |, em que o 4cido nucleico inclui uma sequéncia nucleotidi-
ca gque codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar GlcNAc-
transferase | codificada para um compartimento intracelular (por exemplo,
aparetho de Goilgi), em que a expressdo de GlcNAc-transferase | na célula
fungica produz proteinas contendo GlcNAcManzGIcNAc; N-glicanos. O mé-
todo pode incluir ainda a introdugdo na célula de um 4cido nucleico que codi-
fica uma proteina alvo, em que a célula produz a proteina-alvo modificada
para conter GlcNAcManzGIcNAc; N-glicanos. A proteina-alvo pode se ligar a

um receptor Fc. A proteina-alvo pode ser um anticorpo ou fragmento do
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mesmo. A proteina-alvo pode ser uma glicoproteina terapéutica. A proteina-
alvo pode ser Interferon-, GM-CSF, Interferon-y ou eritropoietina.

A célula fangica geneticamente engenheirada para produzir pro-
teinas contendo Man;GlcNAc; N-glicanos pode ser deficiente na atividade
de ALG3, e incluir um acido nucleico que codifica a-1,2-manosidase, em que
o acido nucleico inclui uma sequéncia nucleotidica que codifica uma se-
quéncia de direcionamento para direcionar a o-1,2-manosidase codificada
para o reticulo endoplasmatico. Tal célula fungica ainda pode ser deficiente
na atividade de OCH1 efou ainda incluir um acido nucleico que codifica a-
1,3-glicosiltransferase (por exemplo, ALGS).

O método pode incluir ainda a introdugéo na célula de um acido
nucleico que codifica uma GlcNAc-transferase I, em que o acido nucleico
que codifica a GlcNAc-transferase Il inclui uma sequéncia nuclectidica que
codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a GicNAc-
transferase Il codificada para um compartimento intracelular, em que a ex-
pressdo de GlcNAc-transferase 1l na celula fngica produz proteinas conten-
do GlcNAc:Man;GIcNAc; N-glicanos.

O método pode incluir ainda a introdugao na célula de um acido
nucleico que codifica uma galactosiltransferase, em que o acido nucleico que
codifica a galactosiltransferase inclui uma sequéncia nucleotidica que codifi-
ca uma sequéncia de direcionamento para direcionar a galactosiltransfe-
rase codificada para o aparelho de Golgi, em que a expressao da galacto-
siltransferase na celula flungica produz proteinas contendo GalGlcNAc-
ManzGlcNACc, ou GalgGIcNAczMansGleAcz N-glicanos. A galactosiltransfe-
rase pode ser uma fusdo de uma UDP-Glc-4-epimerase e o dominio cataliti-
co B-1,4-galactosiltransferase I. O método pode incluir ainda a introdugéo na
célula de um &cido nucleico que codifica uma proteina alvo, em que a célula
produz a proteina-alvo modificada para conter GalGIlcNAcMans;GIlcNAc, ou
Gal,GlcNAcaMan;GlcNAc, N-glicanos.

O método pode incluir ainda a introdugéo na célula de um acido
nucleico que codifica as subunidades a e 3 de Glicosidase I, em que a ex-

presséo das subunidades a e B de Glicosidase Il na célula fungica produzem
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proteinas incluindo GalGlcNAcMan,GlecNAc; ou GalbGIcNAc:MansGIlcNAC,
N-glicanos.

Este documento também caracteriza um método de produgao de
uma proteina-alvo contendo Gal,GlcNAc,MansGIcNAc,; N-glicanos. O méto-
do inclui o fornecimento de uma célula fangica geneticamente engenheirada
para ser deficiente na atividade de ALG3 e incluindo um acido nucleico que
codifica uma GlcNAc-transferase |, uma GlcNAc-transferase Il e uma galac-
tosiltransferase, em que o acido nucleico que cadifica a GicNAc-transferase
I, a GlcNAc-transferase Il e a galactosiltransferase inclui uma sequéncia nu-
cleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento, ou sequéncias
nucleotidicas que codificam sequéncias de direcionamento, para direcionar
cada proteina codificada para um compartimento intracelular (por exemplo, o
aparelho de Golgi); e introdugdo na célula de um acido nucleico que codifica
uma proteina alvo, em que a célula produz a proteina-alvo contendo
Gal,GlcNAc,Man3;GIcNAc, N-glicanos. A célula fangica pode ser mais defici-
ente na atividade de OCH1 e/ou ainda incluir um acido nucleico que codifica
a-1,3-glicosiltransferase, tal como ALG6. A célula fungica pode incluir ainda
um acido nucleico que codifica as subunidades a e B de Glicosidase II, em
que a expressdo das subunidades a e B de Glicosidase Il na célula fungica
produzem a proteina-alvo contendo Gal,GicNAc;Man;GIcNAc, N-glicanos.

Em outro aspecto, este documento caracteriza uma célula flngi-
ca isolada geneticamente engenheirada para produzir proteinas contendo
GlcNAcManzGIcNAc; N-glicanos. A célula fungica pode ser deficiente na ati-
vidade de OCH1 e incluir um acido nucleico que codifica uma a-1,2-
manosidase, uma GIcNAc-transferase I, @ uma manosidase Il, em que 0 aci-
do nucleico que codifica a-1,2-manosidase, a GlcNAc-transferase |, e a ma-
nosidase [l inclui uma sequéncia nuclectidica que codifica uma sequéncia de
direcionamento, ou sequéncias nucleotidicas que codificam sequéncias de
direcionamento, para direcionar cada proteina codificada para um comparti-
mento intracelular, em que a expressdo da a-1,2-manosidase, da GlcNAc-
transferase | e da manosidase Il na célula fungica produz proteinas contendo

GlcNAcManz;GleNAc; N-glicanos. A ceélula fungica pode incluir ainda um aci-
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do nucleico que codifica uma proteina alvo, em que a célula produz a protei-
na-alvo modificada para conter GicNAcMan;GlcNAc,; N-glicanos.

Em algumas modalidades, tal célula fangica inclui ainda um aci-
do nucleico que codifica uma GlcNAc-transferase Il, em que o acido nucleico
que codifica GlcNAc-transferase [l inclui uma sequéncia nucleotidica que
codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a GlcNAc-
transferase || codificada para um compartimento intracelular, em que a ex-
pressdo de GlcNAc-transferase |l na célula fungica produz proteinas conten-
do GIcNAc;Man;GlcNAc; N-glicanos.

Em algumas modalidades, tal célula fungica inclui ainda um
acido nucleico que codifica uma galactosiltransferase, em que o acido nu-
cleico que codifica a galactosiltransferase inclui uma sequéncia nucleoti-
dica que codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a ga-
lactosiltransferase codificada para o aparelho de Golgi, em que a expres-
sdo da galactosiltransferase na célula fungica produz proteinas contendo
Gal,GlcNAc;MansGicNAc, N-glicanos.

Ainda em outro aspecto, este documento caracteriza uma célula
fungica isolada geneticamente engenheirada para produzir proteinas con-
tendo GlcNAc;Man;GIlcNAc; N-glicanos. A célula fingica é geneticamente
engenheirada para ser deficiente na atividade de ALG3 e inclui um acido
nucleico que codifica uma GicNAc-transferase | e uma GicNAc-transferase |l,
em que o acido nucleico que codifica a GlcNAc-transferase | e a GIcNAc-
transferase Il inclui uma sequéncia nucleotidica que codifica uma sequén-
cia de direcionamento, ou sequéncias nucleotidicas que codificam se-
quéncias de direcionamento, para direcionar cada proteina codificada pa-
ra um compartimento intracelular, em que a expressido de GicNAc-trans-
ferase |, e GlcNAc-transferase |l na célula flngica produz proteinas contendo
GlecNAc;MansGIcNAc; N-glicanos. A célula fungica geneticamente engenhei-
rada ainda pode ser deficiente na atividade de OCH1 efou ainda incluir um
acido nucleico que codifica a-1,3-glicosiltransferase. Uma célula fingica ge-
neticamente engenheirada também pode incluir um acido nucleico que codi-

fica uma proteina alvo, em que a célula produz a proteina-alvo modificada
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para conter GlcNAc;MansGIlcNAc, N-glicanos. Uma célula fingica pode in-
cluir ainda um acido nucleico que codifica as subunidades a e 3 de Glicosi-
dase I, em que a expressao das subunidades a e 3 de Glicosidase Il na cé-
lula fingica produz a proteina contendo GlcNAc;Mans;GIcNAc: N-glicanos. A
céelula fungica pode incluir ainda um acido nucleico que codifica uma galac-
tosiltransferase, em que o acido nucleico que codifica a galactosiltransferase
inclui uma sequéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direciona-
mento para direcionar a galactosiltransferase codificada para o aparelho de
Golgi, em que a expressao da galactosiltransferase na célula fungica produz
proteinas contendo Gal,GlcNAc;Man;GlcNAc; N-glicanos.

Este documento também caracteriza uma cultura substancial-
mente pura de células de Yarrowia lipolytica, um nimero substancial do qual
sdo geneticamente engenheirados para produzir glicoproteinas contendo
Gal,GleNac,Man;GlcNAc; N-glicanos. As células sdo geneticamente enge-
nheiradas para ser deficientes na atividade de ALG3 e inciuir um acido nu-
cleico que codifica uma GlcNAc-transferase |, uma GlcNAc-transferase I, e
uma galactosiltransferase, em que o acido nucleico que codifica GIcNAc-
transferase |, GlcNAc-transferase Il e galactosiltransferase inclui uma se-
guéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcicnamento, ou se-
quéncias nucleotidicas que codificam sequéncias de direcionamento, para
direcionar cada proteina codificada para um compartimento intracelular, em
gue a expresséo de GlcNAc-transferase |, GIcNAc-transferase |l, e galactosil-
transferase na célula produz proteinas contendo Gal,GlcNAc,Man;GlcNAc, N-
glicanos. A célula fangica geneticamente engenheirada ainda pode ser defi-
ciente na atividade de OCH1 efou ainda incluir um acido nucleico que codifi-
ca a-1,3-glicosiltransferase (por exemplo, ALGB). As células ainda podem
incluir um &cido nucleico que codifica as subunidades a e B de Glicosidase
II, em que a expressao das subunidades a e B de Glicosidase Il na célula
fangica produzem a proteina-alvo contendo Gal,GlcNAc;Man;GIcNAG, N-
glicanos.

Em outro aspecto, este documento caracteriza uma cultura subs-

tancialmente pura de células de Yarrowia lipofytica, um nimero substancial
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das quais s&o geneticamente engenheiradas para produzir glicoproteinas
contendo Gal,GlcNAc;Man3;GIcNAc, N-glicanos, em que as células sdo ge-
neticamente engenheiradas para serem deficientes na atividade de OCH1 e
incluir um acido nucleico que codifica uma a-1,2-manosidase, uma GIcNAc-
transferase |, uma manosidase [i, uma GlcNAc-transferase |, e uma galacte-
siltransferase, em que o acido nucleico que codifica a a-1,2-manosidase, a
GlcNAc-transferase |, a manosidase Il, a GlcNAc-transferase |l, e a galacto-
siltransferase inclui uma sequéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia
de direcionamento, ou sequéncias nucleotidicas que codificam sequéncias
de direcionamento, para direcionar cada proteina cedificada para um com-
partimento intracelular, em que a expressao de a-1,2-manosidase, GlcNAc-
transferase |, manosidase li, GlcNAc-transferase |l, e galactosiltransferase
nas celulas produz proteinas compreendendo Gal,GIcNAc.Mans;GlcNAc, N-
glicanos.

Este documento também caracteriza uma composicdo que inclui
uma glicoproteina, em que pelo menos 50% (por exemplo, pelo menos 70% ou
pelo menos 85% dos N-glicanos na glicoproteina sdo GlcNAcMan;GlcNAG,
N-glicanos.

A menos gue de outra maneira definido, todos os termos técni-
cos e cientificos usados neste pedido t€m o mesmo significado que comu-
mente entendido por um versado ordinario na técnica a qual esta invengao
pertence. Embora os métodos e materiais similares ou equivalentes aos
descritos neste pedido possam ser usados na pratica ou teste da presente
inven¢ao, métodos e materiais exemplares sao descritos abaixo. Todas as
publicacdes, pedidos de patentes, patentes, Nimeros de Acesso Genbank®,
e outras referéncias mencionadas neste pedido sao incorporados por refe-
réncia na sua totalidade. Em caso de conflito, o presente pedido de patente,
incluindo definigdes, controlara. Os materiais, métodos e exemplos séo ilus-
trativos somente e ndo destinados a serem limitantes.

Outras caracteristicas e vantagens da invengao serdo evidentes
a partir da seguinte descricado detalhada, e das reivindicagtes.

DESCRICAO DOS DESENHOS
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A figura 1A € uma representacao de estruturas de MansGLcNACc;
e Mans;GlcNACc;.

A figura 1B & um diagrama esquematico do plasmideo pYIOCH1
PUT TOPO.

Afigura 2 € uma série de eletroferogramas representando a ana-
lise de N-glicano de proteinas secretadas obtidas de células selvagens po1d
Inuga de Yarrowia lipolytica ou células Aoch1 poid Inuga de Yarrowia lipoly-
fica. O N-glicano principal na inativacdo OCH1 torna-se MangGIlcNAc,. A a-
nalise foi realizada usando eletroforese de carboidrato assistida por sequen-
ciador, assistida por fluoréforo de DNA (DSA-FACE). "M5", "M6&", "M8" e
"M8", referem-se ao nimero de residuos de manose conjugados a estrutura
da base N-acetilglicosamina. O eixo Y representa as unidades de fluores-
céncia relativas como uma indicagao da quantidade de cada estrutura de N-
glicano. O eixo X representa a mobilidade relativa de cada estrutura de N-
glicano por um tubo capilar. O topo eletroferograma € uma analise de dex-
trana para uso como um padrao de mobilidade.

A figura 3 € um diagrama esquematico de plasmideos pYLHUX-
dL2preManHDEL e pYLTUXdL2preManHDEL.

A figura 4 € uma série de eletroferogramas representando o per-
fil de N-glicanc apés introdugao de um ManHDEL (= a-1,2-manosidase mar-
cada com HDEL) cassete de expressao (sob controle do promotor TEF1 ou
Hp4d) na cepa G014. "Rd" significa "integracdo randémica" através das se-
quéncias zeta presentes nos vetores mostrados na figura 3. O N-glicano
principal de acordo com a expressdo de manosidase € MansGIcNAc,. Con-
servando o marcador URA3 de uma destas cepas (G018, ver Tabela 2) nao
modifica o perfil de N-glicano.

A figura 5 é um esquematico da estratégia de construcdo de
plasmideos JME926 pPTLeu2-ADE2ex-Hp4dManHDEL (Yl) e OXYP289 pP-
TAxp1-LEU2ex-Hp4dManHDEL (YI). Ver a figura 23 para a construgdo do
vetor pYLTmAXrGnTII.

A figura 6 € uma série de eletroferogramas representando o

perfil de N-glicano apés introducéo de um cassete de expressao ManHDEL
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(= a-1,2-manosidase marcada com HDEL) (sob controle do promotor Hp4d)
na cepa G014 pela integracéo direcionada (Tg) no locus LEUZ2 ou no AXP1.
MansGicNAc; torna-se o N-glicano principal.

A figura 7 € uma descricdo da sequéncia de aminoacidos (SEQ
ID NO:3) e a sequéncia nucleotidica otimizada por codon de Yarrowia (SEQ
ID NO:4) da proteina de fusado entre os 100 aminoacidos N-terminais de
KreZp e o dominio catalitico de GlcNAc-transferase | humana. Em negrito:
parte KreZp da proteina de fuszo; em fonte normal: parte GnT | da proteina
de fusdo; sublinhado: cédons de inicio e de parada.

A figura 8 é um diagrama esquematico da estratégia de constru-
¢ao para plasmideos pYLTmMAXhGnTI e pYLHpAmMAXhGnTI.

A figura 9 é uma série de eletroferogramas representando o per-
fil de N-glicano apés introdugéo de GnT | atividade na cepa G036 pela trans-
formacao com um vetor que expressa de GnT |. "Rd" significa "integragéo
randémica" através das sequéncias zeta presentes nos vetores mostrados
na figura 8. O N-glicano principal de acordo com a expresséo da atividade de
GnT | é GlcNAcMansGlecNAc,. No tratamento in vitro com a-1,2-manosidase
nao modifica o perfil significativamente, indicando que somente quantidades
pequenas de N-glicanos de alta manose aléem de MansGIcNAc; estao pre-
sentes. Tratamento com hexosaminidase in vitro resulta em um deslocamen-
to de GlcNAcMansGlcNAc, em diregdo a MansGIcNAc..

A figura 10 € uma representacdo da seqguéncia de aminoacidos
(SEQ ID NO:7) e a sequéncia nucleotidica otimizada por cdédon de Yarrowia
(SEQ ID NO:8) da proteina de fus&o entre os 36 aminoacidos N-terminais de
Mnn2p e o dominio catalitico de manosidase |l de Drosophila melanogaster.
Em negrito: parte de Mnn2p de proteina de fusao; em fonte normal: parte
Man Il de proteina de fusdo; sublinhado: cdédons de inicic e de parada.

A figura 11 é uma representagao esquematica da estratégia de
construcao de plasmideos pYLTmMAXDmManll e pYLTmAXDmMani!
(LEUZex).

A figura 12 € uma série de eletroferogramas representando o

perfil de N-glicano apds introducao da atividade de Man Il na cepa G040 pe-
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la transformacéo com um vetor de expressdo de Man Il. "Rd" significa "inte-
gracéo randdmica" através das sequéncias zeta presentes nos vetores mos-
trados na figura 11. De acordo com a expressao da atividade de Man I, um
novo pico aparece com mobilidade eletroforética mais alta, bem como um
pico ‘de ombro’ que corre quase na mesma posi¢ao que MansGlcNAc,. Tra-
tamento com hexosaminidase in vitro resulta em um deslocamento para fren-
te destes picos (ao lado do deslocamento observado de GlcNAc-
MansGlcNAc; em direcao a Man;GlcNAG,), indicando a presenca de GlcNAc
terminal e dessa forma identificando os picos como GlcNAcMan;GIcNAc, e
GicNAcMan;GlcNAc,. O tratamento in vitro com a-1,2-manosidase nao mo-
difica o perfil significativamente, indicando que somente pequenas guantida-
des de N-glicanos de alta manose além de MansGlcNAc; estao presentes.

A figura 13 é a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO:9) e a
sequéncia nucleotidica otimizada por cédon de Yarrowia (SEQ ID NO:10) da
proteina de fus&o entre os 46 aminoacidos N-terminais de Mnn2p, a proteina
similar a UDP-Glc-4-epimerase de Schizosaccharomyces pombe e o domi-
nio catalitico de B-1,4-galactosil transferase ! humana. A parte Mnn2p da
proteina de fuséo € de 1-46, as sequéncias ligantes sdo de 47-49 e 405-408,
sequéncias de epimerase da proteina de fusao sao de 50-404, e a parte Man
Il da proteina de fusao & de 409-763 da SEQ ID NO:9. A parte Mnn2p s&o
dos nucleotideos 1-138, as sequéncias ligantes sao de nucleotideos 139-147
e 1213-1224, sequéncias de epimerase sao dos nucleotideos 148-1212, e a
parte Man 1l € de 1225-2289 da SEQ ID NO:10. Cédons de inicio e de para-
da estao sublinhados.

A figura 14 é uma representagdo esquematica da estratégia de
construgdo de plasmideos pYLTmMAXSpGal10hGalTl e pYLTmMAXSp-
Gal10hGaiTl (ADE2ex).

A figura 15 é uma série de eletroferogramas representando o
perfil de N-glicano apés introducdo da atividade de Gal10-GalTl na cepa
G040. O transformante resultante G044 foi cultivado em 2 meios diferentes.
"Rd" significa "integra¢ao randémica" através das sequéncias zeta presentes

nos vetores mostrados na figura 14. De acordo com a expresséo da ativida-
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de de Gal10-GalTl, um novo pico aparece correndo em uma posigio entre
Man;GlcNAc; e MangGIcNAc,. Tratamento com galactosidase in vitro resulta
em um deslocamento para frente deste pico e um aumento igual de Glc-
NAcMansGIcNAc; (o Ultimo que é confirmado como representando este N-
glicano pelo tratamento duplo com galactosidase e hexosaminidase). Isto
indica a presenca do terminal galactose e dessa forma identificacdo do novo
pico do perfil de G044 como GalGlcNAcMansGIcNAc,. Tratamento in vitro
com a-1,2-manosidase indica a presenga de uma grande quantidade de N-
glicanos de alta manose (especialmente MangGIcNAc;) que ainda nao foram
cortados a MansGIcNACc;.

A figura 16 é uma representagao esquematica do plasmideo p-
YLalg3PUT-ALGS6.

A figura 17 é uma série de eletroferogramas representando o
perfil de N-glicano apoés introdugédo de pYLalg3PUT-ALG6E na cepa G036. A
superexpressao de ALG6 resulta em uma quantidade significante de picos
de glicosilados (GlcMansGlcNAc; e GlcoMansGleNAGc,), indicando que a es-
trutura GlcsMansGIlcNAc; que foi transferida para a proteina nascente néo é
completamente cortada em direcdo a Man5'GIcNAc, por Glicosidase 1. De-
pendendo do meio de crescimento, Man5'GIcNAc, & gerado parcialmente
(ainda algum MansGlcNAc; e Man,GIcNAc,) ou quase completamente cor-
tado em diregao a Mans;GIcNAc; pela agdo da o-1,2-manosidase de T. reesei
localizada por ER marcada com HDEL. Os picos de MangsGIlcNAC, e
MansGIcNACc, s&o identificados como tal, pela sua sensibilidade em dire¢ao
a a-1,2-manosidase. Por causa da finalizagdo com glicose, GlcMangGlcNAC,
e Gle,MansGIlcNAC; sdo insensiveis em direcdo a este tratamento. A mano-
sidase de Jack Bean € parcialmente capaz de remover a-1,6-manose livre
ligada enquanto também converte Man3-5'GlcNAc, em ManGlcNAC..

A figura 18 é uma representacdo esquematica da estratégia de
construgéo do plasmideo pYLTmAXhGnTI (Hygr ex).

A figura 19 é uma série de eletroferogramas representando os
perfis de N-glicano apés introdugéo da atividade de GnT | na versao nao cu-
rada (G039) ou curada (G045) da cepa Aalg3-Hp4dALG6 pela transforma-
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¢do com um vetor expressando GnT |. A geragdo de GlcNAcMan;GicNAc,
foi provada através de uma digestdo com hexosaminidase. O novo pico des-
loca-se completamente de volta em direcao a ManyGIcNAc,. Na cepa G048,
a conversdo em diregcdo a GlcNAcMans;GlcNAc, nao foi completa uma vez
que algum ManzGIcNAc; ainda pode ser observado. Esta cepa também tem
algum MansGlcNAc; remanescente como mostrado pela digestdo com a-
1,2-manosidase.

A figura 20 é uma representacdo esquematica da estratégia de
construgaoc do plasmideo JME925 pPTAde2-URA3ex-Hp4thnTI.

A figura 21 & uma série de eletroferogramas representando per-
fis de N-glicano ap6s introducéo da atividade de GnT | na versdo curada da
cepa Aalg3-Hp4dALGE (=G045); a integragdo de uma expressao dirigida por
um construto Hp4d no locus ADE2 (Tg-adeZ2). Nesta cultura, a quantidade de
N-glicanos dlicosilados foi alta e a conversdo de Mangs.sGIcNAc, a
Manz;GIcNAc; nao foi completa. Um novo pico correndo ao lado de
Man4'GIcNACc; foi observado no transformante G057 e pode ser designado
como GlcNAcMan;GlcNAc, baseado no resultado da digestao com hexosa-
minidase: o novo pico completamente se desloca de volta em diregdo a
Mans;GIcNACc..

A figura 22 é a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO:17) e a
sequéncia nucleotidica otimizada por cédon de Yarrowia (SEQ ID NO:18) da
proteina de fusao entre os 36 aminoacidos N-terminais de Mnn2p e o domi-
nio catalitico da GlcNAc-transferase 1l de rato. Em negrito: parte de Mnn2p
da proteina de fusdo; em fonte normal: parte GnT |l da proteina de fusio:
sublinhado: cédons de inicio e de parada.

A figura 23 € uma representagdo esquematica da estratégia de
construcao de plasmideos pYLTmAXrGnTIl e pYLTmAXrGnTIl (ADEZ2 ex).

A figura 24 & uma série de eletroferogramas representando per-
fis de N-glicano apés introdugéo da atividade de GnT Il em uma cepa que
sintetiza GlcNAcMans;GIcNAc,. As cepas resultantes foram obtidas através
da transformacéo dupla de G045 com os construtos de expressdo GnTl e

GnT Il ou atraves da transformacao de G047 com o construto de expressao
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GnTll. Em ambos os casos, o pico que representa GicNAcMan;GlcNAc, de-
sapareceu quase completamente e um novo pico, sobre uma unidade de
glicose maior, apareceu. O tratamento com hexosaminidase indica a presen-
¢a de dois residuos de GlcNAc¢ terminais para o novo N-glicano; o pico des-
loca-se aproximadamente duas unidades de glicose a esquerda e dessa
forma representa GlcNAc:Man;GIcNAc,;. O tratamento com a-1,2-manosi-
dase nao resulta em diferencas principais, indicando que somente sio limi-
tadas as quantidades de Mans.sGIlcNAc, presentes.

A figura 25 é um diagrama esquematico de plasmideos pYL-
TUXdLZ2preAnGlcll e pYLeu2EXTEFpreLip2AnGlucllf para a expressio de
atividade de Glicosidase .

A figura 26 & um esquematico da estratégia de construcdo de
plasmideos JME923 pPTura3-LEU2ex-Tefl 2preAnGlclla+b [alt1].

A figura 27 & um esquematico da estratégia de construgéo de
plasmideos JME923 pPTura3-LEUZex-Hp4dL2preAnGlclla+blalt1] e Zeta-
LEUZex-Hp4dL2preAnGlclla+bfalt].

A figura 28 € uma série de eletroferogramas representando per-
fis de N-glicano apés introdugéo de atividade de Glicosidase Il em uma cepa
que sintetiza GlcNAcMan3GIcNAc2. As cepas resultantes foram obtidas a-
traveés de integragdo randdmica (G060) ou direcionadas (G061) de um cons-
truto de expressao dual das subunidades gls2a e gls2B. Em ambos os ca-
sos, uma reducdo de picos de glicosilados é observada. O tratamento com
a-1,2-manosidase indica que nem todos os Man5'GlcNAc; gerados foram con-
vertidos em diregdo a Mans;GlcNAc; pela a-1,2-manosidase heteréloga marca-
da com HDEL. Por causa da finalizagdo com dglicose, GlcMansGIcNAc, e
Gle:MansGlcNAc; sdo insensiveis em dire¢do a este tratamento. A manosi-
dase de Jack Bean € parcialmente capaz de remover a-1,6-manose livre [i-
gada tanto nos N-glicanos glicosilados restantes como em GlcNAc-
MansGIcNAc,. Além disso, este tratamento converte Mans.sGIcNAc; em
ManiGlecNAc,. "Rd" significa "integragdo randémica" através das sequéncias
zeta presentes nos vetores mostrados na figura 27. "Tg-ade2" e "Tg-ura3"

significam a integracéo direcionada no locus ADE2 resp. URA3.
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A figura 29 & uma série de eletroferogramas representando o
perfil de N-glicano de secretoma das cepas G070 e G071, que foram gera-
dos através da introducdo de GlcNAc-transferase Il na cepa G061. Os N-
glicanos foram tratados com qualquer a-1,2-manosidase (removendo todo os
residuos terminais de a-1,2-manose ligada) ou hexosaminidase (que remove
os residuos terminais de B-1,2-GlcNAc ligada) para permitir a identificacao
dos picos nos perfis nativos de G070 e G071. Os N-glicanos contendo glico-
se nao sdo sensiveis a qualquer das duas enzimas. O tratamento com a-1,2-
manosidase resulia na decoracdo de Man5'GIlcNAc2 e Man4GIcNAc2 em
dire¢do a Man3GIcNAc2. O tratamento com hexosaminidase remove resi-
duos terminais de B-1,2-GlcNAc ligada que foram adicionados por GlcNAc-
transferase | e |l para gerar Man3GIcNAc2.

A figura 30A & a sequéncia nucleotidica da pré-pro-Lip2-cadeia
leve sintética (LC) (SEQ ID NO:32).

A figura 30B € a sequéncia de aminoacidos de pré-pré-Lip2-LC
sintético (SEQ 1D NO:33)

A figura 31A é a seguéncia nucleotidica da pré-pré-Lip2-cadeia
pesada sintetica (HC) (SEQ ID NO:34).

A figura 31B & a sequéncia de aminoacidos de pré-pro-Lip2-HC
sintético (SEQ |D NO:35).

A figura 32 €& uma série de eletroferogramas representando a
analise de perfil de N-glicano de culturas de frasco de agitacdo Su-
perT/glicerol de cepas glicoengenheiradas G045, G057, G061 e G071 que
foram transformadas com pYLHp4L2pré-pré-HerHC/LC (GUT2ex)-ori2. Ver a
Tabela 2 para uma descrigédo das cepés G045, G057, G061 e GO71.

A figura 33 & um grafico dos resultados a partir de um ELISA
funcional em pontos de tempo diferentes na fermentacéo batelada alimenta-
da de G096.

As figuras 34A e B sao a série de eletroferogramas representan-
do a analise de perfil de N-glicano do secretoma em pontos de tempo dife-
rentes dentro da fermentagao batelada alimentada de G096.

DESCRICAO DETALHADA
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Como descrito neste pedido, a sintese in vivo dos N-glicanos
complexos similares de mamiferos em glicoproteinas secretadas pela leve-
dura pode ser baseada em uma estrutura de base de Mans;GlcNAc, ou em
MansGIcNAc; (ver figura 1A, "Man" refere-se a manose, e "GIcNAc" refere-
se a N-glicosamina). Para produzir a estrutura de base de MansGIcNAc;, as
células de levedura podem ser engenheiradas tal que a atividade de a-1,2-
manosidase seja aumentada em um compartimento intracelular e a atividade
de alongamento de Cadeia Exterior (OCH1) seja reduzida. Para produzir a
estrutura de base de Mans;GIcNAc,, a atividade da Glicosilacao 3 Ligada a
Asparagina (ALG3) e, em algumas modalidades, OCH1 & reduzida, atividade
de a-1,2-manosidase e, em algumas modalidades, a atividade de a-1,3-
glicosiltransferase € aumentada. O perfil de N-glicano de proteinas produzi-
das em tais células de levedura pode ser alterado pela engenharia adicional
das células de levedura para conter uma ou mais das seguintes atividades:
atividade de GlcNAc transferase | (GnT I), atividade de manosidase I, ativi-
dade de GIcNAc transferase Il (GnT Il), atividade de Glicosidase |l, e ativida-
de de galactosiltransferase (Gal T). Por exemplo, expressando GnT | em
uma célula de levedura que produz MansGlcNAc; ou Mans;GIcNAc; N-
glicanos resulta na transferéncia de uma porcao GlcNAc a MansGIcNAc; ou
MansGlcNAc, N-glicanos tal que GlcNAcMansGIcNAc, ou  GlcNAc-
MansGIlcNAc, N-glicanos, respectivamente, sejam produzidos. Em células que
produzem GlcNAcMansGlcNAc, N-glicanos, expressando uma manosidase |l
resulta em dois residuos de manose que sdo removidos de GIcNAc-
MansGIlcNAc; N-glicanos para produzir GlcNAcMan;GlcNAc,; N-glicanos. Em
células que produzem GlcNAcMans;GIcNAc,; N-glicanos, expressando GnT |l
resulta na transferéncia de outra porgao de GlcNAc a GlcNAcManz;GIcNAc, N-
glicanos para produzir GlcNAc,MansGIlcNAc, N-glicanos. Expressao de Gal T
em células que produzem GlcNAcMan;GicNAc; ou GlcNAcMan;GlcNAc, N-
glicanos resulta na transferéncia de galactose a GicNAcManaGIcNAc, ou
GleNAc;ManiGIlcNAc, N-glicanos para produzir GalGlcNAcMan.GlcNAc; ou
Gal,GlcNAc,;Man;GIcNAc; N-glicanos. Em algumas modalidades, Glicosida-

se Il (por exemplo, por expressado de subunidades a e B) pode ser expressa
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para aumentar a produgio da estrutura de base de Mans;GIcNAC;.

Moléculas alvo

As moléculas alvo, como usado neste pedido, refere-se a qual-
quer moléecula que sofre N-glicosilagao em uma celula geneticamente enge-
nheirada (por exemplo, uma célula fungica, tal como Yarrowia lipolytica, Ar-
xula adeninivorans, ou outras espécies relacionadas célula de levedura di-
morfica; uma célula vegetal, ou célula animal). Em algumas modalidades, as
moléculas-alvo sao capazes de trafegar por uma ou mais etapas da via se-
cretoria de Yarrowia lipolytica ou Arxufa adeninivorans (ou outras espécies
relacionadas de levedura dimérfica), resultando na sua N-glicosilag&o pelo
maquinario da célula hospedeira. As moléculas-alvo podem ser endogenas
ou exogenas.

Proteinas-alvo adequadas incluem proteinas patdgenas (por e-
xemplo, toxoide tetanico; toxoide difterico; proteinas de superficie viral (por
exemplo, glicoproteinas de citomegalovirus (CMV) B, H e gClil; glicoprotei-
nas de envelope de virus de imunodeficiéncia humana 1 (VIH 1); glicoprotei-
nas de envelope de virus de sarcoma de Rous (RSV); glicoproteinas de en-
velope de herpes simplex virus (HSV); glicoproteinas de envelope de virus
Epstein Barr (EBV), glicoproteinas de envelope de virus de varicella-zoster
(VZV); glicoproteinas de envelope de virus papiloma humano (HPV); glico-
proteinas de virus de influenza; e antigenos de superficie da familia de He-
patite), proteinas lisossomais {por exemplo, glicocerebrosidase, cerebrosida-
se, ou galactocerebrosidase), insulina, glucagon, fatores de crescimento,
citocinas, quimiocinas, uma ligacdo de proteina a um receptor Fc, anticorpos
ou fragmentos dos mesmos, ou fusdes de alguma das proteinas a anticorpos
ou fragmentos de anticorpos (por exemplo, proteina-Fc). Fatores de cresci-
mento incluem, por exemplo, Fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento similar a insulina (IGF), proteina morfogénica
ossea (BMP), fator estimulante de colbnia de granulécitos (G-CSF), fator
estimulante colénia de macréfago-granulécito (GM-CSF), fator de crescimen-
to de Nervo (NGF); uma Neurotrofina, fator de crescimento derivado de Pla-

queta (PDGF), Eritropoietina (EPO), Trombopoietina (TPO), Miostatina
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{(GDF-8), fator de Diferenciacao de Crescimento 9 (GDF9), fator de cresci-
mento de fibroblasto basico (bFGF ou FGF2), fator de crescimento Epidér-
mico (EGF), fator de crescimento de Hepatocito (HGF). Citocinas incluem,
por exemplo, interleucinas (por exemplo, IL-1 a IL.-33, tais como IL-1, IL-2,
IL-3, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, 1L-13, ou IL-15) e
interferons (por exemplo, interferon B ou Interferon-y). Quimiocinas incluem,
por exemplo, I-309, TCA-3, MCP-1, MIP-1 a, MIP-1 B, RANTES, C10, MRP-
2, MARC, MCP-3, MCP-2, MRP-2, CCF18, MIP-1 v, Eotaxina, MCP-5, MCP-
4, NCC-1, CkB10, HCC-1, Leucotactina-1, LEC, NCC-4, TARC, PARC, ou
Eotaxina 2. Também incluidas sao glicoproteinas tumorais (por exemplo,
antigenos associados ao tumor), por exemplio, antigeno carcinoembrionario
(CEA), mucina humanas, HER-2/neu, e antigeno especifico para préstata
(PSA) [Henderson e Finn, Advances in Immunology, 62, pp. 217-56 {(1996)].
Em uma modalidade, a proteina-alvo € um anticorpo anti-HER2/neu. Em al-
gumas modalidades, a proteina-alvo pode ser aquel associada a um distar-
bio de armazenamento lisossomal, proteinas alvos que incluem, por exem-
plo, Alfa-L-iduronidase, beta-D-galactosidase, beta-Glicosidase, beta-hexo-
saminidase, beta-D-manosidase, alfa-L-fucosidase, arilsulfatase B, arilsulfa-
tase A, alfa-N-acetilgalactosaminidase, aspartilglicosaminidase, iduronato-2-
sulfatase, alfa-glicosaminida-N-acetiltransferase, beta-D-glicoronidase, hialu-
ronidase, alfa-L-manosidase, alfa-neuraminidase, fosfotransferase, lipase
acida, acido ceramidase, esfingomielinase, tioesterase, catepsina K, e lipo-
proteina lipase.

As proteinas-alvo também podem ser proteinas de fusao. As
proteinas de fusao incluem, por exemplo, uma fuséo de (i} qualquer proteina
descrita neste pedido ou fragmento da mesma com (i) um anticorpo ou
fragmento do mesmo. Como usado neste pedido, o termo "fragmento de an-
ticorpo” refere-se a {a) um fragmento de ligacédo a antigeno ou (b) uma parte
Fc do anticorpo que pode interagir com um receptor Fc. Um fragmento de
ligagao a antigeno pode ser, por exemplo, um fragmento Fab, F(ab’), Fv, e
Fv de cadeia unica (scFv). Um fragmento scFv € uma cadeia de polipeptideo

Unica que inclui as regides de variavel da cadeia tanto pesada como leve do
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anticorpo do qual o scFv é derivado. Além disso, diacorpos [Poljak (1994)
Structure 2 (12):1121-1123; Hudson et al. (1999} J. Immunol. Methods 23 (1-
2):177-189] e intracorpos [Huston et al. (2001) Hum. Antibodies 10 (3-4):127-
142, Wheeler et al. (2003) Mol. Ther. 8 (3):355-366; Stocks (2004) Drug Dis-
cov. Today 9 (22): 960-966] podem ser usados nos métodos da invencao.

As proteinas-alvo também podem ser juntadas a um ou mais de
um polimero, um veiculo, um adjuvante, uma imunotoxina, ou uma por¢ao
detectavel (por exemplo, fluorescente, luminescente ou radioativa). Por e-
xemplo, uma proteina-alvo pode ser juntada ao polietilenoglicol, que pode
ser usado para aumentar o peso molecular de pequenas proteinas efou au-
menta o tempo de residéncia de circulagéo.

Em algumas modalidades, a molécula-alvo pode ser, ou conter,
dolicol.

Celulas Geneticamente Engenheiradas

As celulas geneticamente engenheiradas descritas neste pedido
podem ser usadas para produzir moléculas-alvo que contém N-glicanos simi-
lares de mamiferos ou moléculas-alvo que contém intermediarios dentro da
via de glicosilagdo mamifera. Por exemplo, como descrito neste pedido, os
acidos nucleicos que codificam uma ou mais enzimas podem ser introduzidos
em uma célula fungica tal que a célula produza o N-glicano desejado (por e-
xemplo, GlcNAcMansGIcNAc,, GlcNAcManzGIcNAc,, GleNAc:MansGlcNACs,
GalGIcNAcMan;GlcNAc; ou Gal,GlcNAc,Man:GlcNAc, N-glicanos). Dessa
forma, em alguma das modalidades descritas neste pedido, uma célula fan-
gica pode conter um Acido nucleico que codifica uma enzima, ou um acido
nucleico pode codificar multiplas enzimas. Cada tal acido nucleico também
pode conter uma sequéncia de direcionamento como discutido abaixo. Além
disso, um acido nucleico que codifica uma molécula-alvo também pode ser
introduzido na célula fangica tal que a molécula-alvo seja produzida e modi-
ficada para conter o N-glicano desejado (por exemplo, GlcNAcMansGIlcNAC,,
GlcNAcMan;GIcNAc,, GlcNAcMansGIcNAc,, GalGlcNAcMansGlcNAc, ou
Gal,GlcNAc;Man;GIcNAc, N-glicanos).

Os termos "acido nucleico" e "polinucleotideo” sio usados inter-
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cambiavelmente neste pedido, e referem-se tanto a RNA como a DNA, inclu-
indo cDNA, DNA gendmico, DNA sintético, e DNA (ou RNA) contendo ana-
logos de acidos nucleicos. Os acidos nucleicos podem ter qualquer estrutura
tridimensional. Um acido nucleico pode ser de fita dupla ou de fita simples
(isto €, uma fita sentido ou uma fita antissentido). Exemplos ndo limitantes
de acidos nucleicos incluem genes, fragmentos génicos, éxons, introns, RNA
mensageiro (mMRNA), RNA de transferéncia, RNA ribossémico, siRNA, micro-
RNA, ribozimas, cDNA, polinucleotideos recombinantes, polinucleotideos
ramificados, plasmideos, vetores, DNA isolado de qualquer sequéncia, RNA
isolado de qualquer sequéncia, sondas de acidos nucleicos, e iniciadores,
bem como analogos de acidos nucleicos. "Polipeptidec" e "proteina" séo
usados intercambiavelmente neste pedido e significam qualquer cadeia liga-
da ao peptideo de aminoacidos, apesar de madificacao de comprimento ou
pos-traducao.

Um "acido nucleico isolado" refere-se a um acido nucleico que €
separado de outras moléculas de acidos nucleicos que estio presentes em
um genoma que ocorre naturalmente, incluindo acidos nucleicos que nor-
malmente flanqueiam um ou ambos os lados do acido nucleico em um ge-
noma que ocorre naturalmente (por exemplo, um genoma de levedura). O
termo "isolado" como usado neste pedido com respeito a acidos nucleicos
também inclui qualquer sequéncia de acidos nucleicos que nao ocorre natu-
ralmente, uma vez que tais sequéncias que nao ocorrem naturalmente nao
s@o enconitradas na natureza e nao tém sequéncias imediatamente conti-
guas em um genoma que ocorre naturalmente.

Um &cido nucleico isolado pode ser, por exemplo, uma molécula
de DNA, fornecido de uma das sequéncias de acidos nucleicos normalmente
encontradas imediatamente flanqueando agquela molécula de DNA em um
genoma que ocorre naturalmente & removido ou ausente. Dessa forma, um
acido nucleico isolado inclui, sem limitacdo, uma molécula de DNA que exis-
te como uma molécula separada {(por exemplo, um acido nucleico guimica-
mente sintetizado, ou um fragmento de cDNA ou DNA gendmico produzido

por PCR ou tratamento com endonuclease de restricdo) independente de
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outras sequéncias bem como DNA que é incorporado em um vetor, um
plasmideo de replicagdo autdbnoma, um virus (por exemplo, qualquer para-
mixovirus, retrovirus, lentivirus, adenovirus, ou virus de herpes), ou em DNA
gendmico de um procarioto ou eucarioto. Além disso, um acido nucleico iso-
tado pode incluir um acido nucleico engenheirado, tal como uma molécula de
DNA que € parte de um hibrido ou fus@o de acido nucleico. Um acido nuclei-
co existente entre centenas a milhdes de outros acidos nucleicos, por exem-
plo, dentro de bibliotecas de cDNA ou bibliotecas gendmicas, ou fatias de gel
que contém um digestéo de restricido de DNA genémico, nao se considera
um acido nucleico isolado.

O termo "exogeno” como usado neste pedido com referéncia ao
acido nucleico e uma célula hospedeira particular refere-se a qualquer acido
nucleico que nao ocorre (e nao pode ser obtido de) naquela célula particular
como encontrado na natureza. Dessa forma, um acido nucleico que néo o-
corre naturalmente € considerado ser exdgeno a uma célula hospedeira uma
vez introduzido na célula hospedeira. £ importante observar que acidos nu-
cleicos que nao ocorrem naturalmente podem conter subsequéncias de aci-
dos nucleicos ou fragmentos de sequéncias de acidos nucleicos que séo
encontradas na natureza contanto que o acido nucleico no conjunto nao e-
Xista na natureza. Por exemplo, uma molécula de acidos nucleicos que con-
tem uma sequéncia de DNA gendmico dentro de um vetor de expresséao é o
acido nucleico que nao ocorre naturalmente, € dessa forma, é exodgena a
uma celula hospedeira uma vez introduzida na célula hospedeira, uma vez
que aquela molécula de acidos nucleicos no conjunto (DNA gendémico mais
DNA de vetor) n&o existe na natureza. Dessa forma, qualquer vetor, plasmi-
deo de replicacdo autdnoma, ou virus (por exemplo, retrovirus, adenovirus
ou virus de herpes) que no conjunto naoc existem na natureza sio conside-
rados acidos nucleicos que nao ocorrem naturalmente. Segue-se que frag-
mentos de DNA gendmico produzidos por PCR ou tratamento por endonu-
clease de restricdo bem como cDNAs s&o considerados ser acido nucleico
que nao ocorrem naturalmente uma vez que existem como moléculas sepa-

radas né@o encontradas na natureza. Segue-se também que qualquer acido
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nucleico que contém uma sequéncia promotora e sequéncia que codifica o
polipeptideo (por exemplo, cDNA ou DNA gendmico) em um arranjo ndo en-
contrado na natureza é acido nucleico que nao ocorre naturalmente. Um aci-
do nucleico de ocorréncia natural pode ser exdgeno a uma célula particular.
Por exemplo, um cromossomo inteiro isolado de uma célula da levedura x &
um acido nucleico exdégeno com respeito a uma célula da levedura y uma
vez que aquele cromossomo € introduzido em uma célula de levedura.

Células adequadas para engenharia genética incluem, por e-
xemplo, células fangicas (por exemplo, Yarrowia lipolytica ou qualquer outra
celula de levedura dimdrfica relacionada descrita neste pedido), células ve-
getais, ou células animais. As células podem ser células primarias, células
imortalizadas, ou células transformadas. As células podem ser aqueles em
um animal, por exemplo, um mamifero ndo humano. Tais células, antes da
engenharia genética como especificadas neste pedido, podem ser obtidas
de uma variedade de fontes comerciais e instalagcées de recursos de pesqui-
sa, tais como, por exemplo, American Type Culture Collection (Rockville,
MD).

A engenharia genética de uma célula pode incluir modificagées
genéticas, tais como: (i) delecdo de um gene enddgeno que codifica uma
proteina tendo atividade de N-glicosilagao; (ii) introdugdo de um acido nucle-
ico recombinante que codifica uma forma mutante de uma proteina (por e-
xemplo, proteina endégena ou exégena) tendo atividade de N-glicosilagéo
(isto &, expressando uma proteina mutante tendo uma atividade de N-
glicosilagao); (iif) introdugdo ou expressdo de uma molécula de RNA que
tnterfere na expressao funcional de uma proteina tendo atividade de N-
glicosilagao; (iv) introdugao de um acido nucleico recombinante que codifica
uma proteina selvagem (por exemplo, endégeno ou exdgeno) tendo ativida-
de de N-glicosilagéo (isto &, expressando uma proteina tendo uma atividade
de N-glicosilagao); ou (v) alteragao de elementos promotores ou potenciali-
zadores de um ou mais genes endégenos gue codificam proteinas tendo
atividade de N-glicosilagcao, dessa forma, para alterar a expressdo das suas

proteinas codificadas. As moléculas de RNA incluem, por exemplo, pequeno
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RNA de interferéncia (siRNA), RNA de grampo curto (shRNA), RNA antis-
sentido ou microRNA (miRNA). Entende-se que o item (ii) inclui, por exem-
plo, a substituigdo de um gene enddgeno por um gene que codifica uma pro-
teina tendo maior atividade de N-glicosilagdo quanto ao gene endogeno as-
sim substituido. A engenharia genética também inclui a alteragéo de um ge-
ne endoégeno que codifica uma proteina tendo uma atividade de N-gli-
cosilag@o para produzir uma proteina tendo adigdes (por exemplo, uma se-
quéncia heterdloga), delegdes, ou substituigcbes (por exemplo, muta¢des, tais
como mutagbes pontuais; mutagbes conservativas ou ndo conservativas).
Mutagdes podem ser introduzidas especificamente (por exemplo, mutagéne-
se sitio-dirigida ou recombinagéo homéloga) ou podem ser introduzidas ran-
domicamente (por exemplo, as células podem ser quimicamente mutageni-
zed como descrito em, por exemplo, Newman e Ferro-Novick (1987) J. Cell
Biol. 105 (4).1587.

As modificagbes genéticas descritas neste pedido podem resul-
tar em um ou mais de (i) um aumento em uma ou mais atividades de N-
glicosilagdo na célula geneticamente meodificada, (i) uma reducdo em uma
ou mais atividades de N-glicosilagdo na célula geneticamente modificada,
(i) uma modificagado na localizagao ou distribuicao intracelular de uma ou
mais atividades de N-glicosilaggo na célula geneticamente modificada, ou
(iv) uma modificagdo na proporgao de uma ou mais atividades de N-
glicosilacdo na célula geneticamente modificada. Entende-se que um au-
mento na quantidade de uma atividade de N-glicosilagdo pode ser devido &
superexpressao de uma ou mais proteinas tendo atividade de N-glicosilacéo,
um aumento no namero de cépias de um gene enddgeno (por exemplo, du-
plicagdo génica), ou uma alteracdo no promotor ou potencializador de um
gene endogeno que estimula um aumento na expressao da proteina codifi-
cada pelo gene. Uma redu¢éo em uma ou mais atividades de N-glicosilacéo
pode ser devido a superexpressao de uma forma mutante (por exemplo,
uma forma negativa dominante) de uma ou mais proteinas tendo atividades
de N-glicosilagao alteradas, introducéo ou expressao de uma ou mais molé-

culas de RNA de interferéncia que reduzem a expressao de uma ou mais
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proteinas tendo uma atividade de N-glicositagéo, ou delecdo de um ou mais
genes enddgenos que codificam uma proteina tendo atividade de N-
glicosilacao.

Os métodos de delegado ou perturbagdo de um ou mais genes
endogenos sao descritos nos Exemplos acompanhantes. Por exemplo, para
perturbar um gene por recombinagao homédloga, um vetor de "substituicéo
génica" pode ser construido de tal modo para incluir um gene com marcador
selecionavel. O gene com marcador selecionavel pode ser operacionalmente
ligado, tanto na extremidade 5 como na 3', a porgdes do gene de compri-
mento suficiente para mediar a recombina¢do homédloga. O marcador sele-
cionavel pode ser um de qualquer numero de genes que complementam a
auxotrofia da célula hospedeira ou fornecem resisténcia a antibiéticos, inciu-
indo genes URA3, LEUZ e HIS3. Outros marcadores selecionaveis adequa-
dos incluem o gene CAT, que confere a resisténcia a cloranfenicol a celulas
de levedura, ou gene lacZ, que resulta em coldnias azuis devido a expressao
de B-galactosidase. Os fragmentos de DNA linearizados do vetor de substi-
tuicdo génica entdo sao introduzidos nas células usando métodos bem co-
nhecidos na técnica (vide abaixo). A integragio dos fragmentos lineares no
genoma e a perturbacdo do gene podem ser determinadas baseada no mar-
cador de selegao e podem ser verificadas, por exemplo, por analise de Sou-
thern blot.

Como detathado nos exemplos acompanhantes, subsequentes
ao seu uso na selegido, um marcador selecionavel pode ser removido do ge-
noma da célula hospedeira, por exemplo, por sistemas Cre-loxP (vide abai-
x0). Este processo da remog¢ao de marcador é referido como "cura” ao longo
dos Exemplos.

Alternativamente, um vetor de substituicao génica pode ser
construido de tal modo para incluir uma por¢cao do gene a ser perturbado,
onde a por¢éo é destituida de qualquer sequéncia promotora génica endo-
gena e nao codifica nenhum, ou fragmento inativo da sequéncia de codifica-
¢do do gene. Um "fragmento inativo" &€ um fragmento do gene que codifica

uma proteina tendo, por exemplo, menos de aproximadamente 10% (por
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exemplo, menos de aproximadamente 9%, menos de aproximadamente 8%,
menos de aproximadamente 7%, menos de aproximadamente 6%, menos
de aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, menos de apro-
ximadamente 3%, menos de aproximadamente 2%, menos de aproximada-
mente 1% ou 0%) da atividade da proteina produzida da sequéncia de codi-
ficacao completa do gene. Tal por¢ao do gene é inserida em um vetor de tal
modo que nenhuma sequéncia promotora conhecida seja operacionalmente
ligada a sequéncia génica, mas que um cddon de parada e uma sequéncia
de terminacgdo de transcricdo sejam operacionalmente ligados a porcao da
sequéncia génica. Este vetor pode ser posteriormente linearizado na porgao
da sequéncia génica e transformado em uma célula. Por meio da recombi-
nacao homoéloga Unica, este vetor linearizado entdo esta integrado na con-
traparte enddgena do gene.

Os vetores de expressao podem ser auténomos ou integrativos.

Um acido nucleico recombinante pode ser introduzido na célula
na forma de um vetor de expresséo, tal como um plasmideo, fago, transpo-
son, cosmideo ou particula de virus. O acido nucleico recombinante pode
ser mantido extracromossomicamente ou pode estar integrado no DNA cro-
mossdmico da célula de levedura. Os vetores de expressdo podem conter
genes marcadores de selegao que codificam proteinas necessarias para a
viabilidade celular sob condigdes selecionadas (por exemplo, URA3, que
codifica uma enzima necessaria para a biossintese de uracila ou TRP1, que
codifica uma enzima necessaria para a biossintese de triptofano) para permi-
tir deteccao e/ou selecdo daquelas células transformadas com os acidos nu-
cleicos desejados (ver, por exemplo, Patente U.S. No. 4.704.362). Os veto-
res de expressao também podem incluir uma sequéncia de replicagao autd-
noma (ARS). Por exemplo, Patente U.S. No. 4.837.148 descreve sequéncias
de replicagdo autdbnoma que fornecem um meio adequado para manter
plasmideos em Pichia pastotis.

Vetores integrativos sdo descritos, por exemplo, na Patente U.S,
No. 4.882.279. Vetores integrativos geralmente incluem uma sequéncia ar-

ranjada em série de pelo menos um primeiro fragmento de DNA inserivel,
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um gene de marcador selecionavel, e um segundo fragmento de DNA inseri-
vel. O primeiro e o0 segundo fragmentos de DNA inserivel tém cada um apro-
ximadamente 200 (por exemplo, aproximadamente 250, aproximadamente
300, aproximadamente 350, aproximadamente 400, aproximadamente 450,
aproximadamente 500, ou aproximadamente 1000 ou mais) nuclectideos de
comprimento e tém sequéncias nucleotidicas que sdo homologas a porgdes
de DNA gendmico das espécies a serem transformadas. Uma sequéncia
nucleotidica que contém um gene de interesse (por exemplo, um gene que
codifica uma proteina tendo atividade de N-glicosilagdo) para a expressao &
inserida neste vetor entre o primeiro e segundo fragmentosde DNA inserivel
ou antes ou apds o gene marcador. Os vetores integrativos podem ser linea-
rizados antes da transformacao de levedura para facilitar a integracao da
sequéncia nucleotidica de interesse no genoma de célula hospedeira.

Um vetor de expressao pode caracterizar um acido nucleico re-
combinante no controle de um promotor de levedura (por exemplo, Yarrowia
lipolytica, Arxula adeninivorans, ou outras espécies de levedura dimorficas
relacionadas), que o permite ser expresso na levedura. Promotores de leve-
dura adequados incluem os promotores TEF1, HP4D, GAP, POX2, ADC1,
TPI1, ADH2Z, POX, e Gal10. Ver, por exemplo, Madzak et al., (2000) J. Mol.
Microbiol. Biotechnol. 2:207-216; Guarente et al. (1982) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 79 (23):7410. Promotores adequados adicionais sao descritos em,
por exemplo, Zhu e Zhang (1999) Bioinformatics 15 (7-8):608-611 e na Pa-
tente U.S. No. 6.265.185. Onde o vetor de expressao deve ser introduzido
em uma célula dos animais, tal como uma célula mamifera, o vetor de ex-
pressao pode caracterizar um acido nucleico recombinante no controle de
um promotor de célula animal adequado para a expressao na célula hospe-
deira de interesse. Exemplos de promotores mamiferos incluem os promoto-
res de SV40 e de citomegalovirus (CMV).

Um promotor pode ser (condicional) constitutivo ou induzivel.
Entende-se que um promotor constitutivo & promotor cuja expressao é cons-
tante sob condigbes de cultura padrac. Promotores induziveis sao promoto-

res que sao responsivos a uma ou mais sugestdes de inducio. Por exemplo,
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um promotor induzivel pode ser quimicamente regulado (por exemplo, um
promotor cuja atividade transcricional € regulada pela presenga ou auséncia
de um agente de indugao quimica, tal como um &lcool, tetraciclina, um este-
roide, um metal, ou outra pequena molécula) ou fisicamente regulado {por
exemplo, um promotor cuja atividade transcricional é regulada pela presenca
ou auséncia de um indutor fisico, tal como luz ou temperaturas altas ou bai-
xas). Um promotor induzivel também pode ser indiretamente regulado por
um ou mais fatores de transcricdo que séo diretamente regulados por suges-
t6es quimicas ou fisicas.

A engenharia genética de uma célula também inclui a ativagao
de um gene endogeno (por exemplo, um gene que codifica uma proteina
que tem atividade de N-glicosilagio) que esta presente na célula hospedeira,
mas nao € normalmente expresso nas células ou ndo é expresso em niveis
significantes nas células. Por exemplo, uma sequéncia reguladora (por e-
xemplo, um promotor ou um potencializador génico} de um gene enddgeno
pode ser modificada tal que a sequéncia de codificacao operacionalmente
ligada exiba expressao aumentada. A recombinacdo homéloga ou direcio-
namento podem ser usados para substituir ou inutilizar a regiéé reguladora
normalmente associada ao gene com uma sequéncia reguladora que faz
gue ao gene seja expresso em hiveis mais altos do que evidente na célula
correspondente nao geneticamente engenheirada, ou faz com que o gene
exiba um modelo de regulacéo ou indug&o que é diferente daquele evidente
na célula correspondente ndo geneticamente engenheirada. Métodos ade-
gquados para introduzir alteragées de uma sequéncia reguladora (por exem-
plo, um promotor ou potencializador) de um gene séo descritos, por exem-
plo, na Publicagio do Pedido de Patente U.S. No. 20030147868.

Entende-se que outras modificagdes geneticamente engenheira-
das também podem ser condicionais. Por exemplo, um gene pode ser condi-
cionalmente deletado usando, por exemplo, uma DNA recombinase sitio-
especifica, tal como o sistema Cre-loxP (ver, por exemplo, Gossen ef al.
(2002) Ann. Rev. Genetics 36:153-173 e Publicagdo do Pedido de Patente
U.S. No. 20060014264).
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Um acido nucleico recombinante pode ser introduzido em uma
célula descrita neste pedido usando uma variedade de métodos, tais como a
técnica de esferoplastos ou o método de transformacéao de levedura por clo-
reto de litio de célula completa. Outros métodos lteis para a transformacao
de plasmideos ou vetores de acidos nucleicos lineares em células sédo des-
critos, por exemplo, na Patente U.S. No. 4.929.555; Hinnen et al. (1978)
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 75:1929; lto et al. (1983) J. Bacteriol. 153:163;
Patente U.S. No. 4.879.231; e Sreekrishna ef al. (1987) Gene 59:115. Ele-
troporagdo e procedimentos de transformagédo de céluila completa com
PEG1000 também podem ser usados, como descrito por Cregg e Russel,
Methods in Molecular Biology: Pichia Protocols, Chapter 3, Humana Press,
Totowa, N.J., pp. 27-39 (1998). A transfecgao de células animais pode carac-
terizar, por exemplo, a introdugdo de um vetor nas células usando fosfato de
calcio, eletroporacao, choque térmico, lipossomas ou reagentes de transfec-
¢ao, tais como FUGENE® ou LIPOFECTAMINE®, ou contatando vetores
acidos nucleicos nus com células em solugéo (ver, por exemplo, Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual Second Edition vol. 1, 2 e 3.
Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, New York, EUA,
Nov. 1989.

Células de levedura transformadas podem ser selecionadas u-
sando técnicas apropriadas incluindo, mas néo limitadas a, cultura de células
auxotroficas apos transformagéo na auséncia do produto bioguimico reque-
rido (devido a auxotrofia da célula), selecao e deteccédo de um novo fenétipo,
ou cuitura na presen¢a de um antibiético que é toxico a levedura na ausén-
cia de um gene de resisténcia contido nos transformantes. Os transforman-
tes também podem ser selecionados e/ou verificados pela integracao do
cassete de expressao no genoma, que pode ser avaliado, por exemplo, por
Southern blot ou analise por PCR.

Antes da introducéo dos vetores em uma célula alvo de interes-
se, os vetores podem ser cultivados (por exemplo, amplificados) em células
bacterianas, tais como Escherichia coli (E. coli}. O DNA do vetor pode ser

isolado de células bacterianas por quaiquer um dos métodos conhecidos na
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técnica que resultam na purificagao de DNA do vetor do ambiente bacteria-
no. O DNA do vetor purificado pode ser extraido extensivamente com fenol,
cloroférmio e éter, para assegurar que nenhuma das proteinas de E. coli es-
ta presente na preparagao de DNA de plasmideo, uma vez que estas protei-
nas podem ser toxicas a células mamiferas.

Engenharia genética, como descrita neste pedido, pode ser usa-
da para expressar (por exemplo, superexpressar), introduzir modificagbes ou
deletar qualquer namero de genes que codificam proteinas tendo atividade
de N-glicosilacdo. Tais proteinas incluem, por exemplo, OCH1, ALG3, a-1,3-
glicosiltransferase, GnT [, manosidase H, GnT I, Glicosidase Il, ou Gal T. Os
genes que codificam proteinas tendo atividade de N-glicosilagdo podem ser
de qualquer especie contendo tais genes. Espécies fingicas exemplares das
quais 0s genes que codificam proteinas tendo atividade de N-glicosilacao
podem ser obtidos incluem, sem limitagao, Pichia anomala, Pichia bovis, Pi-
chia canadensis, Pichia carsonii, Pichia farinose, Pichia fermentans, Pichia
fluxuum, Pichia membranaefaciens, Pichia membranaefaciens, Candida vali-
da, Candida albicans, Candida ascalaphidarum, Candida amphixiae, Candi-
da Antarctica, Candida atlantica, Candida atmosphaerica, Candida blattae,
Candida carpophila, Candida cerambycidarum, Candida chaufiodes, Candida
corydalis, Candida dosseyi, Candida dubliniensis, Candida ergatensis, Can-
dida fructus, Candida glabrata, Candida fermentati, Candida guilliermondii,
Candida haemulonii, Candida insectamens, Candida insectorum, Candida
intermedia, Candida jeffresii, Candida kefyr, Candida krusei, Candida lusita-
niae, Candida lyxosophila, Candida maltosa, Candida membranifaciens,
Candida milleri, Candida oleophila, Candida oregonensis, Candida parapsi-
losis, Candida quercitrusa, Candida shehatea, Candida temnochilae, Candi-
da tenuis, Candida tropicalis, Candida tsuchiyae, Candida sinofaborantium,
Candida sojae, Candida viswanathii, Candida utilis, Pichia membranaefaci-
ens, Pichia silvestris, Pichia membranaefaciens, Pichia chodati, Pichia mem-
branaefaciens, Pichia menbranaefaciens, Pichia minuscule, Pichia pastoris,
Pichia pseudopolymorpha, Pichia quercuum, Pichia robertsii, Pichia saitoi,

Pichia silvestrisi, Pichia strasburgensis, Pichia terricola, Pichia vanriji, Pseu-
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dozyma Antarctica, Rhodosporidium foruloides, Rhodoforula glutinis, Sac-
charomyces bayanus, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces momdshu-
ricus, Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces bisporus, Saccharomyces chevalieri, Saccha-
romyces delbrueckii, Saccharomyces exiguous, Saccharomyces fermentati,
Saccharomyces fragilis, Saccharomyces marxianus, Saccharomyces mells,
Saccharomyces rosei, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces uvarum, Sac-
charomyces willianus, Saccharomycodes ludwigii, Saccharomycopsis capsu-
laris, Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomycopsis fibuligera, Endomyces
hordei, Endomycopsis fobuligera. Saturnispora saitoi, Schizosaccharomyces
octosporus, Schizosaccharomyces pombe, Schwanniomyces occidentalis,
Torulaspora delbrueckii, Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces dairensis,
Torulaspora delbrueckii, Torulaspora fermentati, Saccharomyces fermentati,
Torulaspora delbrueckii, Torulaspora rosei, Saccharomyces rosei, Torulaspo-
ra delbrueckii, Saccharomyces rosei, Torulaspora delbrueckii, Saccharomy-
ces delbrueckii, Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces delbrueckii, Zygo-
saccharomyces mongolicus, Dorulaspora globosa, Debaryomyces globosus,
Torulopsis globosa, Trichosporon cutaneum, Trigonopsis variabilis, Williopsis
californica, Williopsis saturnus, Zygosaccharomyces bisporus, Zygosaccha-
romyces bisporus, Debaryomyces disporua. Saccharomyces bisporas, Zygo-
saccharomyces bisporus, Saccharomyces bisporus, Zygosaccharomyces
mellis, Zygosaccharomyces priorianus, Zygosaccharomyces rouxiim, Zygo-
saccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces barkeri, Saccharomyces rouxii,
Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces major, Saccharomyces rou-
sif, Pichia anomala, Pichia bovis, Pichia Canadensis, Pichia carsonii, Pichia
farinose, Pichia fermentans, Pichia fluxuum, Pichia membranaefaciens, Pi-
chia pseudopolymorpha, Pichia quercuum, Pichia robertsii, Pseudozyma An-
farctica, Rhodosporidium toruloides, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula
glutinis, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
bisporus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces chevalieri, Saccha-
romyces delbrueckii, Saccharomyces fermentati, Saccharomyces fragilis,

Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces pombe, Schwanniomyces
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occidentalis, Torulaspora delbrueckii, Torulaspora globosa, Trigonopsis vatri-
abilis, Williopsis californica, Williopsis saturnus, Zygosaccharomyces bispo-
rus, Zygosaccharomyces mellis, Zygosaccharomyces rouxii, ou qualguer ou-
tro fungo (por exemplo, levedura) conhecido na técnica ou descrito neste
pedido. Eucariotos inferiores exemplares também incluem varias espécies
de Aspergillus incluindo, mas nao limitados a, Aspergillus caesiellus, Asper-
gillus candidus, Aspergillus carneus, Aspergillus clavatus, Aspergillus deflec-
tus, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus glaucus, Aspergil-
fus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae,
Aspergiflus parasiticus, Aspergillus penicilloides, Aspergillus restrictus, As-
pergillus sojae, Aspergillus sydowi, Aspergillus tamari, Aspergillus terreus,
Aspergillus ustus, ou Aspergillus versicolor. Géneros protozoarios exempla-
res dos quais os genes que codificam proteinas tendo atividade de N-
glicosilagdo podem ser obtidos incluem, sem limitagcao, Blastocrithidia, Cri-
thidia, Endofrypanum, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas, Phytomo-
nas, Trypanosoma (por exemplo, T. bruceii, T. gambiense, T. rhodesiense e
T. cruzi), e Wallaceina. Por exemplo, o gene que ccdifica GnT | pode ser
obtido do ser humano (No. Sui¢o de Acesso de Proteina P26572), rato, Ara-
bidopsis, camundongo, ou Drosophila; o gene que codifica Gnt Il pode ser
obtido do ser humano, rato (No. Suico de Acesso de Proteina Q09326), Ara-
bidopsis, ou camundongo; o gene que codifica Man Il pode ser obtido de ser
humano, rato, Arabidopsis, camundongo, Drosophila (No. Suico de Acesso
de Proteina Q24451); e o gene que codifica GalT pode ser obtido de ser
humano (No. Suico de Acesso de Proteina P15291), rato, camundongo ou
bovino.

Em algumas modalidades, uma célula geneticamente engenhei-
rada sem o gene OCH1 (No de Acesso GenBank: AJ563920) ou produto
génico (MRNA ou proteina) do mesmo. Em algumas modalidades, uma célu-
la geneticamente engenheirada sem o gene ALG3 (Numeros de Acesso
Genbank®: XM_503488, Genolevures Ref: YALIOE03190g) ou produto géni-
co (MRNA ou proteina) do mesmo. Em algumas modalidades, uma célula

geneticamente engenheirada expressa (por exemplo, superexpressa) a-1,3-
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glicosiltransferase (por exemplo, ALG6, NUmeros de Acesso Genbank®:
XM 502922, Genolevures Ref: YALIOD17028g) proteina. Em algumas mo-
dalidades, uma célula geneticamente engenheirada expressa a proteina a-
1,2-manosidase (por exemplo, No. de Acesso Genbank®:AF212153). Em
algumas modalidades, uma célula geneticamente engenheirada expressa
uma proteina GlcNAc-transferase | (por exemplo, No. Suico de Acesso de
Prot. P26572). Em algumas modalidades, uma célula geneticamente enge-
nheirada expressa uma proteina manosidase I ou dominio catalitico da
mesma (por exemplo, No. Suigo de Acesso de Prot. Q24451). Em algumas
modalidades, uma célula geneticamente engenheirada expressa uma protei-
na galactosiltransferase | ou dominio catalitico da mesma (por exemplo, No.
Suico de Acesso de Prot. P15291). Em algumas modalidades, a célula gene-
ticamente engenheirada expressa uma proteina GlcNAc-transferase Il ou
dominio catalitico da mesma (por exemplo, No. Suico de Acessc de Prot.
Q09326). Em algumas modalidades, a célula geneticamente engenheirada
expressa uma subunidade alfa ou beta (ou tanto subunidade alfa como beta)
de uma Glicosidase [l, tal como Glicosidase || de Yarrowia lipolytica, Trypa-
nosoma brucei ou Aspergillus niger. Uma célula geneticamente engenheira-
da pode ter qualquer combinagao destas modificagées.

Por exemplo, em algumas modalidades, uma célula genetica-
mente engenheirada pode necessitar do gene OCH1 e expressar a-1,2-
manosidase, GlcNAc-transferase |, manosidase I, e uma galactosiltransfera-
se |. Em alguma modalidade, uma célula geneticamente engenheirada pode
faltar o gene ALG3, e expressar a-1,2-manosidase, GlcNAc-transferase |,
GlcNAc-transferase |, e uma galactosiltransferase I. Tal célula geneticamen-
te engenheirada ainda pode expressar a-1,3-glicosiltransferase efou expres-
sar subunidades alfa e beta de uma Glicosidase |l e/fou sem o gene OCH1.

Uma de mais de tais proteinas pode ser proteinas de fusdo que
contém uma sequéncia de direcionamento heterdloga. Por exemplo, a a-1,2-
manosidase pode ter uma sequéncia de aminoacidos de retengéo de reticulo
endoplasmatico (ER) HDEL (vide Exemplos). Entende-se que qualquer pro-

teina tendo atividade de N-glicosilacdo pode ser engenheirada em uma pro-
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teina de fusdo compreendendo uma sequéncia HDEL. Outras proteinas po-
dem ter sequéncias heterdlogas que direcionam a proteina para o aparelho
de Golgi. Por exemplo, os 100 primeiros aminoacidos N-terminais codifica-
dos pelo gene Kre2p de levedura, os 36 primeiros aminoacidos N-terminais
(No. de Acesso Suigo de Prot. P38069) codificados pelo gene Mnn2 de S.
cerevisiae ou os 46 primeiros aminoacidos N-terminais codificados pelo gene
Mnn2p de S. cerevisiae podem ser usados para direcionar proteinas para o
Golgi. Como tal, os acidos nucleicos que codificam uma proteina a ser ex-
pressa em uma ceélula fungica podem incluir uma sequéncia nucleotidica que
codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a proteina codifi-
cada para um compartimento intracelular. Por exemplo, a a-1,2-manosidase
pode ser direcionada ac ER, enquanto GnT |, GnTIl, manosidase e Gal T
podemos ser direcionadas para o Golgi.

Em modalidades onde uma proteina tendo atividade de N-
glicosilagio € derivada de uma célula que & de um tipo diferente (por exem-
plo, de uma espécie diferente) daquela célula na qual a proteina deve ser
expressa, um a&cido nucleico que codifica a proteina pode ser codon-
otimizado para a expressdo na célula particular de interesse. Por exemplo,
um acido nucleico que codifica uma proteina tendo N-glicosilagao de Trypa-
nosoma brucei pode ser codon-otimizado para a expressdoc em uma célula
de levedura, tal como Yarrowia lipolytica. Tal otimizagéo do codon pode ser
atil para aumentar a expressao da proteina na célula de interesse. Os méto-
dos de codon-otimizagdo de um acido nucleico que codifica uma proteina
sdo conhecidos na técnica e descritos, por exemplo, em Gao et al
(Biotechnol. Prog. (2004) 20 (2): 443 - 448), Kotula et al. (Nat. Biotechn.
(1991) 9, 1386 - 1389), e Bennetzen et al. (J. Biol. Chem. (1982) 257
(6):2036-3031). A tabela 1 mostra o uso de codon de Yarrowia lipolytica. Os
dados foram derivados de 2.945.919 codons presentes em 5.967 sequéncias
de codificagcdo. Os conteldos da Tabela 1 foram obtidos de um Banco de
Dados de Usc de Codon, que pode ser encontrado na rede de alcance mun-

dial em kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=284591.



10

15

20

35177

TABELA 1 _
Tabela de Uso de Codon de Yarrowia lipolytica

UUU 15.9( 46804) CU 21.8( 64161) AU 6.8( 20043) GU 6.1( 17849)
UUC 23.0( 67672) CC 20.6( B0695) AC 23.1(68146) | GC 6.1{ 17903)
UUA 1.8( 5280) CA 7.8( 22845) AA 0.8( 2494) GA 0.4( 1148)
UUG 10.4( 30576) CG 15.4( 45255) AG 0.8( 2325) GG 12.1{ 35555)

CUU 13.2( 38890)

CU 17.4( 51329)

AU 9.6(28191)

GU 6.0( 17622)

CUC 22.6( 66461)

CC 23.3( 68633)

AC 14.4( 42490)

GC 4.4( 12915)

CUA 5.3( 15548)

CA 6.9( 20234)

AA 9.8( 28769)

GA 21.7( 63881)

CUG 33.5( 98823)

CG 6.8(20042)

AG 32.1( 94609)

GG 7.7( 22606)

AUU 22 4( 66134) CU 16.2( 47842) AU 8.9( 26184) GU 6.7( 19861)
AUC 24.4(71810) CC 25.6( 75551) AC 31.3(92161) | GC 9.8( 28855)
AUA 2.2( 6342) CA 10.5( 30844) AA 12.4( 36672) GA 8.4( 24674)
AUG 22.6( 66620) CG 8.5( 25021) AG 46.5(136914) | GG 2.4( 7208)

GUU 15.8( 46530)

CU 25.5( 75193)

AU 21.5( 63259)

GU 16.6( 48902)

(
GUC 21.5(63401) CC 32.7( 96219) AC 38.3(112759) | GC 21.8( 64272)
GUA4.0( 11840) CA 11.2( 32999) AA 18.8(55382) | GA 20.9( 61597)
GUG 25.7( 75765) CG 8.9( 26190) AG 46.2(136241) | GG 4.4( 12883)

Os campos da tabela sao mostrados como [tripletos] [frequéncia:
por mil] ({(nimero]).

Em algumas modalidades, as proteinas humanas podem ser in-
troduzidas na célula e uma ou mais proteinas de levedura endégenas tendo
atividade de N-glicosilagdo podem ser suprimidas (por exemplo, deletadas
ou mutadas). As técnicas para "humanizacio" de uma via de glicosilagao
fungica sdo descritas, por exemplo, em Choi et al. (2003) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 100 (9):5022-5027; Vervecken et al. (2004) Appl. Environ. Microb.
70 (5):2639-2646; e Gerngross (2004) Nature Biotech. 22 (11):1410-1414.

Onde a engenharia genética envolve, por exemplo, modificagcbes
na expressao de uma proteina ou expressao de uma proteina exdégena (in-
cluindo uma forma mutante de uma proteina endogena), uma variedade de
técnicas pode ser usada para determinar se as células geneticamente enge-
nheiradas expressam a proteina. Por exemplo, a presenga do mRNA que
codifica a proteina ou a propria proteina pode ser detectada usando, por e-
xemplo, analise de Northern Blot ou RT-PCR ou analise de Western Blot,
respectivamente. A localizacao intracelular de uma proteina tendo atividade

de N-glicosilagéo pode ser analisada usando uma variedade de técnicas,
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incluindo o fracionamento subcelular e imunofluorescéncia.

Os métodos para deteccao da glicosilagdo de uma molécula-alvo
incluem DNA assistido pelo sequenciador (DSA), eletroforese de carboidrato
assistida por fluoréforo (FACE) ou espectrometria de massa de tempo de
voo com dessorgaofionizagao por laser aumentada por superficie (SELDI-
TOF MS). Por exemplo, uma analise pode utilizar a DSA-FACE na qual, por
exemplo, as glicoproteinas sdo desnaturadas seguidas pela imobilizagao,
por exemplo, em uma membrana. As glicoproteinas entido podem ser redu-
zidas com um agente redutor adequado, tal como ditiotreitol (DTT) ou A-
mercaptoetanol. Grupos sulfidrila das proteinas podem ser carboxilados u-
sando um acido, tal como acido iodoacético. Apds, N-glicanos podem ser
liberados da proteina usando uma enzima, tal como N-glicosidase F. N-
glicanos, opcionalmente, podem ser reconstituidos e derivados por amina-
¢éo redutiva. N-glicanos derivados entdo podem ser concentrados. A instru-
mentagdo adequada para a analise de N-glicano inclui, por exemplo, o se-
quenciador de DNA AB| PRISM® 377 (Applied Biosystems). A analise de
dados pode ser realizada usando, por exemplo, o programa GENESCAN®
3.1 (Applied Biosystems). Opcionalmente, manoproteinas isoladas podem
ser ainda tratadas com uma ou mais enzimas para confirmar seu status de
N-glicano. Métodos adicionais para andlise de N-glicano incluem, por exem-
plo, espectrometria de massa (por exemplo, MALDI-TOF-MS), cromatografia
liquida de alta pressao (HPLC) em fase normal, fase reversa e cromatografia
de troca ibnica (por exemplo, com detecgdo amperométrica pulsada quando
glicanos nao sao marcados e com fluorescéncia ou absorvancia de UV se os
glicanos forem apropriadamente marcados). Ver também Callewaert ef al.
(2001) Glycobiology 11 (4):275-281 e Freire et al. (2008) Bioconjug. Chem.
17 (2):559-564.

Onde alguma das meodificagées genéticas da célula genetica-
mente engenheirada é induzivel ou condicional na presenga de uma suges-
tao de indugao (por exemplo, uma sugestao quimica ou fisica), a célula ge-
neticamente engenheirada pode ser, opcionalmente, cultivada na presenca

de um agente de indugédo antes, durante, ou subsequente a introdugdo do
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acido nucleico. Por exemplo, seguinte a introducdo do acido nucleico que
codifica uma proteina alvo, a célula pode ser exposta a um agente de indu-
¢ao quimica que € capaz de promover a expressac de uma ou mais protei-
nas tendo atividade de N-glicosilagdo. Onde miltiplas sugestées de indugao
induzem a expressao condicional de uma ou mais proteinas tendo atividade
de N-glicosilagao, uma célula pode ser contatada com muitiplos agentes de
induc¢ao.

Moléculas alvo modificadas para incluir o N-glicano desejado
podem ser isoladas da célula geneticamente engenheirada. A molécula-alvo
medificada pode ser mantida dentro da célula de levedura e liberada na lise
celular ou a molécula-atvo modificada pode ser secretada em meio de cultu-
ra através de um mecanismo fornecido por uma sequéncia de codificagéo
(nativa ao acido nucleico exdégeno ou engenheirada no vetor de expressao),
que dirige a secre¢do da molécula da célula. A presenga da molécula-alvo
modificada no lisado celular ou meio de cultura pode ser verificada por uma
variedade de protocolos padrao para detectar a presenga da molécula. Por
exemplo, onde a molécula-alvo alterada € uma proteina, tais protocolos po-
dem incluir, mas nao sao limitados a, imunoblotting ou radicimunoprecipita-
¢ao com um anticorpo especifico para a proteina-alvo alterada (ou a propria
proteina alvo), ligacao a um ligante especifico para a proteina-alvo alterada
(ou a propria proteina alvo), ou teste para uma atividade enzimatica especifi-
ca da proteina-alvo modificada (ou a propria proteina alvo).

Em algumas modalidades, pelo menos aproximadamente 25%
das moléculas-alvo isoladas da célula geneticamente engenheirada contém
o N-glicano desejado. Por exemplo, pelo menos aproximadamente 27%, pe-
lo menos aproximadamente 30%, pelo menos aproximadamente 35%, pelo
menos aproximadamente 40%, pelo menos aproximadamente 45%, pelo
menos aproximadamente 50%, pelo menos aproximadamente 55%, pelo
menos aproximadamente 60%, pelo menos aproximadamente 65%, pelo
menos aproximadamente 70%, pelo menos aproximadamente 75%, pelo
menos aproximadamente 80%, pelo menos aproximadamente 85%, pelo

menos aproximadamente 90%, ou pelo menos aproximadamente 95%, ou
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pelo menos aproximadamente 99% das moléculas-alvo isoladas da célula
geneticamente engenheirada podem conter o N-glicano desejado.

Em algumas modalidades, nas moléculas-alvo produzidas usan-
do os meétodos descritos neste pedido, pelo menos 50% (por exemplo, pelo
menos 55, 60, 65, 70, 75, 80, ou 85%) dos N-glicanos na glicoproteina po-
dem ser GlcNAc;MansGIlcNAc, N-glicanos. A porcentagem de Glc-
NAc,Man;GIcNAc, N-giicanos pode ser estimada das areas de pico em ele-
troferogramas de DSA-FACE. Ver o Exemplo 13.

Em algumas modalidades, as moléculas-alvo modificadas isola-
das podem ser congeladas, liofilizadas, ou imobilizadas e armazenadas sob
condigdes apropriadas, por exemplo, que permitem as moléculas-alvo alte-
radas conservar a atividade biolégica.

Culturas de Células Enqgenheiradas

Este documento também fornece uma cultura substancialmente
pura de qualquer uma das células geneticamente engenheiradas descritas
neste pedido. Como usado neste pedido, uma "cultura substancialmente pu-
ra" de uma celula geneticamente engenheirada é uma cultura daguela célula
em que menos de aproximadamente 40% (isto &, menos do que aproxima-
damente: 35%; 30%; 25%; 20%; 15%; 10%: 5%: 2%; 1%; 0,5%: 0,25%:
0,1%; 0,01%; 0,001%; 0,0001%; ou até menos) do numero total de células
viavels na cultura sédo células viaveis além da célula geneticamente enge-
nheirada, por exemplo, células bacterianas, fungicas (incluindo a levedura),
de micoplasmas ou de protozoarios. O termo "aproximadamente” neste con-
texto significa que a porcentagem relevante pode ser 15% por cento da por-
centagem especificada acima ou abaixo da porcentagem especificada. Des-
sa forma, por exemplo, aproximadamente 20% podem ser 17% a 23%. Tal
cultura de células geneticamente engenheiradas inclui as células e um meio
de crescimento, armazenamento ou transporte. Meios podem ser liquidos,
semissolidos (por exemplo, meios gelatinosos) ou congelados. A cultura in-
clui as células que crescem no meio liquido ou no semissolido ou sdo arma-
zenadas ou transportadas em um meio de armazenamento ou de transporte,

incluindo um meio congefado de armazenamento ou transporte. As culturas
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estdo em um vaso de cultura ou vaso de armazenamento ou substrato (por
exemplo, uma placa, frasco, ou tubo de cultura ou um frasco ou tubo de ar-
mazenamento).

As células geneticamente engenheiradas descritas neste pedido
podem ser armazenadas, por exemplo, como suspensdes celulares conge-
ladas, por exemplo, no tampéo contendo um crioprotetor, tais como glicerol
ou sacarose, como células liofilizadas. Alternativamente, podem ser armaze-
nadas, por exemplo, como preparagoes celulares secas obtidas, por exem-
plo, por secagem em leito fluidizado ou secagem por pulverizacao, ou qual-
quer outro método de secagem adequado.

Disturbios Trataveis por Moléculas de N-glicosilacio Alteradas

As moléculas-alvo isoladas modificadas para conter o N-glicano
desejado podem ser usadas para tratar uma variedade de disturbios, incluin-
do distlrbios metabélicos, cancer, e disturbios inflamatérios.

(i} Distirbios Metabdlicos

Um distirbio metabélico & aquele que afeta a producéo da ener-
gia dentro de células humanas individuais (ou animais). A maioria dos dis-
turbios metabdlicos sao geneticos, embora alguns possam ser "adquiridos”
em consequéncia de dieta, toxinas, infeccdes, etc. Os disturbios metabdlicos
genéticos também sdo conhecidos como os erros inatos do metabolismo.
Em geral, os distirbios metabdlicos genéticos sao causados por defeitos
geneticos que resultam em auséncia ou enzimas impropriamente construi-
das necessarias para alguma etapa no processo metabolico da célula. As
maiores classes de disturbios metabdlicos sao disturbios do metabolismo de
carboidratos, distirbios do metabolismo de aminoacidos, distlirbios do meta-
bolismo de acidos organicos (aciddrias organicas), disturbios de oxidacgéo de
acidos graxos e metabolismo mitocondrial, distirbios do metabolismo de por-
firinas, distarbios de metabolismo de purinas ou pirimidinas, distarbios de
disturbios de metabolismo de esteroides da fungido mitocondrial, distdrbios
da func¢ao peroxissomal, e distlrbios de armazenamento lisossomal (LSDs).

Exemplos de disturbios metabdlicos que podem ser tratados pe-

~la administragdo de uma ou mais moléculas glicosiladas (ou as composigbes
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farmacéuticas das mesmas) descritos neste pedido podem incluir hemocro-
matose hereditaria, albinismo oculocutaneo, deficiéncia de proteina C, angi-
oedema hereditario tipo |, deficiéncia de sucrase-isomaltase congénita, Cri-
gler-Najjar tipo Il, sindrome de Laron, Mieloperoxidase hereditaria, hipotiroi-
dismo primario, sindrome do QT longo congénita, deficiéncia de globulina de
ligagéo a tiroxina, hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia familiar, abe-
ta-lipoproteinema, niveis baixos de lipoproteina A plasmatica, enfisema he-
reditario com injuria hepatica, hipotireoidismo congénito, osteogenése imper-
feita, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiéncia de alfa-1antiquimotripsina,
diabetes nefrogénica insipida, diabetes neurohipofiseal insipida, deficiéncia
de adenosina deaminase, doenca de Pelizaeus Merzbacher, doenga de von
Willebrand tipo llA, deficiéncia de fatores combinados V e VIII, displasia es-
pondiloepifiseal tarda, coroideremia, doenca de célula |, doenca de Batten,
ataxia-telangiectasias, doenga renal policistica dominante autossémica
ADPKD, doenga de inclusdo do microvillus, esclerose tuberosa, sindrome
6culo-cérebro-renal de Lowe, esclerose lateral amiotréfica, sindrome mielo-
displasica, sindrome de linfécito Bare, doenca de Tangier, colestase intra-
hepatica familiar, adrenoleucodistrofia ligada ao X, sindrome de Scott, sin-
drome de Hermansky-Pudlak tipos 1 e 2, sindrome de Zellweger, condrodis-
plasia rizomélica puntiforme, hiperoxaluria primaria autossémica recessiva,
sindrome de Mohr Tranebjaerg, atrofia muscular espinhal e bulbar, discine-
sia ciliar primaria (sindrome de Kartagener), gigantismo e acromegalia, ga-
lactorreia, doenca de Addison, virilismo de glandula suprarrenal, sindrome
de Cushing, cetoacidose, aldosteronismo primario ou secundario, sindrome
de Miller Dieker, lissencefalia, doenca de neurénio motor, sindrome de U-
sher, sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de Optiz, doenca de Hunting-
ton, pancreatite hereditaria, sindrome de antifosfolipideo, doenca de fecido
conectivo de sobreposi¢ao, sindrome de Sjégren, sindrome do homem rigi-
do, sindrome de Brugada, sindrome nefritica congénita de tipo finlandés,
sindrome de Dubin-Johnson, hipofosfosfatemia ligada ao X, sindrome de
Pendred, hipoglicemia hiperinsulinémica persistente da infancia, esferocitose

hereditaria, aceruloplasminemia, lipofuscinose ceroide neuronal infanti,
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pseudoacondroplasia e epifiseal multipla, distrofia macular similar a Star-
gardt, doenca de Charcot-Marie-Tooth ligada ao X, retinite autossémica do-
minante pigmentosa, sindrome de Wolcott-Rallison, doenca de Cushing, dis-
trofia muscular do tipo cinturas, mucopolissacaridose tipo {V, amiloidose fa-
miliar hereditaria finlandesa, doenc¢a de Anderson, sarcoma, leucemia mie-
lomonocitica crénica, cardiomiopatia, faciogenital displasia, doenca de Tor-
sion, ataxias de Huntington e espinocerebelar, hiper-homositeinemia heredi-
taria, polineuropatia, doencga de neurdnio motor inferior, retinite pigmentada,
poliartrite soronegativa, fibrose pulmonar intersticial, fendbmeno de Raynaud,
granulomatose de Wegner, proteindria, CDG-la, CDG-1b, CDG-lc, CDG-Id,
CDG-le, CDG-If, CDG-lla, CDG-lIb, CDG-llc, CDG-IlId, sindrome de Ehlers-
Danlos, exostoses miuiltiplas, sindrome de Griscelli {tipo 1 ou tipo 2), ou re-
tardo mental n&o especifico ligado ao X. Além disso, os distdrbios metabdli-
cos também podem incluir distarbios de armazenamento lisossomal tal co-
mo, mas naoc limitados a, doencga de Fabry, doenca de Farber, doenca de
Gaucher, GM¢-gangliosidose, doenga de Tay-Sachs, doenga de Sandhoff,
doenca de ativador de GM,, doenca de Krabbe, leucodistrofia metacromati-
ca, doenca de Niemann-Pick (tipos A, B, e C), doenga de Hurler, doenca de
Scheie, doenga de Hunter, doenga de Sanfilippo, doenc¢a de Morquio, doen-
ca de Maroteaux-Lamy, deficiéncia de hialuronidase, aspartilglicosaminuria,
fucosidose, manosidose, doenca de Schindler, sialidose tipo 1, doenca de
Pompe, Picnodisostose, lipofuscinose ceroide, doenca de armazenamento
de éster de colesterol, doenca de Wolman, deficiéncia multipla de sulfatase,
galactosiatidose, mucolipidose (tipos II, lll, e V), cistinose, disturbio de ar-
mazenamento de acido sialico, doenca de retencdo de quilomicrons com
sindrome de Marinesco-Sjégren, sindrome de Hermansky-Pudlak, sindrome
de Chediak-Higashi, doenca de Danon, ou displasia geleofisica.

Os sintomas de um distlrbio metabdlico sdo numerosos e diver-
sos e podem incluir um ou mais de, por exemplo, anemia, fadiga, contusao
facil, plaquetas de sangue baixas, alargamento hepatico, alargamento de
baco, enfraguecimento esquelético, deficiéncia pulmonar, infecgbes (por e-

xemplo, infec¢des no peito ou pneumonia), deficiéncia renal, dano cerebral
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progressivo, convulsao, mecénio extraespesso, tossidela, respiracao, produ-
¢cao excessiva de saliva ou mucosa, dificuldade de respiragédo, dor abdomi-
nal, intestino ou intestinos fechados, problemas de fertilidade, polipos no na-
riz, baqueteamento de dedo da mao/dedo do pé e pele, dor nas maos ou
pés, angioqueratoma, perspiracdo reduzida, opacidade corneana e lenticu-
lar, cataratas, prolapso efou regurgitagdo da valvula mitral, cardiomegalia,
intolerancia a temperatura, dificuldade de marcha, dificuldade de engaolir,
perda de vis&o progressiva, perda de audicado progressiva, hipotonia, macro-
glossia, areflexia, lombalgia, apneia do sono, ortopneia, soncléncia, lordose,
ou escoliose. Entende-se que devido a natureza diversa das proteinas incor-
retas ou ausentes e os fendtipos de doenca resultantes (por exemplo, apre-
sentacdo sintomatica de um distarbio metabdlico), um dado disturbio apre-
sentara geralmente somente a caracteristica de sintomas aquele particular
disturbio. Por exemplo, um paciente com a doenca de Fabry pode apresen-
tar um subconjunto particular dos sintomas supracitados tais como, mas nao
limitados a, intolerancia a temperatura, rotagdo corneana, dor, bolhas cuta-
neas, nausea, ou diarreia. Um paciente com sindrome de Gaucher pode
presentar esplenomegalia, cirrose, convulsdes, hipertonia, apneia, osteopo-
rose ou descoramento cutaneo.

Além da administragdo de uma ou mais moléculas descritas nes-
te pedido, um distirbio metabodlico também pode ser tratado por nutricédo
apropriada e vitaminas (por exemplo, terapia de cofator), terapia fisica, e
medicacdes para dor.

Dependendo da natureza especifica de um dado distlrbio meta-
bélico, um paciente pode apresentar estes sintomas em qualquer idade. Em
muitos casos, os sintomas podem se apresentar na infancia ou na primeira
idade aduita. Por exemplo, os sintomas da doenca de Fabry podem ser a-
presentados em uma primeira idade, por exemplo, aos 10 ou 11 anos da
idade.

Como usado neste pedido, um individuo "em risco de desenvol-
ver um disturbio metabdlico" € um individuo que tem uma predisposic&o para

desenvolver um disturbio, isto &, uma predisposi¢ao genética para desenvol-
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ver o distdrbio metabdlico em consequéncia de uma mutacdo em uma enzi-
ma, tal como alfa-L-iduronidase, beta-D-galactosidase, beta-glicosidase, be-
ta-hexosaminidase, beta-D-manosidase, alfa-L-fucosidase, arilsulfatase B,
arilsulfatase A, alfa-N-acetilgalactosaminidase, aspartilglicosaminidase, idu-
ronato-2-sulfatase, alfa-glicosaminida-N-acetiltransferase, beta-D-glicoroni-
dase, hialuronidase, alfa-L-manosidase, alfa-neurominidase, fosfotransfera-
se, lipase acida, ceramidase acida, esfingomielinase, tioesterase, catepsina
K, ou lipoproteina lipase. Claramente, os individuos "em risco de desenvol-
ver um disturbio metabdlico" ndo sdo todos os individuos dentro de uma es-
pécie de interesse.

Um individuo "suspeito em ter um distarbio" € aquele que tem
um ou mais sintomas de um disturbio, tais como qualquer um dos descritos
neste pedido.

(i) Cancer

O céncer € uma classe de doengas ou distarbios caracterizados
pela divisdo descontrolada de células e a capacidade destas de disseminar-
se, pelo crescimento direto no tecido adjacente através de invasao, ou por
implante em sitios distantes por metastase (onde as células de cancer sao
transportadas pela circulacdao sanguinea ou sistema linfatico). O cancer pode
afetar pessoas em todas as idades, mas o risco tende a aumentar com a
idade. Tipos de canceres podem incluir, por exemplo, cancer de pulmao,
cancer de mama, cancer de célon, cancer pancreatico, cancer renal, cancer
de estdbmago, cancer hepatico, cancer dsseo, cancer hematologico, cancer
de tecido neural, melanoma, cancer de tireoide, cancer ovariano, cancer tes-
ticular, cancer de prostata, cancer cervical, cancer vaginal ou cancer de be-
xiga.

Como usado neste pedido, um individuo "em risco de desenvol-
ver um cancer" € um individuo que tem uma predisposi¢cao para desenvolver
um cancer, isto €, uma predisposicdo genética para desenvolver o cancer,
tal como uma mutagdo em um gene supressor tumoral (por exemplo, muta-
¢do em BRCAT, p53, RB, ou APC) ou foi exposto a condicées que podem

resultar em cancer. Dessa forma, um individuo também pode ser um "em
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risco de desenvolver um cancer" quando o individuo foi exposto a niveis mu-
tagénicos ou cancerigenos de certos compostos (por exemplo, compostos
cancerigenos na fumaga de cigarro, tais como acroleina, arsénico, benzeno,
Benz{a}antraceno, Benzo{a}pireno, Polénio-210 (Radon), uretano, ou cloreto
de vinila). Além disso, o individuo pode estar "em risco de desenvolver um
cancer" quando o individuo foi exposto, por exemplo, a grandes doses de luz
ultravioleta ou raio X, ou exposto (por exemplo, Infectado) a um virus causa-
dor/associado a tumor, tal como papilomavirus, virus Epstein-Barr, virus de
hepatite B, ou virus de [infoma da leucemia de célula T humana. Do acima
mencionado, sera claro que os individuos "em risco de desenvolver um can-
cer" ndo sao todos os individuos dentro de uma espécie de interesse.

Um individuo "suspeito em ter um cancer" & aquele que tem um
ou mais sintomas de um céancer. Os sintomas do cancer sdo bem conheci-
dos por aqueles versados na técnica e incluem, sem limitacéo, agregados na
mama, modificagbes no mamilo, cistos de mama, dor na mama, perda de
peso, fraqueza, fadiga excessiva, dificuldade de comer, perda de apetite,
tosse crénica, agravamento da falta de ar, tossindo sangue, sangue na urina,
sangue nas fezes, nausea, vomito, metastases hepaticas, metastases de
pulmao, metésfases de osso, plenitude abdominal, inchago abdominal, fluido
em cavidade peritoneal, hemorragia vaginal, constipagdo, distensdo abdomi-
nal, perfuragéo do célon, peritonite aguda (infeccao, febre, dor), dor, vomi-
tando sangue, sudorese pesada, febre, alta pressao sanguinea, anemia, di-
arreia, ictericia, vertigem, frios, espasmos musculares, metastases do colon,
metastases do pulmao, metastases de bexiga, metastases hepaticas, metas-
tases de osso, metastases renais, e metastases pancreaticas, dificuldade de
engolir, e similares. Do acima mencionado sera claro que os individuos
"suspeitos em ter um cancer" nao sao todos os individuos dentro de uma
espécie de interesse.

Além da administragao de uma ou mais moléculas de N-
dlicosilagao alteradas descritas neste pedido, um cancer também pode ser
tratado por agentes quimioterapicos, radiagao ionizante, agentes de imuno-

terapia, ou agentes hipertermoterapia. Agentes quimioterapicos incluem, por
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exemplo, cisplatina, carboplatina, procarbazina, mecloretamina, ciclofosfa-
mida, camptotecina, adriamicina, ifosfamida, melfalano, clorambucil, bissul-
fano, nitrosureia, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, bleomicina,
plicomicina, mitomicina, etoposideo, verampil, podofilotoxina, tamoxifeno,
taxol, transplatina, 5-flurouracil, vincristina, vinblastina e metotrexato.

(iii) Distlrbios Inflamatérios

Um "disturbio inflamatorio,” como usado neste pedido, refere-se
a um processo no qual uma ou mais substancias (por exemplo, substancias
que naturalmente nao ocorrem no individuo), através da acado de células
brancas do sangue (por exemplo, células B, células T, macréfagos, monéci-
tos ou células dendriticas) impropriamente provocam uma resposta patologi-
ca, por exemplo, uma resposta imune patolégica. Consequentemente, fais
células envolvidas na resposta inflamatéria séo referidas como "células in-
flamatérias." A resposta inflamatdria impropriamente provocada pode ser
aquele onde nenhuma substancia estranha (por exemplo, um antigeno, um
virus, uma bactéria, um fungo) esta presente dentro ou sobre o individuo. A
resposta impropriamente provocada pode ser aguela onde um autocompo-
nente (por exemplo, um autoantigeno} e visado (por exemplo, um distarbio
autoimune, tal como esclerose multipla) pelas células inflamatérias. A res-
posta impropriamente provocada também pode ser uma resposta que & im-
propria em magnitude ou duracdo, por exemplo, anafilaxia. Dessa forma, a
resposta impropriamente direcionada pode ser devido a presenca de uma
infec¢cdo microbiana (por exemplo, viral, bacteriana, ou fungica). Tipos de
distirbios inflamatérios (por exemplo, doencga autoimune) podem incluir, mas
néo sdo limitados a, osteoartrite, artrite reumatoide (RA), espondiloartropati-
as, sindrome de POEMS, doenga de Crohn, doenga de Castleman multicén-
trica, lupus sistémico eritematoso (SLE), esclerose multipla (MS), distrofia
muscular (MD), diabetes mellitus dependente de insulina (IDDM), dermato-
miosite, poliomiosite, neuropatias inflamatoérias, tais como sindrome de Guil-
lain Barre, vasculite, tais como granulomatose de Wegener, poliarterite no-
dosa, polimialgia reumatica, arterite temporal, sindrome de Sjogren, doenca

de Bechet, sindrome de Churg-Strauss ou arterite de Takayasu. Tambem
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estao incluidos em distdrbios inflamatoérios certos tipos de alergias, tais como
rinite, sinusite, urticaria, urticaria, angioedema, dermatite atopica, alergias
alimentares (por exemplo, uma alergia a noz), alergias a farmacos (por e-
xemplo, penicilina), alergias a insetos (por exemplo, alergia a uma picada de
abelha), ou mastocitose. Os disturbios inflamatérios também podem incluir
colite ulcerativa e asma.

Um individuo "em risco de desenvolver um distdrbio inflamatério
refere-se a um individuo com um histdrico familiar de um ou mais distarbios
inflamatorios (por exemplo, uma predisposicao genética para um ou mais
distarbios inflamatories) ou um exposto a uma ou mais condigdes indutoras
de inflamagéo. Por exemplo, um individuo pode ter sido exposto a um supe-
rantigeno viral ou bacteriano tal como, mas nao limitado a, enterotoxinas de
estafilococo (SEs), uma exotoxina de Streptococcus pyogenes (SPE), uma
toxina da sindrome de choque toxico de Staphylococcus aureus (TSST-1),
uma exotoxina mitogénica de estreptococo (SME) e um superantigeno de
estreptococo (SSA). Do acima mencionado sera claro que os individuos "em
risco de desenvolver um distirbio inflamatério” ndo sdo todos os individuos
dentro de uma espécie de interesse.

Um individuo "suspeito em ter um disturbio inflamatério” é aque-
le que apresenta um ou mais sintomas de um disturbio inflamatorio. Os sin-
tomas de distarbios inflamatérios sao bem conhecidos na técnica e incluem,
mas nao sao limitados a, vermelhidao, inchago (por exemplo, articulagtes
inchadas), articulagbes que estdo quentes ao togque, dor nas articulacoes,
endurecimento, perda de fungéo das articulagdes, febre, frios, fadiga, perda
de energia, dores de cabeca, perda de apetite, endurecimento muscular,
insdnia, coceira, nariz entupido, espirro, tosse, um ou mais sintomas neuro-
logicos, tais como vertigem, convulsdo ou dor. Do acima mencionado sera
claro que os individuos "suspeitos em ter um disturbio inflamatério” nao séo
todos os individuos dentro de uma espécie de interesse.

Além da administracdo de uma ou mais moléculas descritas nes-
te pedido, um distarbio inflamatério também pode ser tratado pelo farmaco

anti-inflamatério nao esteroidal (NSAID), um farmaco antirreumatico modifi-
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cador de doenga (DMARD), um modificador de resposta biolégica, ou um
corticosteroide. Os modificadores de resposta biolégica incluem, por exem-
plo, um agente anti-TNF. Exemplos ndo limitantes de agentes anti-TNF in-
cluem um receptor de TNF soltvel ou um anticorpo especifico para TNF, tal
como adulimumabe, infliximabe, ou etanercept.

Os métodos adequados para tratar (por exemplo, impedindo ou
melhorando um ou mais sintomas de) algum dos disturbios descritos neste
pedido usando aiguma das moléculas de N-glicosilagao alteradas (ou com-
posi¢cdes farmacéuticas disso) sdo apresentados na seguinte secdo.

Composicdes Farmacéuticas e Métodos de Tratamento

Uma molécula-alvo modificada para ter o N-glicano desejado
pode ser incorporada em uma composicao farmacéutica contendo uma
quantidade terapeuticamente eficaz da molécula e um ou mais adjuvantes,
excipientes, veiculos, e/ou diluentes. Diluentes, veiculos e excipientes acei-
taveis tipicamente nao afetam adversamente a homeostase de um recipiente
{por exemplo, equilibrio de eletrélitos). Veiculos aceitaveis incluem sais bio-
compativeis, inertes ou bicabsorviveis, agentes tamponantes, oligo- ou po-
lissacarideos, polimeros, agentes de melhora de viscosidade, conservantes
e similares. Um veiculo exemplar & salina fisiologica (NaCl 0,15 M, pH 7,0 a
7,4). Oufro veiculo exemplar é fosfato de sédio 50 mM, cloreto de sédio 100
mM. Detalhes adicionais de técnicas de formulagdoc e administracdo de
composicOes farmacéuticas podem ser encontrados, por exemplo, em Re-
mington’s Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co, Easton, Pa). Os
compostos ativos suplementares também podem ser incorporados nas com-
posicoes.

A administracao de uma composicéo farmacéutica contendo mo-
leculas com N-glicanos pode ser sistémica ou local. As composicdes farma-
céuticas podem ser formuladas tal que sejam adequadas para a administra-
¢ao parenteral e/ou nao parenteral. Modalidades de administracae especifi-
cas incluem administragdo subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intraperi-
tonial, transdérmica, intratecal, oral, retal, bucal, topica, nasal, oftalmica, in-

tra-articular, intra-arterial, subaracnéidea, brénquica, linfatica, vaginal, e in-
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trauterina.

A administracdo pode ser por inje¢des periodicas de um bolus
da composicdo farmacéutica ou pode ser ininterrupta ou continua pela admi-
nistragéo intravenosa ou intraperitonial de um reservatorio que € externo (por
exemplo, uma boisa V) ou interno (por exemplo, um implante bioerodivel,
um orgao bioartificial, ou uma colénia de células de produg¢io de molécula de
N-glicosilagao alteradas implantadas). Ver, por exemplo, Pat. U.S. Nos.
4.407.957, 5.798.113 e 5.800.828. A administracdo de uma composicéo far-
macéutica pode ser alcangada usando meios de entrega adequados, tais
como: uma bomba (ver, por exemplo, Annals of Pharmacotherapy, 27:912
(1993); Cancer, 41:1270 (1993); Cancer Research, 44:1698 (1984); micro-
encapsulamento (ver, por exemplo, Pat. U.S. Nos. 4.352.883; 4.353.888; e
5.084.350); implantes de polimero de liberagédo continua (ver, por exemplo,
Sabel, Pat. U.S. No. 4.883.666); macroencapsulamento (ver, por exemplo,
U.S. Pat. Nos. 5.284.761, 5.158.881, 4.976.859 e 4.968.733 e pedidos de
patente PCT publicadas W092/19195, WO 95/05452); injecao, subcutanea-
mente, intravenosamente, intra-arterialmente, intramuscularmente, ou em
outro sitio adequado; ou administragéo oral, em céapsula, liquido, comprimi-
do, pilula, ou formulagao de liberagéo prolongada.

Exemplos de sistemas de entrega parenterais incluem particulas
de copolimero de etileno-acetato de vinila, bombas osméticas, sistemas de
infusao implantaveis, entrega de bomba, entrega celular encapsulada, entre-
ga lipossomal, injecéo entregue por agulha, injecdo sem agulha, nebulizador,
aerossol, eletroporacéo e adesivo transdérmico.

Formulagdes adequadas para a administragdo parenteral conve-
nientemente contém uma preparagdo aquosa estéril da molécula de N-
glicosilagao alterada, que preferenciaimente € isotdnica com o sangue do
recipiente (por exemplo, solugdo salina fisiologica). As formulagdes podem
ser apresentadas em forma de dose Unica ou de multidose.

Formulacbes adequadas para a administracio oral podem ser
apresentadas como unidades discretas, tais como capsulas, discos, compri-

midos, ou pastilhas, cada um contendo uma quantidade predeterminada da
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molécula de N-glicosilagao alterada; ou uma suspensado em um licor aquoso
ou um liquido ndo aquoso, tal como um xarope, um elixir, uma emulséo, ou
um desenho.

Uma molécula tendo N-glicanos adequados para administracio
tépica pode ser administrada a um mamifero (por exemplo, um paciente hu-
mano) como, por exemplo, um creme, um borrifador, uma espuma, um gel,
uma pomada, uma unguento, ou um dry rub. Um dry rub pode ser reidratado
no sitio da administrag@o. Tais moléculas também podem ser infundidas di-
retamente (por exemplo, embebidas em e secas) em uma bandagem, gaze
ou adesivo, que entdo pode ser aplicado topicamente. Tais moléculas tam-
bém podem ser mantidas em um estado semiliquido, gelificadas, ou total-
mente liquido em uma bandagem, gaze, ou adesivo para administracao topi-
ca (ver, por exemplo, Patente U.S. No. 4.307.717).

Quantidades terapeuticamente eficazes de uma composigdo
farmacéutica podem ser administradas a um individuo em necessidade da
mesma em um regime de dosagem verificavel por um versado na técnica.
Por exemplo, uma composicao pode ser administrada ao individuo, por e-
xemplo, sistemicamente em uma dosagem de 0,01 pg/kg a 10.000 pg/kg de
peso corporal do individuo, por dose. Em outro exemplo, a dosagem é de 1
ug/kg a 100 pg/kg de peso corporal do individuo, por dose. Em outro exem-
plo, a dosagem é de 1 pg/kg a 30 pg/kg de peso corporal do individuo, por
dose, por exemplo, de 3 pyg/kg a 10 pg/kg de peso corporal do individuo, por
dose.

A fim de otimizar a eficacia terapéutica, uma molécula contendo
um N-glicano pode ser primeiro administrada em regimes de dosagem dife-
rentes. A dose da unidade e o regime dependem de fatores que incluem, por
exemplo, a espécie do mamifero, seu status imune, o peso corporal do ma-
mifero. Tipicamente, os niveis de tal molécula em um tecido podem ser mo-
nitorados usando ensaios de rastreamento apropriados como parte de um
procedimento de teste clinico, por exemplo, para determinar a eficacia de um
regime de tratamento dado.

A frequéncia da dosagem de uma molécula esta dentro das ha-
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bilidades e o juizo clinico de profissionais médicos (por exemplo, médicos ou
enfermeiras). Tipicamente, o regime de administragdo é estabelecido por
testes clinicos que podem estabelecer parametros étimos de administragéo.
Entretanto, o profissional pode variar tais regimes de administracdo de acor-
do com a idade do individuo, salde, peso, sexo e status médico. A frequén-
cta da dosagem pode ser variada dependendo de se o tratamento é profilati-
co ou terapéutico.

A toxicidade e a eficacia terapéutica de tais moléculas ou com-
posi¢cbées farmacéuticas das mesmas podem ser determinadas por procedi-
mentos farmacéuticos conhecidos, por exemplo, em culturas celulares ou
animais experimentais. Estes procedimentos podem ser usados, por exem-
plo, para determinar a LD50 (a dose letal a 50% da populacao) e a ED50 (a
dose terapeuticamente eficaz em 50% da populagio). A proporcao de dose
entre efeitos toxicos e terapéuticos € o indice terapéutico e pode ser expres-
so como a proporgao LDS0/EDSO. As composicdes farmacéuticas que exi-
bem altos indices terapéuticos sdo preferenciais. Embora as composigdes
farmacéuticas que exibem efeitos colaterais tdxicos possam ser usadas, cui-
dado deve ser tomado para projetar um sistema de entrega que visa tais
compostos ao sitio do tecido afetado a fim de minimizar o dano potencial a
celulas normais (por exemplo, células nao alvo) e, por meio disso, reduzir os
efeitos colaterais.

Os dados obtidos dos ensaios de cultura celular e estudos ani-
mais podem ser usados na formulagdo de uma faixa da dosagem para uso
em individuos apropriados (por exemplo, pacientes humanos). A dosagem
de tais composi¢cdes farmacéuticas geralmente esta dentro de uma faixa de
concentracdes circulantes que incluem a ED50 com muito pouco ou nada de
toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta faixa dependendo da forma
de dosagem empregada e da via de administragao utilizada. Para uma com-
posicao farmacéutica usada como descrito neste pedido (por exemplo, para
tratar um distarbio metabélico em um individuo), a dose terapeuticamente
eficaz pode ser estimada inicialmente de ensaios de cultura celular. Uma

dose pode ser formulada em modelos animais para alcangar uma faixa de
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concentracao plasmatica circulante que inclui a IC50 (isto €, a concentracao
da composicao farmacéutica que alcanga uma inibicdo meio-maxima de sin-
tomas) como determinada na cultura celular. Tal informagao pode ser usada
para determinar mais exatamente doses uteis em humanos. Os niveis no
plasma podem ser medidos, por exemplo, pela cromatografia liquida de alto
desempenho.

Como definido neste pedido, uma "quantidade terapeuticamente
eficaz" de uma molécula contendo um N-glicano & uma quantidade da molé-
cula que e capaz de produzir um resultado medicamente desejavel (por e-
xemplo, a melhora de um ou mais sintomas de um distirbio metabdlico) em
um individuo tratado. Uma quantidade terapeuticamente eficaz (isto €, uma
dosagem eficaz) pode inciuir quantidades de micrograma ou miligrama do
composto por quilograma do peso do individuo ou da amostra (por exemplo,
aproximadamente 1 micrograma por quilograma a aproximadamente 500
miligramas por quilograma, aproximadamente 100 microgramas por quilo-
grama a aproximadamente 5 miligramas por quilograma, ou aproximada-
mente 1 micrograma por quilograma a aproximadamente 50 microgramas
por quilogramay).

O individuo pode ser qualquer mamifero, por exemplo, um ser
humano (por exemplo, um paciente humano) ou um primata ndo humano
(por exemplo, chimpanzé, babuino ou macaco), um camundongo, um rato,
um coelho, um porquinho da india, um gerbo, um hamster, um cavalo, um
tipo do gado (por exemplo, vaca, porco, ovelha ou cabra), um cao, um gato,
ou uma baleia.

Uma molécula ou composigao farmacéutica da mesma descrita
neste pedido pode ser administrada a um individuo como uma terapia de
combinagdo com outro tratamento, por exemplo, um tratamento de um dis-
turbio metabdlico (por exemplo, um disturbio de armazenamento lisossomai).
Por exemplo, a terapia de combinagao pode incluir a administragéo no indi-
viduo {por exemplo, um paciente humano) de um ou mais agentes adicionais
gue fornecem um beneficio terapéutico ao individuo que tem, ou esta em

risco de desenvolvimento, (ou suspeito em ter) um distirbio metabélico (por
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exemplo, um distirbio de armazenamento lisossomal). Dessa forma, o com-
posto ou composicao farmacéutica e um ou mais agentes adicionais podem
ser administrados ao mesmo tempo. Alternativamente, a molécula pode ser
administrada primeiro e um ou mais agentes adicionais administrados se-
gundo, ou vice-versa.

Sera apreciado que em exemplos onde uma terapia prévia é par-
ticularmente toxica (por exemplo, um tratamento para um distirbio metabdli-
co com perfis significantes de efeitos colaterais), a administracdo de uma
molécula descrita neste pedido pode ser usada para compensar efou diminu-
ir a quantidade da terapia anterior em um nivel suficiente para fornecer o
mesmo beneficio terapéutico ou melhorado, mas sem a toxicidade.

Qualquer uma das composicdes farmacéuticas descritas neste
pedido pode estar incluida em um recipiente, pacote, ou dispensador em
conjunto com instrugdes de administragao.

A seguir sdo os exemplos da pratica da inveng¢ao. Nao devem
ser interpretados como limitagédo do escopo da inveng¢do de nenhum modo.
EXEMPLOS

A tabela 2 contém uma lista de todas as cepas usadas nos expe-
rimentos descritos abaixo. Na Tabela 2, MH = a-1,2-manosidase marcada
com HDEL; ¢ = integragdo randémica através de sequéncias zeta; ancora-

gem A = integracdo em um locus especifico; e (H) = resistente & higromicina.
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Exemplo 1: perturbacdo de OCH1 de Yarrowia lipolytica

A geragao de uma cepa de expressao proteica glicoengenheira-
da foi feita na cepa de Yarrowia lipolytica po1d Inuga (uma cepa tendo os
auxotréficos feu2-, ura3-, gut2-e ade2-). Uma estratégia para nocaute do ge-
ne OCHT (Acesso GenBank No: AJ563920) em Yarrowia lipolytica foi base-
ado como descrito para o gene L/P2 (Fickers et al., 2003 J Microbiol Me-
thods. 55 (3).727-37). A estratégia de construcdo génica seguida para o ge-
ne OCHT é descrita na Publicagdo de Patente U.S. No. 20090069232-A1. O
vetor resultante foi chamado pYIOCH1 PUT TOPO (figura 1B).

O fragmento OCH1 KO foi isolado do plasmideo por um digestao
de restricdo Spel/Bst11071 e transformado a cepa de Yarrowia lipolytica
po1d Inuga. Varias cepas uracila prototréficas foram obtidas e rastreadas por
PCR em DNA gendmico (gDNA) usando os iniciadores Yfoch? prom fw (5'-
TCGCTATCACGTCTCTAGC-3', SEQ ID NO:1) e Yioch1 term rev (5-
ACTCTGTATACTTGTATGTACTGTGAGAC-3’, SEQ ID NO:2) para analisar
a integracao gendmica do plasmideo. Um fragmento de tamanho correto
(isto €, 2328 pb contra 1894 pb no selvagem) foi amplificado para varios clo-
nes testados. O nocaute do gene OCH1 também foi confirmado pela analise
de N-glicano do agrupamento de glicoproteinas totais secretadas no meio de
crescimento (= secretoma): a estrutura MangGIcNACc; tornou-se o N-glicano
predominante dentro do perfil de aglcar (figura 2). Este perfil diferencia-se
daguele da cepa selvagem, que contém uma quantidade mais alta de
MangGlcNAc; — o dltimo mais provavelmente contém uma manose adicional
em consequéncia da atividade de OCH1p — bem como algumas estruturas
com um numero mesmo mais alto de residuos de manose.

Para remover o gene URA3, um clone Aoch1 positivo (chamado
de G013, vide a Tabela 2) foi transformado com o plasmideo epissomal
pUB4-Cre (Fickers et al., 2003, supra) que contém um cassete de expressao
de Cre recombinase. A remoc¢éo do gene URAS3 foi rastreada por PCR em
gDNA usando os iniciadores Yfoch? prom fw e Yioch1 term rev (ver acima).
Os clones nos quais o marcador URA3 nao foi extirpado mais resultaram na

amplificacgdo de uma banda de 2328 pb; em vez disso um fragmento de PCR
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de 1075 pb (excl. URAS3) foi obtido. Os clones positivos foram verificados no
nivel de N-glicana do secretoma e mostram um perfil muito similar aquela da
cepa nao curada (figura 2). Uma das cepas curadas (chamada de G014, ver
Tabela 2) foi selecionada para engenharia adicional de N-glicano.

Exemplo 2: superexpressido de uma a-1,2-manosidase retida no ER por in-

tegracio randémica ou por integracéo direcionadafancorada

Para permitir a geracao de MansGIcNAC; ligado a glicoproteinas
expressas por uma cepa Aoch1, a-1,2-manosidase foi expressa para clivar
MansGlcNAc; a MansGlcNAc, (isto é, atividade de a-1,2-manosidase tipo
Golgi). Tal manosidase deve ser direcionada para o sistema de secre¢ao. a-
1,2-manosidase de Trichoderma reesei (acesso Genbank no. AF212153),
fusionada ao pré-pré-fator de acoplamento de S. cerevisiae e marcada com
uma sequéncia HDEL (SEQ 1D NO:21) para localiza-la no ER, é capaz de
cortar MangGIcNAc; a MansGIcNAc; in vivo em Pichia pastoris bem como em
Trichoderma reesei e Aspergillus niger. Os construtos de expressao foram
feitos onde uma versao codon-otimizada de o-1,2-manosidase de T. reesei
marcada com HDEL foram fusionados a pré-sequéncia sinal L/P2 de Y. i-
polytica e colocada no controle transcricional de gualquer promotor TEF1T,
Hp4d (Madzak et al., 2000, J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 2:207-216}, GAP ou
POX2. A estratégia de construcao destes plasmideos é descrita na Publica-
cao de Patente U.S. No. 20090069232-A1.

Dois destes vetores, pYLHUXdLZ2preManHDEL e pYLTUX-
dL2preManHDEL (figura 3) - com a manocsidase no controle transcricional do
promotor Hp4d resp. TEF1, foram usados para transformar a cepa G014 (de-
rivada do Exemplo 1). Os vetores foram digeridos com Notl para permitir a
integragac randdmica no genoma através das sequéncias zeta. Os transfor-
mantes URAS3 prototréficos foram selecionados para a analise de N-glicano.
Varios transformantes mostram uma conversao clara de MangGIcNAc,; em
dire¢cdo a MansGIcNAc; (figura 4). Uma vez que os clones que expressam
manosidase no promotor controle TEFT mostraram um fendtipo de cresci-
mento lento e agrupado (um destes clones foi chamado de G016), as etapas

adicionais na glicoengenharia foram feitas em um contexio de cepa onde o
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gene esta sob controle transcricional de Hp4d.

Um clone positivo que o ManHDEL sob controle do promotor
hp4d (G018) foi escolhido, do qual o marcador URAS3 foi curado através da
transformacao transiente do plasmideo pRRQ2 (Richard et al., 2001 J. Bac-
teriol. 183:3098-3107), expressando Cre-recombinase. Varios clones de ura3
foram selecionados apés o procedimento e um clone (G036), mostrando um
perfil de Mans;GIlcNAc; claro no secretoma, foi usado para o trabalho de en-
genharia adicional (figura 4). A analise Southern deste clone revelou a pre-
senga de um cassete de expressaoc de manosidase randomicamente inte-
grado. Esta analise Southern foi realizada em DNA gendmico digerido com
Hind Il usando um fragmento de PCR especifico marcado com DIG para
manosidase que foi gerado usando iniciadores Man para (5-GCCT TCCA-
GACCTCTTGGAACGCCTACCACCGC-3', SEQ ID NO:22) e Man rev (5'-GCC
AGGTGGCCGCCTCGTCGAGAAGAAGATCG-3’, SEQ ID NO:23).

Em uma estratégia alternativa, dois construtos foram gerados
que permitem a integragao direcionada do cassete de expressdo de manosi-
dase dirigida por Hp4d no locus LEUZ2 ou AXP7 do genoma de Yarrowia. A
construgao destes plasmideos, JMES26 pPTlLeuZ2-ADE2ex-Hp4dManHDEL
(Y1) e OXYP289 pPTAxp1-LEU2ex-Hp4dManHDEL (Y1), & descrita na figura
5. Antes da transformacao para a cepa G014, ambos os construtos foram
digeridos com Nofl e os respectivos cassetes de expressao foram isolados.
Clones ADEZ2 selecionados prototréficos foram integrados potencialmente ao
cassete de expressao de manosidase no locus LEUZ2, ao passo que prototro-
ficos LEUZ potencialmente tinham integrado o cassete no locus AXP171. Os
transformantes foram verificados pela analise Southern para avaliar o dire-
cionamento apropriado no genoma. Isto foi realizadoc em DNA gendmico di-
gerido com BamHiI (integracdo no locus LEU2) ou digerido com Hindlll (inte-
gracado no locus AXP17) usando um fragmento de PCR especifico marcado
com DIG para a manosidase que foi gerada usando os iniciadores Man para
(5-GCCTTCCAGACCTCTTGGAACGCCTACCACC-3, SEQ ID NO:22) e
Man rev (5-GCCAGGTGGCCGCCTCGTCGAGAAGAAGATCG-3', SEQ ID

NO:23). Os clones seiecionados tambem foram verificados para a natureza
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dos N-glicanos sintetizados para as glicoproteinas secretadas. Na maioria
dos casos, a expressao de a-1,2-manosidase dirigida por Hp4d corretamen-
te direcionada resultou na sintese de oligossacarideos predominantemente
Mans;GlcNAc, (figura 6). Para cada locus de direcionamento, um clone de
expressido de manosidase (G046 em caso de ancoramento de LEU2; G053
em caso de ancoramento de AXP7T) foi selecionado para curar atraves da
expressao transiente de Cre recombinase usando o plasmideo pRRQ2 para
a cepa G046 e pUB4-Cre da cepa G053. As cepas curadas resultantes
(G055 e G054, respectivamente) foram reverificadas através de Southern
blotting e seu perfil de MansGlcNAc; confirmado atraves da DSA-FACE u-
sando analise de N-glicano.

Exemplo 3: expresséo de GlcNAc-transferase |

Uma sequéncia cédon-otimizada de Yarrowia foi gerada para a
expressado de uma proteina de fuséo consistindo dos 100 primeiros aminoa-
cidos N-terminais da proteina Kre2 de S. cerevisiae (SwissProt AccNo
P27809) seguida pelo dominio catalitico de GlcNAc-transferase | humana
{SwissProt AccNo P26572) (figura 7, SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:4). A Kre2p
de levedura de 100 aminoacidos N-terminais serve como um sinal de locali-
zag¢ao de Golgi para o dominio catalitico de GnT |. Deste modo, € assegura-
do gue a proteina de fusdo GnT | & localizada depois na via de secregao que
a-1,2-manosidase marcada com HDEL retida no ER a fim de permitir a en-
zima que converte os N-glicanos ligados a proteina MansGlcNAc; a Glc-
NAcMansGIcNAc,. O gene sintético codon-otimizado para a expressao da
proteina de fusao foi colocado no controle transcricional do promotor TEF1
ou Hp4d, que resulta nos plasmideos pYLTmAXhGnTIl e pYLHp4mAXhGnTI.
A estratégia de construgao é mostrada na figura 8. A expressao funcional da
proteina de fuséo Kre2-GnT | deve resultar na adicao de um residuo GlcNAc
B-1,2-ligado aos glicanos MansGIcNAc; disponiveis resultando na sintese de
GlcNAcMansGleNAC,.

Os plasmideos pYLTmMAXhGnTI e pYLHp4mAXGnTI foram dige-
ridos com Notl antes da transformacéo para a cepa G036 (confirmar no E-

xemplo 2), conhecido por produzir MansGIlcNAc; N-glicanos nas suas protei-
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nas secretadas. Os transformantes foram selecionados para uracila prototré-
fica. A analise do perfil de N-glicosilagdo no secretoma de varios destes clo-
nes mostrou uma modificagdo clara no modelo de N-glicano: 0 MansGIcNAC;
foi significativamente reduzido e um novo pico, representando um N-glicano
com peso molecular mais alto (aproximadamente uma unidade de glicose
extra), apareceu. Tratamento dos N-glicanos isolados com Jack Bean (B-N-
acetil-hexosaminidase, uma enzima capaz de remaover os residuos GlcNAc
terminais B ligados, indicou que o novo N-glicano & GlcNAcMansGIcNAc;: o
novo pico desapareceu e foi completamente convertido em MansGlcNAc;
(figura 9). Dependendo do método de cultura usado, aproximadamente 70%
do agrupamento de N-glicano total resultou ser GicNAcMansGIcNAc; (com
aproximadamente 77% do MansGlcNAc; disponivel que é convertido).

Um transformante que expressa a proteina de fusao Kre2-GnT |
sob controle do promotor TEF7 foi denominado cepa G040 e selecionado
para uso adicional. A analise gendmica desta cepa através de Southern blot
indicou a preseng¢a de um cassete de expresséao. A analise Southern foi feita
em DNA genémico digerido com BamHI usando um fragmento de PCR mar-
cado com DIG especifico para GnT | que foi gerado usando iniciadores 5'-
GGATGATCACACAATGGCCCTGTTTCTG-3 (SEQ ID NO:5) e 5°-TGCTCT
AGACTAGTTCCAAGAGGGGTC-3' (SEQ ID NO:6). A analise do perfil de
glicosilagéo no secretoma da cepa G040 contra cepas carregando 1 a 3 co-
pias (confirmadas pelo mesmo southern blot) do cassete de expressao Kre2-
GnT | dirigido por Hp4d, ndoc mostrou diferenca significante na capacidade
de transferéncia de GlcNAc.

Exemplo 4: expressio de manosidase |

Uma sequéncia codon-otimizada de Yarrowia foi gerada para a
expressao da proteina de fusdo consistindo dos 36 primeiros aminoacidos N-
terminais da proteina Mnn2 de S. cerevisiae (SwissProt AccNo P38069) se-
guida pelo dominio catalitico de manosidase |l de Drosophila melanogaster
(SwissProt AccNo Q24451) (figura 10, SEQ ID NO:7 e SEQ ID NO:8). A
Mnn2 de levedura de 36 aminoacidos N-terminais serve como um sinal de

localizagao Golgi do dominio catalitico de Man Il. Deste modo, é assegurado
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que a proteina de fusdo Mnn2-Man |l esta localizada na mesma ou atée uma
posicao posterior na via de secregio do que a proteina de fusao Kre2-GnT |
e &, por isso, capaz de converter GlcNAcMansGIcNAc, em GIcNAc-
MansGIcNAc;. O gene sintético cédon-otimizado de Yarrowia para a expres-
sdo da proteina de fuséo foi colocado sob controle transcricional do promotor
TEF1, que resulta nos plasmideos pYLTmMAXDmManll e pYLTmAXDmManll
(LEUZex). A estratégia de construgido é mostrada na figura 11.

O plasmideo pYLTmAXDmManll (LEU2ex) foi digerido com Notl
antes da transformacgao para a cepa G040 (ver o Exemplo 3), que era co-
nhecido por produzir GlcNAcMansGIcNAc, N-glicanos nas suas profeinas
secretadas. Os transformantes foram selecionados para a prototrofia de leu-
cina. A analise do perfil de N-glicosilagdo no secretoma de varios destes clo-
nes mostrou uma modificacdo no modelo de N-glicano: um novo pico que
representa um N-glicano com um peso molecular mais baixo de aproxima-
damente duas unidades de glicose apareceu, que pode indicar a formagao
de GlcNAcMansGIcNAc; e, dessa forma, atividade de manosidase Il parcial.
Também outro pico aparece, correndo quase na mesma posicdo que
MansGIlcNAc; {isto € um ombro ao pico), potencialmente representando Glc-
NAcMan,GIcNAc,. A (ltima estrutura pode ser o resultado de um evento de
corte parcial, onde a atividade de manosidase || somente removeu um resi-
duo de manose em vez de dois. O tratamento dos N-glicanos isolados com
Jack Bean [B-N-acetil-hexosaminidase resultou em um deslocamento a es-
querda do modelo de glicano com aproximadamente uma unidade de glicose
e dessa forma uma mobilidade eletroforética mais alta devido a perda de um
residuo de GIcNAc terminal (figura 12). Isto ainda confirma a geracdo de
GlcNAcMansGlcNAc, e GIcNAcMansGlecNAc, de GlecNAcMansGlcNAc, devi-
do a expressao de uma atividade de manosidase |l funcional. Dependendo
do método de cultura usada, aproximadamente 15% do agrupamento de N-
glicano total resultou ser GlcNAcMan;GIcNAc,: aproximadamente 35% do
GlcNAcMansGlcNAc; disponivel perdeu 1 ou 2 residuos de manose, com
20% que sao completamente cortados em dire¢ao a GlcNAcMansGIcNAc;.

Exemplo 5: expressio de galactosiltransferase |
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A sintese de N-glicanos com residuos de galactose terminais
n&o somente depende da presenca de uma galactosiltransferase funcional e
bem localizada dentro da via de secregao, mas também na disponibilidade
da UDP-Gal, o substrato doador que é usado pela enzima. Embora se pense
geralmente que UDP-Glc e UDP-GIcNAc estao suficientemente disponiveis
no aparelho de Golgi de organismos de levedura, que € menos conhecido
para UDP-Gal. Para superar a deficiéncia de UDP-Gal potencial durante a
glicoengenharia, tentativas foram feitas anteriormente em Pichia pastoris
para visar uma proteina de fusdo UDP-Gic-4-epimerase de Schizosaccha-
romyces pombe (codificado pelo GAL70 similar ao gene SPBC365.14¢ -
SwissProt AccNo Q9Y7X5) e o dominio catalitico de p-1,4-galac-
tosiltransferase | humana (GalT ) (SwissProt AccNo P15291) no aparelho de
Golgi da levedura (Bobrowicz et al., Glycobiology 14 (9):757-766, 2004). A
localizag&o da proteina de fusdo Gal10p-GalT | dentro da via de secrecéo,
preferencialmente em uma posicdo onde atividade de manosidase Il e de
transferéncia de GlcNAc ja atuou sobre os N-glicanos das proteinas destina-
das a secrecdo, foi realizada usando os primeiros 46 aminoacidos N-
terminais de Mnn2p de S. cerevisiae como sinal de direcionamento N-
terminal.

Por isso, uma sequéncia codon-otimizada de Yarrowia foi gerada
para a expressao da proteina de fusdo consistindo dos primeiros 46 aminoa-
cidos N-terminais da proteina Mnn2 de S. cerevisiae, seguida pela proteina
similar a Gal10 de S. pombe e 0 dominio catalitico de GalT | humana (figura
13). O gene sintético resultante foi colocado sob controle transcricional do
promotor TEF1, que resulta nos plasmideos pYLTmAXSpGal10hGalTl e p-
YLTmAXSpGal10hGalTl (ADE2ex). A estratégia de construcdo é mostrada
na figura 14,

O plasmideo pYLTmAXSpGal10hGalTl (ADE2ex) foi digerido
com Noti antes da transformacéo para a cepa G040 (ver o Exemplo 3), co-
nhecido por produzir GlcNAcMansGlcNAc; N-glicanos nas suas proteinas
secretadas. Os transformantes foram selecionados para sua prototrofia de

adenina. A analise do perfil de N-glicosilagdo no secretoma de varios destes
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clones mostrou uma modificagao no modelo de N-glicano: um novo pico apa-
rece, correndo em uma posi¢ao enire Man;GIcNAc; e MangGicNAc; (figura
15). O tratamento dos N-glicanos com B-1,4-galactosidase de Strepfococcus
pneumonia indica que o pico representa GalGlcNAcMansGIcNAc, uma vez
que esta digestéo in vifro resulta no desaparecimento deste novo pico e i-
gualmente um grande aumento em GlcNAcMansGlcNAc,.

Usando esta organizacdo e dependendo das condi¢gbes de cres-
cimento, aproximadamente 75% de GlcNAcMansGlcNAc, foram convertidos
em GalGlcNAcMansGlcNAc,. A soma total da estrutura galactosilada conta-
bilizava aproximadamente 25% do agrupamento de N-glicano total. De uma
digestdo de a-1,2-manosidase in vitro, € claro, entretanto, que uma quanti-
dade significante de N-glicanos de alta manose n&o foi convertida em
MansGlcNAc; (figura 15). Dependendo do meio de cultura usado, a taxa de
conversao de MansGIcNAc; em direcao a GlcNAcMansGIcNAc, também é
mais baixa do que aquela observado na cepa parental G040. Isto ainda esta
mais provavelmente relacionado a taxa de crescimento mais lenta observada
para transformantes desta proteina de fusdo Mnn2-Gal10-GalT .

Exemplo 6: nocauie de YIALG3 e superexpressao simultdnea de YIALGS

Para permitir a geragcao de uma plataforma Mans;GIcNACz, o ge-
ne ALG3 da cepa G036 (Aoch7 de po1d Inuga + a-1,2-manosidase dirigida
por Hp4d) tem que ser inativado. Isto resulta na perda da atividade de Alg3p
a-1,6-manosiltransferase localizada no ER e modifica a composi¢cao da es-
trutura de precursor de N-glicano ligado ao lipidio. A transferéncia desta es-
trutura para um sitio de N-glicosilacao de uma cadeia de polipeptideo nas-
cente permite converter o perfil de glicosilagéo de levedura em estruturas N-
glicano similares de mamiferos sem a necessidade de expressar Manosida-
se Il. Entretanto, uma vez que esta nova estrutura ligada ao lipidio nédo é
transferida eficientemente para polipeptideos nascenies, o gene ALG6 de
Yarrowia (codificando uma Alg6p a-1,3-glicosil transferase localizada no ER)
tem que ser superexpresso simultaneamente para reduzir a potencial subgli-
cosilagao de proteina tanto quanto possivel.

Um vetor chamado de pYLalg3PUT-ALGS6 (figura 16) foi constru-



10

15

20

25

30

66/77

ido anteriormente para permitir o nocaute simultidneo de YIALG3 e superex-
presséao de YIALG®H dirigido por Hp4d. Ver a Publicacédo de Patente U.S. No.
20090069232-A1. Um fragmento Notl/Pacl deste vetor, contendo este casse-
te de ativagdo/desativacgéo, foi transformado em G036 de Yarrowia lipolytica
e os transformantes foram selecionados baseados na sua prototrofia de ura-
cila. Os clones que tinham se integrado corretamente ao construto foram
diretamente rastreados através da analise de N-glicano no secretoma. Dos
80 clones rastreados, 2 clones mostraram um perfil de N-glicosilagdo que
pode ajustar-se com a inativagdo de YIALG3 em uma cepa que expressa
uma a-1,2-manosidase localizada no ER. Separado de uma fracdo de
Manz;GIcNAc; glicanos, havia ainda MangGlcNAc: e MansGlcNAc; bem co-
mo uma quantidade significante de N-glicanos glicosilados (Glc-
MansGIcNAc; e Glc;MangGIcNAc;). Os Gltimos sdo o resultado de um corte
ineficiente por Glicosidase Il {Grinna e Robbins, J. Biol. Chem. 255, 2255-
2258, 1980). A natureza das estruturas de Man,GlcNAc: e MansGlcNAc; foi
confirmada pelo tratamento in vitro dos N-glicanos com a-1,2-manosidase
(figura 17). Dependendo das condi¢cdes de crescimento usadas, o nivel de
ManzGIcNAc,; pode aumentar até 60% do agrupamento de N-glicano total,
com o0s picos de dlicosilados que sao insensiveis em direcao a o-1,2-
manosidase e somente levemente sensiveis em dire¢ao ao tratamento com
Jack Bean a-manosidase .(a—manosidase inespecifica que pode atuar nos
residuos de a-1,2-, a-1,3- e a-1,6 ligados a manose). Ao contrario, a ultima
enzima converte ManzGlcNAc; gerado em Man GlcNAc; (figura 17}.

Um dos dois transformantes positivos foi chamado de G039 e
usado para trabalho de glicoengenharia adicional. A cepa foi transformada
transientemente com pRRQ2 expressando Cre-recombinase para permitir a
conservagdo do marcador URA3 que foi introduzido na transformagio de
G036 com o vetor pYLalg3PUT-ALGB. A analise mostra que o perfil de glico-
sitagao permanece 0 mesmo apoés conservacdo. Uma cepa curada foi sele-
cionada para uso adicional e designada G045.

Exemplo 7: expresséo de GlcNAc-transferase | em uma cepa de producgéo
de Mans;GIcNACc,
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Similar ao que foi feito no exemple 3, a introdugido de uma ativi-
dade de GnT | foi realizada através da expresséo da proteina de fusdo Kre2-
GnT [. A integracéo randémica de tal construto de expressao para GnT | foi
realizado de trés modos: 1) a cepa nao curada G039 (ver o Exemplo 6) foi
transformada com o vetor digerido com Notl pYLTmAXhGnTI (Hygr ex) e
clones expressando GnT | foram inicialmente selecionados com base na sua
capacidade de sobreviver a 300 g/ml de higromicina adicionados as placas
de selecao, 2) a cepa curada G045 (ver o Exemplo 6) foi transformada com
o vetor digerido com Notl pYLTMAXhGnTI (ver também o Exemplo 3) e clo-
nes expressando GnT | foram inicialmente selecionados com base em sua
prototrofia de uracila ou 3) a cepa curada G045 (ver o Exemplo 6) foi trans-
formado com o vetor digerido com Notl pYLHp4mAXhGnTI e clones expres-
sando GnT | foram inicialmente selecionados com base em sua prototrofia
de uracila. A estratégia de construcao de pYLTmAXhGnTI (Hygr ex) é mos-
trada na figura 18. Usando plasmideos pYLTmMAXhGnTl (Hygr ex) e pYLT-
mMAXhGnTI, a expressao de GnT | estava sob o controle transcricional do
promotor TEFT; usando plasmideo pYLHp4mAXhGnTI, a expressao de GnT
| estava sob o controle do promotor Hp4d.

A transformacao de G039 com pYLTmAXhGnT! (Hygr ex) resul-
tou em trés clones que somente emergiram nas placas de cultura apdés um
periodo de incubag¢ao mais longo do que o que foi esperado. Entretanto, a
analise do perfil de N-glicosilagdo do secretoma destes clones mostrou uma
modificagdo clara no modelo de N-glicano: Man;GIcNAc; presente na cepa
de G039 nao transformada foi significativamente reduzido ou quase comple-
tamente ausente enquanto um novo pico, representando um N-glicano com
peso molecular mais alto (aproximadamente uma unidade de glicose extra),
apareceu. Tratamento dos N-glicanos isolados com Jack Bean B-N-acetil-
hexosaminidase, uma enzima capaz de remover o residuos GIlcNAc termi-
nais B ligados, indicou que o novo N-glicanc de fato &€ GlcNAcMan;GIcNAc..
O novo pico desapareceu e foi completamente convertido em Man;GlecNAc,
(figura 19). Um dos transformantes avaliados foi usado para o trabalho de

glicoengenharia adicional e denominado G047. Resultados similares tam-
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bém foram obtidos quando a cepa curada G045 foi transformada com p-
YLTmAXhGnTI (G048) ou com pYLHp4mAXhGnTI (G056). A Cepa G056 foi
selecionada para curar através da expressao transiente de Cre recombinase
usando o plasmideo pRRQ2. A cepa resultante foi chamada G058.

Dependendo do método de cultura usado, aproximadamente
70% do agrupamento de N-glicano total da cepa G047 resultou ser GlcNAc-
ManaGIcNAc; com um pouco de Glci.oMansGIcNAc, restante e quase ne-
nhum Man;GIcNAc, estava presente (taxa de conversao >>90%) (figura 19).
Apesar da alta taxa de conversao, somente uma cépia do cassete de ex-
pressé@o de GnT | pode ser identificada nesta cepa através de Southern blot.
A analise Southern foi feita em DNA gendmico digerido com BamHI usando
um fragmento de PCR marcado com DIG especifico para GnT | que foi ge-
rado usando iniciadores 5-GGATGATCACACAATGGCCCTGTTITCTG-3
(SEQ ID NO:11) e 5-TGCTCTAGACTAGTTCCAAGAGGGGTC-3' (SEQ ID
NO:12).

Em uma estratégia alternativa, um construto JME925 pPTAde2-
URA3ex-Hp4dhGnTI foi gerado para permitir a integracéo direcionada do
cassete de expressao de GnT | dirigido por Hp4d no locus ADEZ2 do genoma
de Yarrowia. A estratégia de construcio & representada na figura 20. Antes
da transformacgéo para a cepa G045, o plasmideo foi digeridc com Notl e o
cassete de direcionamento/expressao foi isolado. Os transformantes foram
selecionados baseados em sua prototrofia de adenina. A integracao correta
do cassete de expressdo no locus ADE?Z foi verificada através de PCR usan-
do o iniciador de sentido direto Ver1Ade2 (5'-CGACGATAGAGCAGGTCTCA
CTGTTGGGAATGCTG-3', SEQ ID NO:13) iniciador de sentido reverso
Ver2Ade2 (5-CTACACTGACGAAGTGGACATCCCGGCTTGGACTG-3, SEQ
ID NO:14) e ainda confirmado através de Southern blot. Isto foi feito em DNA
gendmico digerido com BamHI[/Spel usando um fragmento de PCR marcado
com DIG especifico para GnT | que foi gerado usando iniciadores 5'-
GGATGATCACACAATGGCCCTGTTTCTG-3' (SEQ ID NO:15) e 5-TGC
TCTAGACTAGTTCCAAGAGGGGTC-3 (SEQ ID NO:16). A sintese de Glc-

NAcMan:GIcNAc, para o secretoma foi confirmada através da analise de N-
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glicano e tratamento /n vifro com Jack Bean B-N-acetil-hexosaminidase (figu-
ra 21). Um transformante expressando GnT | (chamado de G057} foi sele-
cionado para curar através da expressao transiente de Cre recombinase u-
sando o plasmideo pRRQ2. A cepa resultante foi chamada G059.

Exemplo 8: expressao de GlcNAc-transferase |l

Uma sequéncia cédon-otimizada de Yarrowia foi gerada para a
expressao da proteina de fusdo consistindo dos 36 primeiros aminoacidos N-
terminais da proteina Mnn2 de S. cerevisiae (SwissProt AccNo P38069) se-
guida pelo dominio catalitico de GlcNAc-transferase Il de rato (GnT I}
(SwissProt AccNo Q09326) (figura 22, SEQ ID NO:17 e SEQ ID NO:18). Os
36 aminoacidos N-terminais de Mnn2 da levedura servem como um sinal de
localizagdo Golgi para o dominio catalitico de GnT [l. Deste modo, foi asse-
gurado que a proteina de fusdo Mnn2-GnT Il foi localizada no mesmo ou até
uma posi¢ao posterior na via de secregéo do que a proteina de fusao Kre2-
GnT | (e Mnn2-Man II) e foi, por isso, capaz de converter GIcNAc-
MansGIcNAc,; em GlcNAc,Mans;GlcNAc,. O gene sintético da expressao da
proteina de fusao foi colocado no controle transcricional do promotor TEFT,
que resulta nos plasmideos pYLTmMAXrGnTIl e pYLTmAXrGnTIl (ADE2ex). A
estratégia de construgao é mostrada na figura 23.

Uma cepa que expressa a atividade de GnT Il foi gerada de dois
modos diferentes: 1} cepa G045 (ver o Exemplo 6) foi transformada simulta-
neamente com pYLTmAXhGnTI digerido com Notl e pYLTmMAXrGnTII digeri-
do com Notl (ADE2 ex) e os transformantes foram selecionados baseados
em sua prototrofia de uracila e adenina ou 2) cepa G047 (Exemplo 7) foi
transformada com pYLTmAXrGnTIl digerido com Notl (ADE2 ex) e os trans-
formantes foram selecionados baseados em sua prototrofia de adenina. A
integrac&o dos cassetes de expressao foi verificada usando iniciador de sen-
tido direto TefPromFW 5-GTCCCCGAATTACCTTTCC-3 (SEQ ID NO:19) e
iniciador de sentido reverso Lip2TermRV 5-AGGTAGAAGTTGTAAAGAG
TG-3' (SEQ ID NO:20). A analise de N-glicano no secretoma em combinacéo
com o tratamento in vifro dos aglcares isolados com Jack Bean (3-N-acetil-

hexosaminidase indicou que varios transformantes foram capazes de produ-
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zir GlcNAc;Man;GlcNAc; e dessa forma expressando uma atividade de GnT
Il funcional (figura 24). Em uma condigio selecionada, aproximadamente
40% do agrupamento de N-glicano total consistiu de GlcNAc,Man;GlcNACc:.
A taxa de conversdao do substrato GlcNAcMans;GlcNAc, a Gle-
NAc;Man;GlcNAc, foi 90%. As cepas selecionadas a partir do final foram
chamadas G050 (a transformacido dupla de G045) e G051 (expressao de
GnT Il em G047).

Exemplo 9: expressao de glicosidase Il alfa e subunidades de beta (Gls2a e

Gls2pB)

Baseado nos experimentos descritos nos Exemplos 6 a 8, a es-
tratégia que envolve o nocaute de Y/ALG3 e superexpressdo simultanea de
YIALG6 resulta na geracao de N-glicanos carregando um ou dois residuos
de glicose terminal (Glc1-2Man5' GIcNAc2). A presenca destes residuos de
glicose impede a conversdo em diregcdo a Man;GIlcNAc, pela a-1,2-
manosidase marcada com HDEL localizada no ER. Para os residuos de gli-
cose a serem removidos, a atividade de Glicosidase |l dentro do ER tem que
ser aumentada. Em um contexto sem expressao de a-1,2-manosidase, a
superexpressao da subunidade alfa e beta de Glicosidase |l de Aspergillus
niger resultaram em conversdo mais alta de Glci--MansGIlcNAc, em
Man5’GIcNAc; (Publicagao de Patente U.S. No. 20090069232-A1). Os cons-
trutos da superexpressdo de subunidades gls2 de A. niger foram produzidos
como se segue: 1) um codon-otimizado de Yarrowia cDNA foi gerado para a
expressao das subunidade gls2a e gls2f3 maduras (sem o peptideo sinal) de
A. niger, 2) os cDNA’s foram clonados estruturados para a pré-sequéncia
LIP2 de Y. lipolytica; 3) as sequéncias resultante L/P2pre-gls2a e LIP2pre-
gls2p foram clonadas sob controle transcricional do promotor TEF1 constitu-
tivo. Os plasmideos resultantes foram chamados pYLTUXdL2preAnGlclla e
pYLeu2EXTEFpreLip2AnGluclIf (figura 25).

Baseado nestes plasmideos, os novos construtos foram gera-
dos para a superexpressao simultanea de subunidades gls2a e gls23 de A.
niger sob controle do promotor TEFT (vetor JME923 pPTura3-LEUZ2ex-

TefL2preAnGilclla+b[alt1] para a integragédo direcionada - figura 26) ou con-
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trole do promotor Hp4dd (vetor JMES23 pPTura3-LEU2ex-Hp4dL2preAnGlclla+b
[alt1] para integracao direcionada e vetor Zeta-LEUZex-Hp4dL2preAnGiclla+b
[alt] para a integracédo randémica - figura 27).

A cepa G057 (ver o exemplo 7) foi transformada com plasmi-
deos digeridos com Notl JME923 pPTura3-LEUZex-Hp4dL2preAnGlclla+b
[alt1] e Zeta-LEUZex-Hp4dlL2preAnGlclla+b[alt] e transformantes foram se-
lecionados baseados em sua prototrofia de leucina. Varios clones foram ana-
lisados genomicamente através de PCR e andlise Southern para avaliar a
integrac@o do cassete de expressao de gls2a e gls2B. A geracao de sonda
DIG e andlise por PCR da subunidade gls2a foi feita usando os iniciadores
AnGls2a-FW (5-GCTGGACTCTTCTTICTATCC-3") (SEQ ID NO:24) e An-
Gls2a-RV (5'-GGTCTCCTTCAGAGACAGG-3’) (SEQ ID NO:25); para o su-
bunidade gls2p fizemos o uso de iniciadores AnGls2B-FW (5-CCAAGTT
CTACAAGGACACC-3") (SEQ ID NO:26) e AnGIc2pB-RV (5-CCCTTGACGAC
CTTAGAGG-3") {SEQ ID NO:27). A analise Southern para verificar a inte-
gracéo direcionada do cassete de expressao dual Hp4dGls2a/f foi feita em
gDNA digerido com Eco47I1ll usando a sonda gls2a, e em Spel/Sfil digerido
com gDNA usando a sonda gls2B. A maioria dos clones selecionados mos-
trou integracéo correta do cassete de expressao dual no locus URA3. A ana-
lise Southern da integracdo randdmica do cassete de expressao dual
Hp4dGls2a/B foi verificada em gDNA digerido com Pvul com ambas as son-
das. Em todos 0s casos, somente uma copia do cassete de expressao dual
estava integrada.

Apos, a analise de N-glicano foi realizada em varios clones con-
firmados tendo o cassete de expressdo dual Hp4dGls2a/B (corretamente)
integrado. A N-glicosilagdo foi examinada na proteina secretada total apos
trés dias de cultura falcon. Varios clones mostraram uma reducgao significan-
te dos agucares glicosilados € um aumento de ManzGlcNAc, e GIlcNACc-
ManiGIcNAc,. Os perfis de um clone que integrou o cassete de expressao
dual randomicamente (= cepa G060) de um lado e de um modo direcionado
(= cepa G061) no outro, sdo mostrados na figura 28. Os dois picos menores

representam MangsGIcNAc; e MansGIcNAc;, uma vez que deslocam
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Mans;GIcNAc, resp. Man,GIcNAc, no tratamento com o-1,2-manosidase e
manosidase de Jack Bean. O Ultimo tratamento também resulta em uma con-
versao parcial do Gl ;MansGlcNAC, restante em Glc1-2MangGIcNACc; e de
GlcNAcMan;GIcNAc; em GleNAcMan,GlcNAc;. A presenga de ManyGIcNAC,
e MansGIcNAc, entretanto indica conversac incompleta em direcido a
Man;GIcNAc, por a-1,2-manosidase marcada com HDEL heterologamente
coexpressa. Similarmente a presenga de ManzGIcNAc: indica a transferéncia
incompleta de um GlcNAc-residuo por GnT | humana recombinante para
obter GIcNAcMans;GIcNAc,. Entretanto, baseado nos resultados descritos
acima (por exemplo, cultura de G047 no Exemplo 7, figura 19), é claro que
as diferengas em condigdes de cultura podem aumentar as taxas de conver-
sao significativamente e dessa forma melhorar o resultado final.

Exemplo 10: expresséo de GlcNAc-transferase Il na cepa G061 de producéo
de GlcNAcMan;GIcNACc,

Como descrito no Exemplo 8, uma sequéncia coédon-otimizada

Yarrowia foi gerada para a expressdo da proteina de fuséo consistindo dos
36 primeiros aminoacidos N-terminais da proteina Mnn2 de S. cerevisiae
(SwissProt AccNo P38069) seguido pelo dominio catalitico da GlcNAc-
transferase Il de rato (GnT II) (SwissProt AccNo Q09328) (figura 22, SEQ ID
NO:17 e SEQ ID NO:18, respectivamente). Os 36 aminoacidos N-terminais
de Mnn2 de levedura servem como um sinal para localizagdo de Golgi para
o dominio catalitico de GnT II. Deste modo, foi assegurado que a proteina de
fusdo Mnn2-GnT Il estava localizada no mesmo ou até uma posicao posteri-
or na via de secregdo do que a proteina de fusdo Kre2-GnT | e foi, por isso,
capaz de converter GlcNAcMan;GlcNAc, em GlcNAc,ManzGlcNAc;. O gene
sintético da expressao da proteina de fuséo foi colocado sob controle trans-
cricional do promotor Hp4d que resulta em plasmideo pYLHp4mAXrGnTII,
que foi usado para a integracéo randdmica do cassete de expressdo GnT Il
dirigido por Hp4d no genoma de Yarrowia. Em uma estratégia alternativa, o
construto OXYP289 pPTAxp1-ADE2ex-Hp4dhGnTIi foi gerado para permitir
a integragéo direcionada do cassete de expressao GnT Il dirigido por Hp4d

no locus AXP1 do genoma de Yarrowia.
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Antes da transformacao da cepa G061 (ver o Exemplo 9), os
plasmideos foram digerido com Notl e o cassete de direcionamen-
to/expresséao foi isolado. Os transformantes foram selecionados baseados na
sua prototrofia de adenina. A integracgéo correta do cassete de expressao no
locus ADEZ foi confirmada pela analise Southern blot apds digerir DNA ge-
némico com Xmnl. Uma sonda marcada com DIG com a especificidade da
sequéncia de codificacdo de GnT Il foi gerada usando iniciador de sentido
direto rGnTII-FW (5-GACCAGATGCTGCGAAACG-3") (SEQ ID NO: 28) e
iniciador de sentido reverso rGnTII-RV (5-CTTGACGTCCACCTTGTCG-3")
(SEQ ID NO: 29). Esta estratégia produz uma banda de 3172 pb quando o
gene esta integrado com sucesso no locus Axp1.

Em uma estratégia alternativa, a integracao correta no locus
Axp1 pode ser examinada através de uma reagcdo PCR em DNA gendmico
usando o iniciador de sentido direto AXPVer1b (5-GCCTGAACGGCACGA
TG CGATCGTGGCAATCC-3’) (SEQ ID NO: 30) e o iniciador reverso AXP-
Verzb (5'-CAAGAAGCCTCAGGCTCGGCGAATCTCCATC-3) (SEQ ID NO:
31). Em caso do direcionamento correto no locus Axp1, espera-se um frag-
mento de PCR de 6489 pbh.

A analise de N-glicano no secretoma, em combinagao com o tra-
tamento in vifro dos aglcares isolados com Jack Bean [-N-acetil-
hexosaminidase ou a-1,2-manosidase de T. reesei indicou que varios trans-
formantes foram capazes de produzir GlcNAc;Man;GlcNAc, e dessa forma
de expressar uma atividade de GnT Il funcional (figura 29). As analises indi-
caram que aproximadamente 25 a 30% do agrupamento de N-glicano total
consistiu de GlcNAc;Manz;GlcNAc,, com um GlcNAcMansGIlcNAc; a taxa de
conversao GlcNAc,Man;GlcNAc, de aproximadamente 90%. As cepas sele-
cionadas a partir do final foram chamadas G070 (a integragdo de pY-
LHp4mAXrGnTIl em G061) e G071 (a integragao de OXYP289 pPTAxp1-
ADE2ex-Hp4dhGnTIl em G061).

Exemplo 11: construcdo de um plasmideo de tandem para expressao dirigi-

da por Hp4d simultanea da cadeia pesada (HC) e cadeia leve (LC) de anti-

HERZ2 em Yarrowia lipolytica
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As sequéncias de aminoacido das cadeias pesadas e leves do
anticorpo anti-HER2 foram obtidas de Carter et al., Proc Natf Acad Sci USA.,
89 (10): 4285-4289 (1992); e Ward et al., Appl Environ Microbiol., 70 (5):
2567-2576 (2004). As sequéncias de aminoacido relevantes foram traduzi-
das reversamente, codon-otimizadas para Yarrowia lipolifica, e sintetizadas
por GenArt, Regensburg, Alemanha. As regiées de contetido de GC muito
alto (> 80%) ou muito baixo (<30%) foram evitadas onde possivel. Durante
0s processos de otimizagao, os seguintes motivos de sequéncia cis atuante
foram evitados: caixas internas TATA, sitios chi e sitios de entrada ribosso-
mica, estiramentos de sequéncia ricos em AT ou ricos em GC, sequéncias
de repeticao e estruturas secundarias de RNA bem como sitios doadores e
aceptores de splice (criptico). A fim de permitir a secregao das proteinas ec-
topicas, a sequéncia de codificacao do ‘pré-prd-’ sinal proteico Lip2 (seguido
por aquele de um ligante de peptideo ‘GGG’) foi adicionada a regiao 5’ das
sequéncias de codificagio. ‘GGG’ foi adicionado para aumentar as modifica-
¢bes do processamento de Kex2 correto. A figura 30A contém a sequéncia
nucleotidica do pré-pré-Lip2-LC sintético (= 750 pb) (SEQ ID NO: 32). A figu-
ra 30B contém a sequéncia de aminoacidos do pré-pro-Lip2-LC (= 250 Aag;
PM = 27.011 Da,; pl = 8,46) (SEQ ID NO: 33). A figura 31A contém a se-
guéncia nucleotidica do pre-pré-Lip2-HC sintético (= 1458 pb) (SEQ ID NO:
34). A figura 31B contém a sequéncia de aminoacidos do pré-pr6-Lip2-HC (=
486 Aa; PM = 52.853 Da; pl = 8,65) (SEQ ID NO: 35). As sequéncias de co-
dificacdo de pré-pré-Lip2-HC e-LC foram introduzidas no mesmo vetor, cha-
mado pYLHp4L2pre-pré-HerHC/LC (GUT2ex)-ori2.

Exemplo 12: expressdo de HC e LC do anticorpo anti-HER2 em cepa de

Yarrowia lipolytica com um grau variado de glicoengenharia

O plasmideo pYLHp4L2pré-pro-HerHC&LC (GUT2ex)-ori2 foi di-
gerido com Notl e o cassete de expressdao HC-/LC-tandem foi isolado antes
de transformar as cepas G045, G057, G061 e G071 de Yarrowia lipolytica

(ver a Tabela 2}. Os transformantes que contém o cassete de expressao de

HC-/LC randomicamente integrado foram selecionados baseados na sua

capacidade de crescer em glicerol como a Unica fonte de carbono. A anafise
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de expresséo de HC e LC foi feita atraves de western blotting ap6s uma cul-
tura de frasco de agitagdo de 4 dias dos transformantes selecionados em
meio rico contendo glicerol como a unica fonte de carbono (meio Su-
perT/glicerol: extrato de levedura 0,5%; extrato de malte 2%; triptona 1%;
glicerol 1,5%; tampao de fosfato 200 mM pH 6,8). A deteccao de LC foi reali-
zada usando um camundongo monoclonal para Cadeias leves Livres Kappa
(4C11) (Abcam) enquanto a detecgéo de HC foi feita usando IgG de camun-
dongo anti-humano monoclonal (cadeia y especifica) (Sigma).

Os N-glicanos do secretoma das cepas de produgao de anticor-
po anti-HER2 mostrou um perfil similar como as cepas glicoengenheiradas
correspondentes que nao expressavam nenhum HC e LC (figura 32). As
porcentagens de N-glicanos em cepas com contexto G045, G057, G061 e
G071 foram determinadas ap6s uma cultura de frasco de agitagio de 6 dias
no meio SuperT/glicerol. Em um contexto G045, 54,6% dos N-glicanos eram
Mans;GIcNAc,. No contexto G057, 47,5% dos N-glicanos eram Glec-
NAcsMans;GlcNAc,. Em um contexto G061, 58,9% dos N-glicanos eram Glc-
NAc;Man;GlcNAc,. Em um contexto G071, 37,6% dos N-glicanos eram Glc-
NAcaManzGIcNAC,.

Exemplo 13: fermentacéo da cepa G096 de Yarrowia, uma cepa sintetizado-
ra de GlcNAc,ManzGlcNAc, expressando HC e LC do anticorpo anti-HER2

Varios transformantes pYLHp4L2pré-pro-HerHC&LC (GUT2ex)-

oriz de G071 de Yarrowia flipolytica, uma cepa capaz de sintetizar Glc-

NAc,Man;GIcNAc,, foram analisados para niveis de expressdo de HC e LC.
Um destes clones, G096, foi escolhido para analise adicional.

A fermentagao foi feita em um biorreator de tanque agitado de
14 litros (MAVAG AG) munido de um controle do processo e sistema de ges-
tao (Lucillus PIMS). A pressao de oxigénio parcial relativa no meio, as con-
centracoes de CO, e O no gas de escape, valor de pH, temperatura, sobre-
pressao do reator, peso do reator, peso da alimentacao e peso base foi tudo
monitorado em tempo real. A geragéo de espuma foi neutralizada adicionan-
do polipropilenoglicol como agente antiespumante (PPG). Os ajustes no pH

foram feitos pela adigao de uma solugao de aménia 25% ou por uma solugao
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de acido fosférico 8,5%.

Uma cultura semente de G096 foi cultivada a 28°C em um frasco
de agitacao contendo meio rico. A cultura semente foi inoculada no fermen-
tador contendo meio mineral para comecar uma fase de batelada a 28°C
com crescimento irrestrito, usando somente glicerol como fonte de carbono.
Esta fase foi usada para alcangar rapidamente uma alta concentracao de
biomassa. Daquele ponto para frente, o processo foi deslocado a batelada
alimentada exponencial de glicerol (com glicerol como Unica fonte de carbo-
no e energia; pH 6), com uma taxa de crescimento constante de 0,02. Como
um exemplo, os resultados de uma fermentacdo de batelada alimentada a
28°C sao descritos abaixo.

A fase de batelada alimentada durou 148 horas. Em pontos de
tempo diferentes da fermentagdo, as amostras foram tomadas para acom-
panhar os seguintes parametros: 1) expressdo de esqueletos proteicos de
LC e HC através de western blot; 2) expressdo de anticorpo anti-HER2 fun-
cional através de um ELISA; e 3) evolugdo do perfil de N-glicosilagao do se-
cretoma. O nivel de expressao de HC completo alcangou um maximo em
torno do ponto de tempo 7 (39 horas) e permanece aproximadamente igual
dali para a frente. A expressao de L.C alcangou um maximo entre os pontos
de tempo 7 (39 horas) e 10 (73 horas}, mas diminuiu um pouco nos pontos
de tempo posteriores. Alguns dimeros LC foram produzidos entre pontos de
tempo 5 (25 horas) e 9 (62 horas), mas desapareceram novamente daquele
ponto para a frente.

Um ELISA funcional foi desenvolvido para medir a produgéo do
anticorpo anti-HER2 que tem pelo menos um dominio de ligagdo a antigeno
funcional. As placas foram recobertas com uma variante recombinante do
antigeno HER2 natural, a quimera ErbB2/Fc humana recombinante (R&D
Systems). Entdo uma diluigdo do meio, coletado em pontos de tempo dife-
rentes, foi adicionada as placas recobertas. A avaliacdo da quantidade da
proteina de ligagdo a antigeno foi feita usando um anticorpo kappa anti-
humano HRP-conjugade LC (Sigma). A evolucao da quantidade da proteina

de ligagdo a quimera ErbB2/Fc (uma medida da quantidade do anticorpo
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anti-HERZ2 funcional secretado) dentro da fermentacdo de batelada alimen-
tada € mostrada na figura 33. Os dados mostram um aumento gradual nos
niveis do anticorpo anti-HER2, com um maximo de 10 a 12 mg/L no fim da
fase de producéo.

A anadlise de N-glicano foi feita em amostras tomadas em varios
pontos de tempo durante a fermentagdo de batelada alimentada. Os resulta-
dos séo mostrados nas figuras 34A e 34B. No inicio da fase de batelada ali-
mentada, houve uma quantidade significante de N-glicanos presentes con-
tendo glicose. Do ponto de tempo 6 progressivamente (34 horas apos partida
da alimentagéo exponencial), o nivel de N-glicanos glicosilados reduziu signi-
ficativamente com apenas algum deixado no momento da coleta (ponto de
tempo 18, 148 horas). Isto indicou que as proteinas que originalmente carre-
gam N-glicanos contendo glicose, foram diluidas até ao fim da fermentacao.
Naguele ponto aproximadamente 86% dos N-glicanos isolados do secretoma
tinham a estrutura GlcNAc;ManzGIcNACc;.

QUTRAS MODALIDADES

Embora a inveng¢do tenha sido descrita em conjunio com a des-

cricao detalhada da mesma, a descricao precedente é destinada para ilustrar
e nao limitar o escopo da inveng&o, que é definida pelo escopo das reivindi-
cacOes acrescentadas. Outros aspectos, vantagens e modificacbes estao

dentro do escopo das seguintes reivindicacoes.
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REIVINDICACOES

1. Método de produzir uma célula transformada de Yarrowia li-
polytica capaz de produzir proteinas compreendendo GlcNAcManzGIcNAc;
N-glicanos, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) fornecer uma célula transformada de Yarrowia lipolytica gene-
ticamente  manipulada para produzir proteinas compreendendo
MansGIcNAc, N-glicanos; e

b) introduzir na dita célula um &cido nucleico que codifica uma
GlcNAc-transferase |, em que o dito acido nucleico compreende uma se-
guéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para
direcionar a GlcNAc-transferase | codificada para um compartimento intrace-
lular, em que a expressédo da dita GIcNAc-transferase | na dita célula fungica
produz proteinas compreendendo GIcNAcMansGIcNAc, N-glicanos.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que apresenta qualquer uma das caracteristicas, de (i) a (xv), abaixo:

(i) o método compreende ainda a introducdo na dita célula de um
acido nucleico codificando uma proteina-alvo, em que a dita célula produz a
dita proteina-alvo modificada para compreender os ditos GIcNAc-
Man3GIcNAc, N-glicanos;

(i) a dita proteina-alvo liga-se a um receptor Fc;

(iii) a dita proteina-alvo € um anticorpo ou fragmento do mesmo;

(iv) a dita proteina-alvo é uma glicoproteina terapéutica;

(v) a dita proteina-alvo é Interferon-g, GM-CSF, Interferon-y ou
eritropoietina;

(vi) o dito compartimento intracelular € o aparelho de Golgi;

(vii) a dita célula geneticamente manipulada para produzir prote-
inas compreendendo MansGIcNAc, N-glicanos é deficiente na atividade de
ALG3 e compreende um acido nucleico que codifica uma a-1,2-manosidase,
em que o dito acido nucleico compreende uma sequéncia nucleotidica que
codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a a-1,2-
manosidase codificada para o reticulo endoplasmatico;

(viii) o método, de acordo com o item (vii) acima, em que a célula
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gue é geneticamente manipulada para a producdo de proteinas compreen-
dendo MansGIcNAc, N-glicanos é deficiente ainda na atividade OCH1;

(ix) o método, de acordo com o item (vii) ou (viii) acima, em que
a célula que é geneticamente manipulada para a producdo de proteinas
compreendendo MansGIcNAc, N-glicanos compreende ainda um acido nu-
cleico codificando uma a-1,3-glicosiltransferase;

(x) a a-1,3-glicosiltransferase € ALG6;

(xi) o método compreende ainda a introducdo na dita célula de
um acido nucleico que codifica uma GIcNAc-transferase Il, em que o dito
acido nucleico que codifica a dita GlcNAc-transferase Il compreende uma
sequéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para
direcionar a GIcNAc-transferase Il codificada para um compartimento intra-
celular, em que a expressao da dita GIcNAc-transferase Il na dita célula pro-
duz proteinas compreendendo GlcNAc;Manz;GIcNAc,; N-glicanos;

(xii) o método compreende ainda a introducdo na dita célula de
um acido nucleico que codifica uma galactosiltransferase, em que o dito aci-
do nucleico que codifica a dita galactosiltransferase compreende uma se-
guéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para
direcionar a galactosiltransferase para o aparelho de Golgi, em que a ex-
pressdo da dita galactosiltransferase na dita célula fangica produz proteinas
compreendendo GalGIcNAcMansGIcNAc, ou Gal,GlIcNAc,ManszGIcNAc, N-
glicanos;

(xiii) o método, de acordo com o item (xii) acima, em que o refe-
rido método compreende ainda a introducéo na dita célula de um &cido nu-
cleico que codifica uma proteina-alvo, em que a dita célula produz a dita pro-
teina-alvo modificada compreendendo o dito GalGIcNAcMans;GIcNAc, ou
Gal,GlcNac;MansGlcNac, N-glicanos;

(xiv) o método, de acordo com o item (xii) acima, em que o dita
galactosiltransferase é uma fusdo de uma UDP-Glc-4-epimerase e um domi-
nio catalitico de uma B-1,4-galactosiltransferase I; ou

(xv) o método, de acordo com o item (xii) acima, em que o refe-

rido método compreende ainda a introducéo na dita célula de um &cido nu-
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cleico que codifica as subunidades a e 3 de uma glicosidase Il, em que a
expressdo das ditas subunidades a e B da dita glicosidase Il na dita célula
produz proteinas compreendendo GalGIcNAcMan3sGIcNAc; ou
Gal,GIcNAc,MansGlcNac, N-glicanos.

3. Método de produzir um célula transformada de Yarrowia li-
polytica capaz de produzir proteinas compreendendo GIcNAcMansGlcNac;
N-glicanos, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) fornecer uma célula Yarrowia lipolytica geneticamente mani-
pulada para produzir proteinas compreendendo MansGIcNAc, N-glicanos; e

b) introduzir na dita célula um &cido nucleico codificando uma
GlcNAc-transferase |, em que o dito acido nucleico compreende uma se-
guéncia de nucleotideos que codifica uma sequéncia de direcionamento pa-
ra direcionar a GlcNac-transferase | codificada para um compartimento intra-
celular, em que a expressédo da dita GIcNAc-transferase | na dita célula pro-
duz proteinas compreendedo GIcNAcMansGIcNAc, N-glicanos.

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pelo
fato de que apresenta qualquer uma das caracteristicas, de (i) a (x), abaixo:

(i) o método compreende ainda introduzir na dita célula um acido
nucleico que codifica uma proteina-alvo, em que a dita célula produz a dita
proteina-alvo modificada que compreende a dita GIcNAcMansGIcNAc, N-
glicanos;

(i) o método, de acordo com o item (i) acima, em que a proteina-alvo apre-

senta qualquer uma das caracteristicas, de a) a d), abaixo:

a) liga-se a um receptor Fc;

b) € um anticorpo ou fragmento deste;

C) € uma glicoproteina terapéutica; ou

d) € um interferon-B,GM-CSF, interferon y ou eritropoietina;

(iil) o compartimento intracelular é o aparelho de Golgi;

(iv) a célula que € geneticamente manipulada para produzir pro-
teinas compreendendo MansGIcNAc, N-glicanos € deficiente na atividade
OCH1 e compreende um acido nucleico codificando uma a-1,2-manosidase,

em gque o dito acido nucleico que codifica a dita a-1,2-manosidase compre-
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ende uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma sequéncia de dire-
cionamento para direcionar a a-1,2-manosidase para o reticulo endoplasma-
tico;

(v) o método, de acordo com o item (iv) acima, em que a dita se-
guéncia alvo € uma sequéncia HDEL;

(vi) o método compreende ainda a introducdo na dita célula de
um acido nucleico que codifica uma manosidase I, em que o dito acido nu-
cleico que codifica a dita manosidase Il compreende uma sequéncia nucleo-
tidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar a ma-
nosidase Il codificada para o aparelho de Golgi, em que a expressao da dita
manosidase Il na dita célula fungica produz proteinas compreendendo Glc-
NAcManzGIcNAc, N-glicanos;

(vii) o método compreende ainda a introducéo na dita célula de
um acido nucleico que codifica uma galactosiltransferase, em que o dito aci-
do nucleico que codifica a dita galactosiltransferase compreende uma se-
guéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para
direcionar a galactosiltransferase codificada para o aparelho de Golgi, em
gue a expressdo da dita galactosiltransferase na dita célula produz a dita
proteina-alvo modificada para compreender GalGIcNAcMansGIcNAc, ou
GalGIcNAcMansGIcNAc; N-glicanos;

(viii) o método, de acordo com o item (vii) acima, compreenden-
do ainda introduzir na dita célula um acido nucelico codificando uma proteina
alvo, em que a dita célula produz a dita proteina-alvo modificada que com-
preende os ditos GalGIcNAcMansGIcNAc, ou GalGIcNAcMansGIcNAc, N-
glicanos;

(ix) o método, de acordo com o item (vii) acima, em que a dita
galactosiltransferase é uma fusdo de uma UDP-Glc-4-epimerase e o dominio
catalitico de B-1,4-galactosiltransferase I; ou

(ix) o método, de acordo com o item (viii) acima, compreendendo
ainda isolar a dita proteina-alvo modificada para compreender os ditos Gal-
GlcNAcMansGIcNAc; ou GalGlcNAcMan3;GIcNAc;, N-glicanos.

5. Método de produzir uma proteina-alvo compreendendo Glc-
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NAcManzGIcNAc, N-glicanos, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) fornecer uma célula transformada de Yarrowia lipolytica gene-
ticamente manipulada para compreender um &cido nucleico codificando uma
GlcNAc-transferase |, uma a-1,2-manosidase e uma manosidase I, em que
o dito &cido nucleico compreende uma sequéncia de nucleotideo codificando
a sequéncia direcionamento para direcionar cada proteina codificada para
um compartimento intracelular, em que a dita célula é deficiente na atividade
OCH1,; e

b) introduzir na dita célula um &cido nucleico codificando uma
proteina-alvo, em que a dita célula produz a dita proteina-alvo compreen-
dendo a dita GIcNAcMansGIcNAc; N-glicanos.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado pelo
fato de que apresenta qualquer uma das caracteristicas, de (i) a (ix), abaixo:

(i) o &cido nucleico codifica a dita a-1,2-manosidase compreende
um sequéncia de direcionamento para o reticulo endoplasméatico que dire-
ciona a-1,2-manosidase codificada para o reticulo endoplasmatico;

(i) o método, de acordo com o item (iv) acima, em que a dita se-
guéncia de direcionamento é uma sequéncia HDEL;

(i) o acido nucleico que codifica a dita GIcNAc-transferase | e a
dita manosidase Il compreende as sequéncias de direcionamento para o
aparelho de Golgi que direciona a GIcNAc-transferase | e a dita manosidase
Il codificadas para o aparelho de Golgi;

(iv) a proteina-alvo liga-se a um receptor Fc;

(v) a proteina-alvo € um anticorpo ou fragmento deste;

(vi) a proteina-alvo € uma glicoproteina terapéutica;

(vii) a proteina-alvo € um interferon-B,GM-CSF, interferon y ou
eritropoietina;

(viii) o método ainda compreende a introducéo na dita célula de
um acido nucleico que codifica uma galactosiltransferase, em que o dito aci-
do nucleico que codifica a dita galactosiltransferase compreende uma se-
guéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia de direcionamento para

direcionar a galactosiltransferase codificada para um aparelho de Golgi, em
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gue a expressado da dita galactosiltransferase na dita célula produz proteinas
modificadas compreendendo GalGlIcNAcMan;GIcNAc, N-glicanos; ou

(ix) o método, de acordo com o item (viii) acima, compreende a-
inda isolar a dita proteina-alvo modificada para compreender o dito GalGlc-
NAcManzGIcNAc, N-glicanos.

7. Método de producdo de uma proteina-alvo compreendendo
Gal,GIcNAc;MansGIcNAc, N-glicanos, caracterizado pelo fato de que com-
preende:

a) fornecer uma célula transformada de Yarrowia lipolytica gene-
ticamente manipulada sendo deficiente na atividade ALG3 e compreendendo
um 4&cido nucleico codificando uma GIcNAc-transferase 1, GIcNAc-
transferase |l e uma galactosiltransferase, em que o dito acido nucleico codi-
fica GlcNac-transferase |, GlcNac-transferase |l e uma galactosiltransferase
compreende uma sequéncia de nucleotideo codificando uma sequéncia de
direcionamento para direcionar cada proteina codificada para um comparti-
mento intracelular; e

b) introduzir na dita célula um &cido nucleico codificando uma
proteina-alvo, em que a dita célula produz a dita proteina-alvo compreen-
dendo a dita Gal,GlcNAc;MansGIcNAc; N-glicanos.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo
fato de que apresenta qualquer uma das caracteristica, de (i) a (iv) abaixo:

(i) a dita célula é deficiente ainda na atividade de OCH1;

(i) o método, de acordo com a reivindicacdo 7 ou item (i) acima,
em que a dita célula compreende ainda um acido nucleico que codifica a-
1,3-glicosiltransferase;

(iil) o método, de acordo com o item (ii) acima, em que o dito &-
cido nucleico que codifica a dita a-1,3-glicosiltransferase € ALG6; ou

(iv) o método, de acordo com a reivindicagdo 7 ou item (i) ou (ii)
acima, em que a dita célula compreende ainda um acido nucleico que codifi-
ca as subunidades a e B de uma Glicosidase Il, em que a expressao das
ditas subunidades a e 3 da dita Glicosidase Il na dita célula fungica produz a

dita proteina-alvo compreendendo os ditos Gal,GIcNAc,MansGIcNAc, N-gli-
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canos.

9. Célula transformada de Yarrowia lipolytica, caracterizada pelo
fato de que é geneticamente manipulada para produzir glicoproteinas com-
preendendo GIcNAcMansGIcNAc, N-glicanos, em que a dita célula fungica é
deficiente na atividade OCH1 e compreende um &cido nucleico codificando
um a-1,2-manosidase, um GIcNAc-transferase | e manosidase Il, em que o
dito acido nucleico que codifica a dita a -1,2-manosidase, um GIcNAc-
transferase | e manosidase Il compreende uma sequéncia de nucleotideo
gue codifica uma sequéncia de direcionamento para direcionar cada proteina
codificada para um compartimento celular, em que a expressao de a -1,2-
manosidase, GIcNAc-transferase | e manosidase Il na dita célula produz pro-
teinas compreendendo GIcNAcManzGIcNAc, N-glicanos.

10. Célula, de acordo com a reivindicagédo 9, caracterizada pelo
fato de que apresenta qualquer uma das caracteristicas, de (i) a (v), abaixo:

(i) compreende ainda um acido nucleico codificando uma protei-
na-alvo, em que a dita célula produz a dita proteina-alvo modificada que
compreende a dita GIcNAcMansGIcNAc, N-glicanos;

(i) compreende ainda um acido nucleico codificando uma Glc-
NAc-transferase Il, em que o dito acido nucleico que codifica a dita GIcNAc-
transferase Il compreende uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma
sequéncia de direcionamento para direcionar a GIcNAc-transferase Il codifi-
cada para um compartimento intracelular, em que a expressao da dita Glc-
NAc-transferase Il na dita célula produz proteinas compreendendo Glc-
NAc,MansGIcNAc, N-glicanos;

(iif) é a célula, de acordo com o item (ii) acima, em que a dita
célula compreende ainda um &cido nucleico que codifica uma galactosil-
transferase, em que o dito acido nucleico que codifica a dita galactosiltrans-
ferase compreende uma sequéncia nucleotidica que codifica uma sequéncia
de direcionamento para direcionar a galactosiltransferase codificada para um
aparelho de Golgi, em que a expressao da dita galactosiltransferase na dita
célula produz proteinas modificadas compreendendo Gal,NAc,Mans;GIcNAc;

N-glicanos;
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(iv) é a célula, de acordo com o item (ii) acima, em que pelo me-
nos 50%, pelo menos 70%, ou pelo menos 85% dos N-glicanos da proteina
produzida pela célula sdo GIcNAc;Man3GIcNAc, N-glicanos; ou

(v) estéd na foram isolada.

11. Célula transformada de Yarrowia lipolytica, caracterizada pe-
lo fato de que é geneticamente manipulada para produzir glicoproteinas
compreendendo GIcNAc;Man3GIcNAc, N-glicanos, em que as ditas células
sdo geneticamente manipuladas para serem deficientes na atividade ALG3 e
compreendem um acido nucleico codificando uma GIcNAc-transferase | e
uma GIcNAc-transferase Il, em que o dito acido nucleico que codifica a dita
GlcNAc-transferase | e uma GIcNAc-transferase 1l compreende uma se-
guéncia de nucleotideo codificando uma sequéncia de direcionamento para
direcionar cada a proteina codificada para um compartimento celular, em
gue a expressao de GIcNAc-transferase | e uma GIcNAc-transferase Il na
dita célula produz proteinas compreendendo GIcNAc,MansGIcNAc, N-
glicanos.

12. Célula, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizada pelo
fato de que apresenta qualquer uma das caracteristicas, de (i) a (vii), abaixo:

(i) é deficiente na atividade OCH1,;

(i) € uma célula, de acordo com a reivindicagdo 11 ou item (i)
acima, em que a dita célula geneticamente manipulada compreende ainda
um acido nucleico que codifica a-1,3-glicosiltransferase;

(iii) € uma célula, de acordo com a reivindicagdo 11, ou item (i)
ou (ii) acima, em que a dita célula geneticamente manipulada compreende
ainda um acido nucleico que codifica uma proteina-alvo, em que a dita célula
produz a proteina-alvo modificada compreendendo a dita Glc-
NAc,Mans;GIcNAc, N-glicanos;

(iv) € uma célula, de acordo com a reivindicacdo 11 ou qualquer
um dos itens (i) a (iii) acima, em que a dita célula compreende ainda um aci-
do nucleico que codifica as subunidades a e B de uma glicosidase Il, em que
a expressao das ditas subunidades a e 3 da dita glicosidase Il na dita célula

produz proteinas compreendendo GIcNAc;MansGIcNAC;;
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(v) € uma célula, de acordo com o item (iv) acima, em que a dita
célula compreende um &cido nucleico que codifica a glicosiltransferase, em
gue o dito acido nucleico que codifica a dita galactosiltransferase compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma sequéncia de dire-
cionamento para direcionar a glicosiltransferase codifficada para o aparelho
de Golgi, em que a expressao da dita glicosiltransferase na dita célula pro-
duz proteinas compreendendo Gal,GlcNAc;Mans;GlcNac, N-glicanos;

(vi) € uma célula, de acordo com a reivindicacdo 11 ou qualquer
um dos itens (i) a (iv) acima, em que pelo menos 50%, pelo menos 70%, ou
pelo menos 85% dos N-glicanos das proteinas produzidas pela célula séao
GIcNAc;ManzGlcNac, N-glicanos; ou

(vii) esta na forma isolada.

13. Cultura substancialmente pura de células de Yarrowia lipoly-
tica, caracterizada pelo fato de que é geneticamente manipuladas para pro-
duzir glicoproteinas compreendendo Gal,GIcNAc;Mans;GIcNAc, N-glicanos,
em gque as ditas células sdo geneticamente manipuladas para serem defici-
entes na atividade de ALG3 e compreender um acido nucleico que codifica
uma GIcNAc-transferase |, uma GIcNAc-transferase Il e uma galactosiltrans-
ferase, em que o dito &acido nucleico que codifica a dita uma GIcNAc-
transferase |, uma GIcNAc-transferase Il e uma galactosiltransferase com-
preende sequéncias nucleotidicas que codificam sequéncias de direciona-
mento para direcionar cada proteina codificada para um compartimento in-
tracelular, em que expressdo da dita GIcNAc-transferase |, GICNAc-
transferase Il e galactosiltransferase nas ditas células produz proteinas
compreendendo Gal,GIcNAc,MansGIcNAc, N-glicanos.

14. Cultura substancialmente pura, de acordo com a reivindica-
¢ao 13, caracterizada pelo fato de que apresenta qualquer uma das caracte-
risticas, de (i) a (iii), abaixo:

() as células séo deficientes ainda na atividade OCH1,;

(i) a cultura substancialmente pura é uma cultura, de acordo
coma reivindicagcdo 13 ou com o item (i) acima, em que a dita célula com-

preende ainda um acido nucleico que codifica a-1,3-glicosiltransferase; ou
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(iif) a cultura substancialmente pura, de acordo com a reivindica-
cdo 13 ou os itens (i) ou (ii) acima, em que a dita célula compreende ainda
um acido nucleico que codifica as subunidades a e 3 da glicosidase Il, em
gue a expressao das ditas subunidades a e B da glicosidase Il na dita célu-
las fangica produz a dita proteina compreendendo a dita
Gal,GIcNAc,MansGIcNAc; N-glicanos.

15. Cultura substancialmente pura de células de Yarrowia lipoly-
tica, caracterizada pelo fato de que sdo geneticamente manipuladas para
produzir glicoproteinas compreendendo Gal,GIcNAc,MansGIcNAc, N-
glicanos, em que a dita célula é geneticamente manipulada para ser defici-
ente na atividade de OCH1 e compreende um &cido nucleico que codifica a-
1,2-manosidase, uma GIlcNAc-transferase |, uma manosidase Il, uma Glc-
NAc-transferase Il e uma galactosiltransferase, em que o dito acido nucleico
gue codifica a dita a-1,2-manosidase, a dita GIcNAc-transferase |, a dita ma-
nosidase I, a dita GIcNAc-transferase Il e a dita galactosiltransferase com-
preende sequéncias nucleotidicas que codificam sequéncias de direciona-
mento para direcionar cada proteina codificada para um compartimento in-
tracelular, em que expressao da dita a-1,2 manosidase, a dita GIcNAc-
transferase I, a dita manosidase Il, a dita GIcNAc-transferase Il, e a dita ga-
lactosiltransferase nas ditas células produz proteinas compreendendo
Gal,GIcNAc,MansGIcNAc; N-glicanos.

16. Composicdo, caracterizada pelo fato de que compreende
uma glicoproteina, pelo menos 50%, pelo menos 70%, ou pelo menos 85%
dos N-glicanos na dita glicoproteina sdo GIcNAc,MansGIcNac, N-glicanos e
em que as glicioproteinas foram produzidas usando uma célula transformada
de Yarrowia lipolytica geneticamente manipulada.

17. Invencdo, em quaisquer formas de suas concretizagbes ou
em qualquer categoria aplicavel de reivindicacdo, por exemplo, de produto
ou de processo ou uso englobadas pela matéria inicialmente descrita, reve-

lada ou ilustrada no pedido de patente.
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ARCGCCCACCACARGOTEAAGOTOT TCOTEGTSCCCUACTCTCACAACGACCOCEGGCTGGATTUAGALCTTCGRG
GAGTACTACCAGUADGACACCAAGCACATCC TETCTAACGCCCTGCEACACC RGO ACCACAALTCTCAGATG ARG
HTCTGGGCUG POPPACTTCOCCCCATTCEACCACEACT ANCAAGAAGTIGURCATEANG
TATCGETGAAGANCGEICAGCTEEAGTICETGAC CEGUGGCTEEETEATGCCCEACCAGSOCANCTT
CEAANCGTGCTGUIECAGUTGACCGAGGGUCAGACCEGHGUTGRAGCAGT FCATGANCET GACCCCCACCGCCTITT
TEGECCATCCACCOCTTCGGCCACTCTCCUACCATGCCOTACATCCTECAGAAGT CTGGUTTCAAGRACATGITS
GOCCCPGCAGCAEACAGTUTCGAGTT TOTGTEGOGAL
TEGOACARCAMGGECGACACCGCCCTETTCACCCACATGATGCCCTTCTACT CTTACGACATOCCCCACACCTET
SOCCAAGGTETCTTSICAGT TCEACTTCAAGCGARTCECCICT TTCCGCCTGTCT TETOCCTGHAMNG
ETCCCCCCTCGAAC CTCTGACCAGRBIETCECCEOTCGATCTS GETTGACCAGTEEAAGAAGAAS
GUCGAGCTGTACCGAACCANIGTCCTECTGATCCCCUTGGEGUGACEL GATTCAAGCAGAACASCGAGTGE
GACGTCCAGUGAGTGAACTACGAGLGACTGTTUGAGCACATCAACTCICAGGCCCACTTCAACETGUAGGCTCAG
TICOELACTOTGOAGEACTACTTCGACGLCGTCCACCAGGUUGAGCGAGUIGRCC AGGI D EARTTCCCCACCCTS
TCTGGUGACTTTTTCACCTAL GACCGATCTIGALARCTACTGETCT TACTACACCTCTCEACCOTACCAD
ABGCGAATGERECS! ATGCACTACCTGCUGAGCCGUCGAGAT GO TG TOTGCCTEGC AT T IGGEACTOC
ALGGCCCGARTCGAGEAGCGACTGGAGUAGGICCOACGASAGC TG TCTUTAPTCCAGUACCACGALEGCATCACT
GECACCECCAAGACICACG TGO TGO TGGACTACGAGCAGCGAATGIAGEAGGCCCTGAAGEUCTGTCAGATGIETS
AGCAGTUTGTCTACCGACTCCTGACTAAGCCCECTATCTACTC TCCCGACT TCTO TTTCTCTTACTTC AT
CTGGACGRACTC TCGATCECCCOGUTCTGOUGTGCAGGACTC T GAALCACC ATCAT(CTGEECEAGGACATCCTS
CCOTCTAAGLACG TGO TOAT GCACARCACCCTGCCCCACTGRCEAGAGTAGC TG TCCACTICTACGTGTCCTIT
SOOrPOGTETETETGE CCAGGICEFCTCCCOTET
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=
1§
e
i
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A

COAGUGRAACCTACTACTOTRTGARGAAGGAGT

CACCTCGCUARCANCCOOETGOAGE

CTTRGCACCAC
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GACACCOTGALCAAGACCATCCACCCICAGRGT

ACCACCAAGTACCEAATCATCTTOARSGOCOGAGTECCS
CUCATGGECCTERCCACCTACGTGUTGRCCATO PTOOGACTCTAAGLLCEASCACACCICT TACGUIOTO PAACCTS
TGCGARAGAACCCCACCTC TACCCOGAGGALGTGAAGTTCGGOGATNCNCCGAGAG
ATCTCTCIGCGAGTGEGUARCGGCCCCACOCTEECCE TOTCTCAGCAGGGC TGO TG ARG TC TATICAGCTGALC
CARGGACTCTCCCCACETRGCCCSTGCACT T CAAE Y TTCTGAAGTACGGCCYGCGATCTCACGEOEACCEATCTGHC
GUCTACCTOTIOCTGCCCAACGGACCIGUUIC TCOUGTGEAGU TGO ACAGCCCGTGETGCTE S TEACCAAGGET
ARGCTGGAGTOOTOTEG TETGGELITHULCTCTGTGGYGUACCAGACCATCATGCSAGGLGEAGCICCCCGAG
ATCCGRAACCTGOTGGACATCCGATCTU POEACARCACCGAGAT CETGATGLGAL TGGAGACL CACATCGACTCT
GECGACATCTTOTACACCEACCTCAALGECU PECAGTICATCAAGCEAGANIGAC T GGACAMGTTS
GLOANCTACTACICCATCCCOTCTEEONTE COAGEACGTCANCACCCCACTGACCCTGL
CCe GCEEATCTICICTGCCCTCTGECGAGLUTGGAGATCAT GCACACCCGACGACTEGUTTUIGATGACEAG
CEAGECCTGHECCAGGECEGTGUTOGACAACAAGCCCGTGCTGUACAT CTAUCCACTGETGCTGGAGNAGG TG AAC
CTETGTGCGACCCTCTARGCTGCACCCCGCTERCTACCTGACCTOTELCGCCCACARGGLCTCTCAGTCTCTG
CTGOACCCOCTEEATAACTICATCTTOCCT AACCAGTGGATC! WGTTCGGAGGCGACCTAL
COOTOTGCCOGAGAGCACCHGEACGTGTCIG PEATGUGACGACTGACCUARGTCCTCTGUC ARSACTC AGCGAGTSG
GECTACGTGOTGCACCGARCCAACCTGATGIAGTATGGCACCCCUEAGEAGCACACUCAGE ACGTCTET
CACCTECTECUCAAT CCGRTGTOAGCEAACCACCCTGACCT COTGBAGCACCTECACGEL
ATGETEGCCCUUGAGGTETG T OCCATGGAGACTGLCGUCTACGTST ACTCTTITTAS (580 1D
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FIG. 11
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Dextrana

RMNaseB

G036 + TEF 1Kre2-GnTIRA) = G040

G040 + TEFTMnn2-Manll (Rd) = G043

G043 + g-1,2-manosidase in vitro

G043 + hexoaminidase in vifro
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FIG. 14
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| Dexirana

! G036 + TEFTKre2-GnTI(Rd) = G040

{_medio |

G040 + TEFTMnn2-Gall0-GalTl (Rd) = G044

G044 + o-1,2-manosidase

G044 + galactosidase

G044 + galactosidase e hexoaminidase

[ Medio2 |

G040 + TEFTMnn2-Gall0-GalTl (Rd) = G044

G044 + o-1,2-manosidase

G044 + galactosidase

(G044 + galactosidase e hexcaminidase



18/39

YRIRAR

waslR \\\\\\\‘*‘\\\\
Fragmento de algd ~ :\\\

- Terminader Y1 ALGS
'Fragmento de alg3

RAAR

.§‘Ef‘??\’!



19/39

S ! Dextrana

HE O

RNzseB

o

G018 curada = G036

: Medio1 |

i G036 + Aalg3-HpadALGE = GO39

; G039 + o1, 2-manosidase

G039 + a-manecsidase Jack Bean

L

G036 + Aalg3-Hp4dALGE = G039
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Dextrana

RNaseB

Cepa G039

GO39 + TEFTKre2-GnTI(HygR) = G047

GO47 + -1, 2-manosidase in vitro

G047 + hexoaminidase in vitro

JEE0 R

U G045 + TEF1Kre2-GnTl = (3048

R W

G048 + 0-1,2-manosidase /n vitro

G048 + hexoaminidase in vilro

FIG. 19
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Dextrana

RNaseB

G045 + Hpd4Kre2-GnTl {Tg-ade2) = G057

i G057 + hexoaminidase in vitro

FIG. 21
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FIG. 22

e ._LV':( (921 I\TF DOMLRN \IDI’DCT w.S ’36

E d YPDSE C;I I’R;.,AKJ."SQ'“@I ]ﬂ W
EEVY Q KJ_JQD\’TCLI_.I.—_C:DI Y_J'\P:“TYI YERRY thQECF COVLSLGTYTT
S5KY E IADKVDVKTWESTEENMO LALTRDAYGRLIBECTDTFCTYDDYN PJL‘;\?TLQE LTLA
LPEVWEVLYPOAPRITHAGDCCMHEKKTCRPSTOSAQIESLINNNKOQYLFPETLVISEK

PMAATSPPRENGCGWGDIRDEELCKSYRRLY) (SEQ ID NO:17)

CC"GCU AAACG F(}GA( ‘-\AUGAL GGC AC(,TGUTCTCCCGUC GCTGG’IGCTCL:TGGTGLAGL:TGCAL AA
CLGACCCRAGTACCTGCGACTGCTGATCGACTCTCTOCOAAAGGCUCAGGGCATCCGAGAGGTGCTGGT
GATCTTCTCTCACGACTTUTUGGTCTGUCGAGATCAACTCCCTGATCTCT TCTGTGLACTTCTGTUCUCGTGUT
GUAGUTGTTCTTCCCATTCAGCATUCAGCTGTACCUCTUTGAGTTCCCCGLUTCTGACCCCCGAGACTETC
CCCRAGACCTGAAGAAGAACGCCGCCCTGAAGCTOGEUTHTATCAACGCUGAGTACCCCGACTOTTTCG
GUCACTACCGAGAGUGOCAAGTTCTCTCAGAUCA AGUCACCACTRGTGOTUGAAGOTGUACTTCGTGTGAG
AGCGAGTGAAGGTOCTGCAGCACTACACCGOCCTOATCCTGTTCCTGGAGGAGGACCACTACCTGGCCC
CCOACTTICTACCACGTGTTCAAGAAGATGTGGAAGCTGAAGCAGUAGGAGTGTCCCGGOTGCGACGTGLT
GTCTCTGGOCACCTACACUACCATCCGATUTTTCTACGGUATCGOECGACAAGGTGGACGTCAAGACCT GG
AAGTCTACCGAGUACAACATGGGUUTGGCCCTOUACCCGAGATGUUTACCAGAAGCTOATCGAGTETACC
GACACCTICTGTACCTACGACGACTACAACTGGGACTGGACTCTGUAGTACCTGACCCTGOUCTGTOTGE
CCAAGGTOTGOAAGOGTUCTGGTOCCCCAGGUCCCTCGAATCTTCCACGOCGUGUGACTOTGGOATGUACCA
CAAGAAGACCTGTCGACCCTCTACCCAGTUTGUCCAGATCGAGTUTCTGUTGAACAACAACAAGCAGTAL
CTGTTCOCTGAGACCCTGOTGATCGGCGAGAAGTTCCCCATGGCUGCCATCTCGCCTCCCCGAAAGAALG
GCGGCTGGGGUGACATCCGAGACCALGAACTCTGTAAGTCTTACCGACGACTGCAGTAG {SEQ 1D
NO:18;
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045 + TEF1Kre2-GnTl = (G048

045 + TEF1Kre2-GnTl + TEF 1Kre2-GnTIl = G050

030 + a-1,2-manosidase in vitro

G050 + hexeaminidase in vitro

G039 + TEF1Kre2-GnTl (Hygr} = G047

047 + TEF1Kre2-GnTll = G051

051 + a-1,2-manosidase in vitro

051 + hexoaminidase /n vitro

FIG. 24
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G045 + HPD4Kre2-GnTI (Tg-ade2) = G057

RNaseB

G057 + Hpd4dG!s2o/B (Tg-ura3) = G061

GEdES
&
s

y G051 + a-1,2-mangsidase

a3y
FESHE RN

G081 + a-mancsidase Jack Bean

GO57 + Hpd4dGls2a/B (Rd)= GOB0

S S

serasiin

ey i
G060 + o-1,2-manosidase

G060 + o-manosidase Jack Bean

FIG. 28
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ATGAAGCTTTCCACCATCCTTTTCACAGCCTGCGCTACCCTGOGOTGCCGCCCT
CCCTTCCCCCATCAUTCCTTCTGAGGCCGCAGTTCTCCAGAAGCCGAGGCGGCU
GCOGACATTCAGATGACTCAGTCTCCCTCTTCTCTGTCTGCTTCTGTGGGTGAC
COGAGTGACCATTACCTOTCOAGCTTCTCAGGACGTOAACACTGCTGTTGCTTG
GTATCAGCAGAAGCCTGGAAAGGCTCUT AAGCTGUTGATCTACTCTGCCTCTT
TCCTGTACTCTGGCGTCGCCTTCTCGATTTTCTGGCTCTCGATCTGGAACCGACT
TCACCCTGACCATTTCTTCTCTGCAGCCTGAGGACTTTGCTACCTACTACTGTC
AGCAGCATTACACCACCCCTCCTACTTTTGCGACAGOGUACCAAGGTTCAGAT
TAAGCGAACCOTGGCTOCTCCTTCTGTGTTCATTTTOCCCOCCOCCTCTQACGAGT
AGCTGAAGTCTGGAACTGCTTCTGTTGTGTGUCTGCTGAACAACTTTTACCCC
CCGAGAGGCTAAGGTTCAGTGCAAGOGTGGACAACGCTCTGUAGTUTGGAAALCT
CTCAGGAGTCTGTTACTGAGCAGGACTCTAAGGACTCGACCTACTCTCTCTCY
TCTACCCTGACCCTGTCTAAGGCTOACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCTT
GTGAGGTTACCCATCAGGGACTGTCCTOTCCOGYGACCAAGTCTTTTAACCGA
GGUGAGTGCTAA

FIG. 30A
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MELSTILFTACATLAAALPEPITPSEAAVLOKRGGGDIGMTAOSPSSLSASVGDRVTITCR
ASQDVNTAYAWYOOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSREGTDFTLTISSLAPEDFA
TYYCOQOHYTTPPTFGOGTIVEIKRTVAAPSYFIFPPSDEGEKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVYGWIVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSP
VTKSFNRGEC

FIG. 30B
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ATGAAGCTTTCCACCATCCTTTTCACAGCCTGCGCTACCCTGGCTGCCGLCCCT
CCCTTCOCCCCATCACTCOTTOTGAGGCOGCAGTTCTCCAGAAGCGAGGCGGCG
GCGAGGTTCAGCTGOTTGAGTCTGOTGUGAGGACTOGOTTCAGCCTGGTGOATC
TCTGCGACTGTCHTGTGCTGCTTCTGGCTTCAACATCAAGGACACCTACATTC
ATTGGGTCCGACAGOGUTCCCGGAAAGGGACTGOAGTGGGTTGCCCGAATCTA
CCCTACCAACGGCTACACTCGATACGCTGACTCTGTGAAGGGACGATTICACC
ATTTCTGCCGACACCTCTAAGAACACTGLCTACCTGCAGATGAACTCTCTGCG
AGCTGAGGACACTGCTGTGTACTACTGTTCTCCGATGOGCGAGGTGACGUTTTIT
ACGCCATGOGACTACTGGGGACAGGCAACTCTGOTCACCGTTTCTTCTGCTTCT
ACCAAGGOACCTTCTGTGTTTICCTCTGGCCCCCTCTICTAAGTCTACCTCTGGT
GOGAACTGCTCGCTCTCGGATOGTCTGUOTGAAGCGACTACTTTCCTGAGCCTOTGAC
TGTGTCTTGGAACTCTGOGCGCTCTGACTTCTGGTGTTCACACCTTCCCTGCTGT
TCTGCAGTCCTCTGOGACTGTACTCTCICTCTTICTUTGGTGACCGTGCUTTCTTC
TTCTCTGGUAACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCTCTAAC
ACTAAGGTGGACAAGAAGGTGOAGCCTAAGTCTTGTGACAAGACCCATACCT
GTCCCCCTTOTCCTGCTOCCTGAGCTGUTGGGAGGACCCTCTGTTTTITOCTGTTCL
CCCCCAAGCCTAAGGACACCCTGATGATTTCTCCAACCCCTGAGGTGACCTG
TGTTGTGOTGGACGTTTCTCATOAGGACCCTOAGGTGAAGTTTAACTGGTACG
TOGGACGGTOTTCAGGTTCACAACGCTAAGACTAAGCCCCCAGAGOAGCAGTA
CAACTCTACTTACCGAGTGGTGTCTGTGCTGACTGTTCTGCATCAGCGACTGGL
TGAACGUGAAAGGAATACAAGTGTAAGGTCTCCAACAAGGUTCTGCCTGUTCC
TATTGAAAAGACCATCTCTAAGGCTAAGGGACAGCCCAGAGAGCCTCAGGTT
TACACTCTGCCCCCTTCCCCAGAGGAGATGACCAAGAACCAGOTGTCCCTGA
CTTOTCTGOTCAAGGGATTCTACCCCTCTCACATTGCTGTTGAGTGGGAGTCT
AACGCGACAGCCTCAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCTOTTCTGGACTCTG
ACGGCTCTTICTTCCTGTACTCTAAGCTGACCGTGOACAAGTCTCGATGGCAG
CAGOGAAACGTGTTCTCTTGTTCCOGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTA
CACCCAGAAGTCTCTGTCTCTGTCTCCCGGCAAGTAA

FIG. 31A
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MEKLSTILFTACATLAAALPSPITPSEAAVLQKRGGGEVOLVESGGGLVOPGGESLRLSCAA
SGENIKDTYHHWVROAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSYKGRFTISADTSKNTAYLQMN
SLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMBDYWGOGTLYTYSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSCGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLESVVTVYPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTRVEBKKVEPKSCOKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTUMISRTPEVTC
VYVDVSHEDPEVKFNWYYDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVEVLTVEHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTEPPSREEMTKNOVSLTCLYKGFYPSDIAVEW
ESNGOPENNYKTTRPVLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTORSL
SLESPGK

FIG. 31B
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RESUMO

Patente de Invencdo: "METODOS DE PRODUZIR CELULAS TRANSFOR-
MADAS DE YARROWIA LIPOLYTICA E PROTEINAS-ALVO COMPRE-
ENDENDO N-GLICANOS, CELULAS TRANSFORMADAS DE YARROWIA
LIPOLYTICA E SUAS CULTURAS, BEM COMO COMPOSIQAO COM-
PREENDENDO GLICOPROTEINAS".

A presente invencao refere-se a métodos e a células fangicas
geneticamente manipuladas Uteis para producdo de moléculas-alvo conten-
do N-glicanos complexos similares de mamiferos ou contendo intermediarios

em uma via de glicosilacdo mamifera.
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Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
biologicas de que trata a Resolugdo INPI 228 de 11/11/2009:

Codigo de Controle

Campo 1

AT

4FD9CF82D

Campo 2

BRI AT

5B94486EA

Outras Informacdes:

Nome do Arquivo: p186434.TXT
- Data de Geragao do Codigo: 18-05-2012
- Hora de Geragao do Cdédigo: 14:51:03
Caodigo de Controle:

- Campo 1: 50F4FD9CF82D9665

- Campo 2: 5B94486EA6B55E86

Gerado pelo Sistema de Listagem de Sequéncias Biologicas (SisBioList)
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