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DESCRIPCION

Expresion de N-acetilglucosaminil transferasa III en eucariotas inferiores.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos y composiciones por los que se pueden modificar genéticamente
células huésped de levadura o de hongo unicelular o multicelular filamentoso para producir proteinas glucosiladas (glu-
coproteinas) que tienen patrones de glucosilacion similares a los de glucoproteinas producidas por células animales,
especialmente células humanas, que son ttiles como agentes terapéuticos, enseres humanos o animales.

Antecedentes de la invencion
Rutas de Glucosilacion en Seres Humanos y Eucariotas Inferiores

Después de que el ADN se haya transcrito y traducido en una proteina, el procesamiento post-traduccional adicio-
nal implica la unién de restos de aztcar, un proceso conocido como glucosilacion. Diferentes organismos producen
diferentes enzimas de glucosilacién (glucosiltransferasas y glucosidasas) y tienen diferentes sustratos disponibles (nu-
cleétido azicar), de tal forma que los patrones de glucosilacion asi como la composicién de los oligosacaridos indivi-
duales, incluso de la misma proteina, seran diferentes dependiendo del sistema huésped en el que se estd expresando
la proteina particular. Las bacterias tipicamente no glucosilan proteinas y, si lo hacen, solamente de un modo muy
inespecifico (Moens y Vanderleyden (1997) Arch Microbiol. 168(3): 169-175). Los eucariotas inferiores tales como
hongos filamentosos y levaduras afiaden principalmente azicares manosa y manosilfosfato. El glucano resultante se
conoce como un glucano de tipo “alto contenido de manosa” o un manano. Las células vegetales y las células de in-
secto (tales como células Sf9) glucosilan proteinas de otro modo. Por el contrario, en eucariotas superiores tales como
seres humanos, la cadena lateral del oligosacdrido naciente se puede cortar para eliminar varios restos de manosa y
prolongar con restos de azicar adicionales que tipicamente no se encuentran en los N-glucanos de eucariotas inferio-
res. Véase, por ejemplo, Bretthauer, y col. (1999) Biotechnology and Applied Biochemistry 30: 193-200; Martinet, y
col. (1998) Biotechnology Letters 20: 1171-1177; Weikert, y col. (1999) Nature Biotechnology, 17: 1116-1121; M.
Malissard, y col. (2000) Biochemical and Biophysical Research Communications 267: 169-173; Jarvis, y col., (1998)
Current Opinion in Biotechnology 9: 528-533; y Takeuchi (1997) Trends in Glycoscience and Glycotechnology 9:
S529-S35.

La sintesis de una estructura de oligosacdrido de tipo mamifero comienza con un conjunto de reacciones secuen-
ciales en el curso de las cuales se afladen y se eliminan restos de aziicar mientras que la proteina se mueve a lo largo de
la ruta secretora en el organismo huésped. Las enzimas que residen a lo largo de la ruta de glucosilacién del organismo
o célula huésped determinan los patrones de glucosilacion resultantes de proteinas secretadas. Por tanto, el patrén de
glucosilacion resultante de proteinas expresadas en células huésped eucariotas inferiores difiere sustancialmente del
patrén de glucosilacion de proteinas expresadas en eucariotas superiores tales como seres humanos y otros mamiferos
(Bretthauer, 1999). La estructura de un N-glucano fingico tipico se muestra en la Figura 1A.

Las etapas tempranas de la glucosilaciéon humana se pueden dividir en al menos dos fases diferentes: (i) los oligo-
sacéridos Glc;ManyGlcNAc, ligados a lipidos se ensamblan por un conjunto secuencial de reacciones en la membrana
del reticulo endopldsmico (RE) (Figura 13) y (ii) la transferencia de este oligosacarido del ancla lipidica dolicil pi-
rofosfato a la proteina sintetizada de novo. El sitio de la transferencia especifica se define por un resto de asparagina
(Asn) en la secuencia Asn-Xaa-Ser/Thr (SEC ID N°: 1 y 2) donde Xaa puede ser cualquier aminodcido excepto prolina
(Gavel y von Heijne (1990) Protein Eng. 3: 433-42). Tiene lugar un procesamiento adicional por glucosidasas y mano-
sidasas en el RE antes de que la glucoproteina naciente se transfiera al aparato de Golgi temprano, donde se eliminan
restos de manosa adicionales por alfa (@)-1,2-manosidasas especificas de Golgi. El procesamiento contintda cuando
la proteina avanza a través del Golgi. En el Golgi medial, varias enzimas modificadoras, que incluyen N-acetilgluco-
saminil transferasas (GnTI, GnTII, GnTIII, GnTIV y GnTV), manosidasa II y fucosiltransferasas, afladen y eliminan
restos de azicar especificos. Finalmente, en el Golgi trans, las galactosiltranferasas (GalT) y sialiltransferasas (ST)
produce una estructura de glucoproteina que se libera del Golgi. Es esta estructura, caracterizada por estructuras bi-,
tri- y tetra-antenarias, que contienen galactosa, fucosa, N-acetilglucosamina y un alto grado de 4cido sidlico terminal,
la que proporciona a las glucoproteinas sus caracteristicas humanas. La estructura de un N-glucano humano tipico se
muestra en la Figura 1B. Véase también las Figuras 14 y 15 para etapas implicadas en el procesamiento de N-glucano
de tipo mamifero.

En practicamente todos los eucariotas, las glucoproteinas se obtienen de un precursor comiin de oligosacarido liga-
do a lipido Glc;ManyGlcNAc,-dolicol-pirofosfato. Dentro del reticulo endopldsmico, la sintesis y el procesamiento de
oligosacéridos unidos a dolicol pirofosfato son idénticos en todos los eucariotas conocidos. Sin embargo, el procesa-
miento adicional del oligosacarido central por células fingicas, por ejemplo, levaduras, una vez que se ha transferido
a un péptido que abandona el RE y que entra en el Golgi, difiere significativamente del de seres humanos cuando se
mueve a lo largo de la ruta secretora e implica la adicién de varios azicares de manosa.

En levaduras, estas etapas se catalizan por manosiltransferasas que residen en el Golgi, como Ochlp, Mntlp y
Mnnlp, que afiaden secuencialmente azicares de manosa al oligosacdrido central. La estructura resultante es inde-
seable para la produccién de proteinas de tipo humano y, por tanto, es deseable reducir o eliminar la actividad de
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manosiltransferasa. Se ha demostrado que los mutantes de S. cerevisiae, deficientes en actividad de manosiltransferasa
(por ejemplo, mutantes ochll o mnn9) son no mortales y presentan un contenido reducido de manosa en el oligosa-
cérido de glucoproteinas de levadura. Puede que también se tengan que eliminar otras enzimas de procesamiento de
oligosacdridos, tales como manosilfosfato transferasa, dependiendo del patrén de glucosilacién endégeno particular
del huésped.

Precursores de Nucledtido Aziicar

Los N-glucanos de glucoproteinas animales incluyen tipicamente galactosa, fucosa y acido sidlico terminal. Estos
azicares no se encuentras en glucoproteinas producidas en levaduras y hongos filamentosos. En seres humanos, toda la
variedad de precursores de nucledtido azicar (por ejemplo, UDP-N-acetilglucosamina, UDP-N-acetilgalactosamina,
CMP-4cido-N-acetilneuraminico, UDP-galactosa, GDP-fucosa, etc.) se sintetizan en el citosol y se transportan al
Golgi, donde se unen al oligosacdarido central por glucosiltransferasas (Sommers y Hirschberg (1981) J. Cell Biol. 91
(2): A406-A406; Sommers y Hirschberg (1982) J. Biol. Chem. 257(18): 811-817; Perez y Hirschberg (1987) Methods
in Enzymology 138: 709-715).

Las reacciones de transferencia de glucosilo producen tipicamente un producto secundario que es un nucleésido
difosfato o monofosfato. Mientras que los monofosfatos se pueden exportar directamente en intercambio por azicares
de nucleésido trifosfato por un mecanismo de cotransporte bidireccional, los difosfonucleésidos (por ejemplo, GDP)
se tienen que escindir por fosfatasas (por ejemplo, GDPasa) para producir nucle6sido monofosfato y fosfato inorganico
antes de ser exportados. Esta reaccion es importante para la glucosilacién eficaz; por ejemplo, se ha observado que la
GDPasa de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) es necesaria para la manosilacion. Sin embargo, esa GDPasa tiene
una actividad reducida el 90% con respecto a UDP (Berninsone y col. (1994) J. Biol. Chem. 269(1): 207-211). Los
eucariotas inferiores tipicamente carecen de actividad de difosfatasa especifica de UDP en el Golgi ya que no utilizan
precursores de UDP-azicar para sintesis de glucoproteina basada en Golgi. Se ha observado que Schizosaccharomyces
pombe, una levadura de la que se ha observado que afiade restos de galactosa a polisacaridos de pared celular (de
UDP-galactosa) tiene actividad de UDPasa especifica, indicando el requisito potencial de tal enzima (Berninsone y
col. (1994) J. Biol. Chem. 269(1): 207-211). Se sabe que el UDP es un inhibidor potente de glucosiltransferasas y la
eliminacion de este producto secundario de la glucosilacion puede ser importante para evitar la inhibicién por glucosil-
transferasa en el lumen del Golgi (Khatara y col. (1974) Eur. J. Biochem. 44: 537-560). Véase Berninsone y col. (1995)
J. Biol. Chem. 270(24): 14564-14567; Beaudet y col. (1998) Abc Transporters: Biochemical, Cellular, and Molecular
Aspects 292: 397-413.

Procesamiento Secuencial de N-glucanos por Actividades Enzimdticas Compartimentalizadas

Las transferasas de azidcar y glucosidasas (por ejemplo, manosidasas) revisten la superficie interna (luminal) del
RE y del aparato de Golgi y proporcionan de este modo una superficie “catalitica” que permite el procesamiento
secuencial de glucoproteinas cuando avanzan a través del RE y la red de Golgi. Los multiples compartimentos del
Golgi cis, medial y trans y 1la Red de Golgi trans (TGN) proporcionan las diferentes localizaciones en las que puede
tener lugar la secuencia ordenada de reacciones de glucosilaciéon. Cuando una glucoproteina avanza desde sintesis
en el RE hasta maduraciéon completa en el Golgi tardio o TGN, se expone secuencialmente a diferentes glucosidasas,
manosidasas y glucosiltransferasas de tal forma que se puede sintetizar una estructura especifica de hidrato de carbono.
Se ha dedicado mucho trabajo para poner de manifiesto el mecanismo exacto por el que estas enzimas se retienen y
anclan a su organulo respectivo. La imagen resultante es compleja, pero las pruebas sugieren que la regién de tallo, la
regién transmembrana y cola citoplasmadtica, individualmente o de forma concertada, dirigen enzimas a la membrana
de orgdnulos individuales y de este modo localizan el dominio catalitico asociado en ese locus (véase, por ejemplo,
Gleeson (1998) Histochem. Cell Biol. 109: 517-532).

En algunos casos, se ha observado que estas interacciones especificas funcionan entre especies. Por ejemplo,
se demostré que el dominio transmembrana de @2,6-ST de ratas, una enzima que se conoce que se localiza en el
Golgi trans del animal, también localiza un gen indicador (invertasa) en el Golgi de levadura (Schwientek y col.
(1995) J. Biol. Chem. 270(10): 5483-9). Sin embargo, el mismo dominio transmembrana como parte de una a2,6-
ST de longitud completa se retuvo en el RE y no se transport6 adicionalmente al Golgi de levadura (Krezdorn y col.
(1994) Eur. J. Biochem. 220(3): 809-17). Una GalT de longitud completa de seres humanos no se sintetizé de forma
uniforme en levaduras, a pesar de niveles de transcripcion demostrablemente elevados. Por el contrario, la regién
transmembrana de la misma GalT humana fusionada con un indicador de invertasa fue capaz de dirigir la localizacién
al Golgi de levadura, aunque a niveles de produccién bajos. Schwientek y colaboradores han mostrado que la fusién de
28 aminodcidos de una manosiltransferasa de levadura (MNT1), una regién que contiene una cola citoplasmadtica, una
regién transmembrana y ocho aminoécidos de la regién de tallo al dominio catalitico de GalT humana es suficiente
para la localizacién en Golgi de una GalT activa. Parece que otras galactosiltransferasas dependen de interacciones
con enzimas que residen en organulos particulares debido a que después de la retirada de su regién transmembrana,
todavia son capaces de localizarse de forma apropiada.

La localizacion inapropiada de una enzima de glucosilacién puede evitar el funcionamiento apropiado de la enzi-
ma en la ruta. Por ejemplo, Aspergillus nidulans, que tiene numerosas a-1,2-manosidasas (Eades y Hintz (2000) Gene
255(1): 25-34), no afiade GIcNAc a MansGlcNAc, cuando se transforma con el gen de GnTI de conejo, a pesar de un
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nivel globalmente alto de actividad de GnTI (Kalsner y col. (1995) Glycoconj. J. 12(3): 360-370). La GnTI, aunque
se expresa activamente, se puede localizar incorrectamente, de tal forma que la enzima no estd en contacto con sus
dos sustratos: UDP-GIcNAc y un sustrato de MansGlcNAc, productivo (no todas las estructuras de MansGIcNAc, son
productivas; véase a continuacion). Alternativamente, el organismo huésped puede no proporcionar un nivel adecuado
de UDP-GIcNAc en el Golgi o la enzima se puede localizar de forma apropiada pero, sin embargo, de forma inacti-
va en su nuevo entorno. Ademds, las estructuras de MansGIcNAc, presentes en la célula huésped pueden diferir en
estructura de MansGIcNAc, encontrado en mamiferos. Maras y colaboradores observaron que aproximadamente un
tercio de los N-glucanos de celobiohidrolasa I (CBHI) obtenidos de T. reesei se pueden cortar hasta MansGlcNAc, por
1,2 manosidasa de A. saitoi in vitro. Menos del 1% de esos N-glucanos, sin embargo, podrian servir como un sustrato
productivo para GnTI. Maras y col. (1997) Eur. J. Biochem. 249: 701-707. La mera presencia de MansGlcNAc,, por lo
tanto, no garantiza que se pueda conseguir el procesamiento in vivo adicional de MansGlcNAc,. Se requiere formacién
de una estructura de MansGIcNAc, productiva reactiva con GnTI. Aunque MansGlcNAc, se podria producir en la cé-
lula (aproximadamente el 27% en mol), solamente una pequefia fraccion se podria convertir en MansGIcNAc, (menos
de aproximadamente el 5%, véase Chiba y col., documento WO 01/14522). Shinkawa y col. (2003), J. Biol. Chem.
278(5): 3466-3473, usaron células Lec 10, una linea celular de CHO que sobre-expresa GnT III, para producir una IgG
anti-CD20 con un perfil de oligosacarido del 74% de GlcNAc de biseccién y el 100% de fucosa. En comparacién con
el mAbD anti-CD20 producido comercialmente Rituxan que tiene el 0% de GlcNAc de biseccién y el 94% de fucosa, la
IgG producida por LEC 10 mostré una mejora de varias veces de la actividad de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). Davies y col. (2001), Biotechnology and Bioengineering 74(4): 288-294, describen la clonacién
y co-expresion del gen que codifica la enzima de glucosilacion de rata 81-4-N-acetilglucosaminiltransferasa IIT (GnT
III) en una linea celular de ovario de hdmster chino (CHO) de produccién recombinante que expresa un anticuerpo
IgG1 quimérico de ratén/ser humano anti-CD20. El andlisis de HPLC mostré que la enzima tenfa afiadidos restos
de N-acetilglucosamina (GIcNAc) de biseccién en la mayoria (del 48% al 71%) de los oligosacaridos ligados a N
aislados de preparaciones de anticuerpos purificados de las lineas celulares. El documento WO 02/079255 se refiere a
anticuerpos recombinantes co-expresados con GnT III correspondientes a Davies y col. (2001), es decir, que describen
que para la linea celular positiva a GnT III, se demostré que la mayoria de las glucoformas (48-71%) contenian un
resto de GIcNAc bisecado, reflejando los efectos cataliticos in vivo de GnT III sobre las glucoformas de preparaciones
de anticuerpos purificados.

Hasta la fecha, no existe un modo fiable de predecir si una glucosiltransferasa o manosidasa expresada de forma
heter6loga particular en un eucariota inferior se (1) traducird suficientemente, (2) serd cataliticamente activa o (3) se
localizard en el orgdnulo apropiado dentro de la ruta secretora. Debido a que estos tres puntos son necesarios para
afectar a los patrones de glucosilacién en eucariotas inferiores, seria deseable un esquema sistematico para conse-
guir la funcién catalitica deseada y la retencidn apropiada de enzimas en ausencia de herramientas predictivas, que
actualmente no estan disponibles.

Produccion de Glucoproteinas Terapéuticas

Un ndmero significativo de proteinas aisladas de seres humanos o animales se modifican después de la traduccion,
siendo la glucosilacién una de las modificaciones mds significativas. Un nimero estimado del 70% de todas las pro-
tefnas terapéuticas estan glucosiladas y, por tanto, actualmente dependen de un sistema de produccién (es decir, célula
huésped) que sea capaz de glucosilar de un modo similar a seres humanos. Varios estudios han demostrado que la
glucosilacién desempefia un papel importante al determinar (1) la inmunogenicidad, (2) las propiedades farmacoci-
néticas, (3) el transito y (4) la eficacia de proteinas terapéuticas. Por tanto, no es sorprendente que se haya dirigido
esfuerzos sustanciales por la industria farmacéutica a desarrollar procedimientos para obtener glucoproteinas que sean
tan “humanoides” o “de tipo humano” como sea posible. Hasta la fecha, la mayoria de las glucoproteinas se preparan
en un sistema huésped de mamifero. Esto puede implicar la modificacidn genética de tales células de mamifero para
mejorar el grado de sialilacion (es decir, adicion terminal de dcido sidlico) de proteinas expresadas por las células, que
se sabe que mejora las propiedades farmacocinéticas de tales proteinas. Alternativamente, se puede mejorar el grado
de sialilacién por adicidn in vitro de tales aziicares usando glucosiltransferasas conocidas y sus nucledtido azicares
respectivos (por ejemplo, 2,3-sialiltransferasa y CMP-4cido sidlico).

Aunque la mayoria de los eucariotas superiores realizan reacciones de glucosilacién que son similares a las ob-
servadas en seres humanos, las proteinas humanas recombinantes expresadas en los sistemas huésped que se han
mencionado anteriormente difieren invariablemente de su equivalente humano “natural” (Raju y col. (2000) Glyco-
biology 10(5): 477-486). Por tanto, se ha dirigido un trabajo de desarrollo extenso para encontrar modos para me-
jorar el “cardcter humano” de proteinas preparadas en estos sistemas de expresion. Esto incluye la optimizacién de
condiciones de fermentacién y la modificacién genética de huéspedes de expresion de proteina introduciendo genes
que codifican enzimas implicadas en la formacién de glucoformas de tipo humano. Goochee y col. (1999) Biote-
chnology 9(12): 1347-55; Andersen y Goochee (1994) Curr Opin Biotechnol. 5(5): 546-49; Werner y col. (1998)
Arzneizmittelforschung. 48(8): 870-80; Weikert y col. (1999) Nat Biotechnol. 17(11): 1116-21; Yang y Butler (2000)
Biotech. Bioeng. 68: 370-80, Los problemas inherentes asociados con todos los sistemas de expresiéon de mamifero
no se han resuelto.
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Produccion de Glucoproteinas Usando Microorganismos Eucariotas

Aunque la estructura de oligosacdrido central transferida a una proteina en el reticulo endopldsmico basicamente es
idéntica en mamiferos y eucariotas inferiores, se han observado diferencias sustanciales en las reacciones de procesa-
miento posteriores que tienen lugar en el aparato de Golgi de hongos y mamiferos. De hecho, incluso entre diferentes
eucariotas inferiores existe una gran diversidad de estructuras de glucosilacion. Esto ha evitado histéricamente el uso
de eucariotas inferiores como huéspedes para la produccion de glucoproteinas humanas recombinantes a pesar de
ventajas por lo demds destacadas con respecto a sistemas de expresién de mamiferos.

Las glucoproteinas terapéuticas producidas en un huésped microorganismo tal como levadura utilizando la ruta
de glucosilacion del huésped enddgena difieren estructuralmente de las producidas en células de mamifero y mues-
tran tipicamente una eficacia terapéutica en gran medida reducida. Tales glucoproteinas tipicamente son inmunogé-
nicos en seres humanos y muestran una semivida (y, por tanto, bioactividad) reducida in vivo después de la admi-
nistracion (Takeuchi (1997) Trends in Glycoscience and Glycotechnology 9: S29-S35). Los receptores especificos en
seres humanos y animales (es decir, receptores de manosa en macréfagos) pueden reconocer restos de manosa ter-
minales y promover el aclaramiento rdpido de la glucoproteina extrafia del torrente sanguineo. Los efectos adversos
adicionales pueden incluir cambios en el plegamiento, solubilidad, susceptibilidad a proteasas, trinsito, transporte,
compartimentalizacién, secrecidn, reconocimiento por otras proteinas o factores, antigenicidad o alergenicidad de la
proteina.

Tanto las levaduras como los hongos filamentosos se han usado de forma exitosa para la produccién de proteinas
recombinantes, tanto intracelulares como secretadas (Cereghino y Cregg (2000) FEMS Microbiology Reviews 24(1):
45-66; Harkki y col. (1989) BioTechnology 7(6): 596; Berka y col. (1992) Abstr. Papers Amer. Chem. Soc. 203:
121-BIOT; Svetina y col. (2000) J. Biotechnol. 76(2-3): 245-251). Diversas levaduras, tales como K. lactis, Pichia
pastoris, Pichia methanolica y Hansenula polymorpha, han desempefiado papeles particularmente importantes como
sistemas de expresion eucariotas debido a que son capaces de crecer hasta altas densidades celulares y secretar grandes
cantidades de proteina recombinante. Asimismo, los hongos filamentosos, tales como Aspergillus niger, Fusarium sp,
Neurospora crassa y otros se han usado para producir de forma eficaz glucoproteinas a escala industrial. Sin embargo,
como se ha sefialado anteriormente, las glucoproteinas expresadas en cualquiera de estos microorganismos eucariotas
difieren sustancialmente en la estructura de N-glucano de las de animales. Esto ha evitado el uso de levaduras u hongos
filamentosos como huéspedes para la producciéon de muchas glucoproteinas terapéuticas.

Aunque la glucosilacién en levaduras y hongos es muy diferente que en seres humanos, se comparten algunos
elementos comunes. La primera etapa, la transferencia de la estructura de oligosacérido central a la proteina naciente,
estd altamente conservada en todos los eucariotas incluyendo levaduras, hongos, plantas y seres humanos (compé-
rese Figuras 1A y 1B). Sin embargo, el procesamiento posterior del oligosacarido central difiere significativamente
en levaduras e implica la adicién de varios azicares de manosa. Esta etapa estd catalizada por manosiltransferasas
que residen en el Golgi (por ejemplo, OCHI, MNTI, MNNI, etc.), que afiaden secuencialmente aziicares de mano-
sa al oligosacdrido central. La estructura resultante es indeseable para la produccién de proteinas humanoides y, por
tanto, es deseable para reducir o eliminar la actividad de manosiltransferasa. Se ha demostrado que los mutantes de
S. cerevisiae deficientes en actividad de manosiltransferasa (por ejemplo, mutantes ochl o mnn9) son no mortales y
presentan un contenido de manosa reducido en el oligosacarido de glucoproteinas de levadura. Puede que también se
tengan que eliminar otras enzimas de procesamiento de oligosacaridos, tales como manosilfosfato transferasas, depen-
diendo del patrén de glucosilaciéon endégeno particular del huésped. Después de reducir reacciones de glucosilacién
enddgenas indeseadas, se tiene que incluir la formacién de N-glucanos complejos en el sistema huésped. Esto re-
quiere la expresion estable de varias enzimas y transportadores de nucle6tido-azicar. Ademads, se tienen que localizar
estas enzimas de tal forma que se garantice un procesamiento secuencial de la estructura de glucosilacién que estd
madurando.

Se han realizados varios esfuerzos para modificar las rutas de glucosilacion de microorganismos eucariotas para
proporcionar glucoproteinas mas adecuadas para el uso como agentes terapéuticos de mamifero. Por ejemplo, se han
clonado y expresado varias glucosiltransferasas por separado en S. cerevisiae (GAIT, GnTI), Aspergillus nidulans
(GnTI) y otros hongos (Yoshida y col. (1999) Glycobiology 9(1): 53-8, Kalsner y col. (1995) Glycoconj. J. 12(3):
360-370). Sin embargo, no se han obtenido N-glucanos que se parezcan a los preparados en células humanas.

Las levaduras producen una diversidad de manosiltransferasas (por ejemplo, 1,3-manosiltransferasas tales como
MNNI en S. cerevisiae; Graham y Emr (1991) J. Cell. Biol. 114(2): 207-218), 1,2-manosiltransferasas (por ejemplo,
la familia de KTR/KRE de S. cerevisiae), 1,6-manosiltransferasas (por ejemplo, OCHI1 de S. cerevisiae), manosil-
fosfato transferasas y sus reguladores (por ejemplo, MNN4 y MNNG6 de S. cerevisiae) y enzimas adicionales que
estdn implicadas en reacciones de glucosilaciéon enddgenas. Muchos de estos genes se han delecionado individual-
mente dando lugar a organismos viables que tienen perfiles de glucosilacion alterados. Se muestran ejemplos en la
Tabla 1.
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TABLA 1

Ejemplos de cepas de levadura que tienen manosilacion alterada

Cepa N-glucano Mutacion Nglucano Referencia
(tipo silvestre) (mutante)
S. pombe Man.gGlcNAc, OCHA1 MansGlcNAc, Yoko-o y col.

(2001) FEBS
Lett. 489(1): 75-
80
S. cerevisiae Man.gGlcNAc, OCH1/MNN1 MansGlcNAc, Nakanishi-Shindo
y col. (1993) J.
Biol. Chem.
268(35): 26338-

26345
S. cerevisiae Man.gGlcNAc, OCH1/MNN1/MNN4 MangGlcNAc, Chiba y col
(1998) J. Biol.
Chem. 273,

26298-26304

P. pastoris Hiperglucosilado OCH1 (delecién No Welfide,
completa) hiperglucosilado Publicacién de
Solicitud

Japonesa N¢ 8-
336387
P. pastoris Man.sGlcNAc, OCHT1 (alteracién) Man.sGlcNAc, Contreras y col.
documento

WQO02/00856 A2

La Publicacién de Solicitud de Patente Japonesa N° 8-336387 describe la delecién de un homélogo de OCHI
en Pichia pastoris. En S. cerevisiae, OCHI codifica 1,6-manosiltransferasa, que aflade una manosa a la estructura
de glucano MangGlcNAc, para producir ManyGlcNAc,. La estructura ManyGlcNAc,, que contiene tres restos de 1,6
manosa, después es un sustrato para 1,2-, 1,6- y 1,3-manosiltransferasas adicionales in vivo, conduciendo a las glu-
coproteinas hipermanosiladas que son caracteristicas de S. cerevisiae y que pueden tener tipicamente 30-40 restos de
manosa por N-glucano. Debido a que Ochlp inicia la transferencia de 1,6 manosa al nicleo MangGlcNAc,, se deno-
mina con frecuencia la “1,6 manosiltransferasa de inicio” para distinguir la misma de otras 1,6 manosiltransferasas
que actian posteriormente en el Golgi. En una cepa mutante de ochl mnnl mnn4 de S. cerevisiae, las proteinas gluco-
siladas con MangGIcNAc, se acumulan y no tiene lugar la hipermanosilacién. Sin embargo, MangGIcNAc, no es un
sustrato para glucosiltransferasas de mamifero, tales como UDP-GIcNAc transferasa I, y por consiguiente, el uso de
esa cepa mutante, por s{ misma, no es util para producir proteinas de tipo mamifero, es decir, las que tienen patrones
de glucosilacién complejos o hibridos.

Se pueden cortar estructuras de MangGlcNAc, hasta una isémero de MansGlcNAc, en S. cerevisiae (aunque todavia
se tiene que demostrar un corte de alta eficacia mayor del 50% in vivo) introduciendo una manosidasa fingica de A.
saitoi en el reticulo endopldsmico (RE). Los defectos de esta estrategia son dos: (1) no estd claro si las estructuras
Man;GIcNAc, formadas se forman de hecho in vivo (en lugar de haberse secretado y modificado adicionalmente por
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manosidasas en el exterior de la célula); y (2) no esta claro si cualquier estructura de MansGIlcNAc, formada, si de
hecho se ha formado in vivo, es la isoforma correcta para ser un sustrato productivo para modificacién posterior de N-
glucano por GIcNAc transferasa I (Maras y col. (1997) Eur. J. Biochem. 249: 701-707).

Con el objetivo de proporcionar una glucoproteina mas de tipo humano obtenida de un huésped fiingico, la Patente
de Estados Unidos N° 5.834.251 describe un procedimiento para producir una glucoproteina hibrida obtenida de
Trichoderma reesei. Un N-glucano hibrido tiene solamente restos de manosa en el brazo Mana1-6 de la estructura
de manosa central y una o dos antenas complejas en el brazo Mana1-3. Aunque esta estructura tiene utilidad, el
procedimiento tiene la desventaja de que se tienen que realizar numerosas etapas enzimadtica in vitro, lo que es costoso
y requiere tiempo. Las enzimas aisladas son caras de preparar y necesitan sustratos costosos (por ejemplo, UDP-
GlcNAc). El procedimiento tampoco permite la produccion de glucanos complejos en una proteina deseada.

Actividad de Manosidasa Intracelular Implicada en el Corte de N-glucano

Se requiere actividad de alfa-1,2-manosidasa para el corte de MangGlcNAc, para formar Mans;GlcNAc,, que es un
intermedio principal para la formacién de N-glucano complejo en mamiferos. El trabajo previo ha demostrado que se
puede expresar a-1,2-manosidasa murina, flingica y humana truncada en la levadura metil6trofa P. pastoris y presenta
actividad de corte de MangGIcNAc, hasta MansGlcNAc, (Lal y col. (1998) Glycobiology 8(10): 981-95; Tremblay y
col. (1998) Glycobiology 8 (6): 585-95, Callewaert y col. (2001) FEBS Lett. 503(2-3): 173-8). Sin embargo, hasta la
fecha no existen informes que demuestran el alto nivel de corte in vivo de MangGIcNAc, hasta MansGIcNAc, en una
glucoproteina secretada de P. pastoris.

Ademads, la mera presencia de una a-1,2-manosidasa en la célula no garantiza, por s{ misma, el corte intracelular
apropiado de MangGlcNAc, hasta Mans;GlcNAc,. (Véase, por ejemplo, Contreras y col. documento WO 02/00856 A2,
en el que se localiza una manosidasa marcada con HDEL de T. reesei principalmente en el RE y se co-expresa con
una proteina indicadora de hemaglutinina (HA) de gripe en la que practicamente no se pudo detectar Man;GlcNAc,.
Véase también Chiba y col. (1998) J. Biol. Chem. 273 (41): 26298-26304, en el que una fusién quimérica de a-1,2-
manosidasa/dominio transmembrana de Ochlp localizada en el RE, Golgi temprano y citosol de S. cerevisiae, no tenia
actividad de corte de manosidasa). Por consiguiente, la mera localizacién de una manosidasa en el RE o Golgi es
insuficiente para garantizar la actividad de la respectiva enzima en ese orgdnulo dirigido. (Véase también Martinet y
col. (1998) Biotech. Letters 20(12): 1171-1177, que muestra que una a-1,2-manosidasa de T. reesei, aunque se localice
intracelularmente, aumenté méas que disminuy¢ el alcance de manosilacién). Hasta la fecha no existen informes que
demuestren la localizacién intracelular de una @-1,2-manosidasa heter6loga activa en hongos o levaduras usando una
secuencia de localizacién transmembrana.

Aunque es util modificar cepas que son capaces de producir MansGlcNAc, como la estructura de N-glucano prin-
cipal, cualquier intento de modificar adicionalmente estas estructuras de precursor de alto contenido de manosa para
parecerse mas estrechamente a glucanos humanos requiere etapas adicionales in vivo o in vitro. Se describen procedi-
mientos para humanizar adicionalmente glucanos de fuentes fingicas y de levadura in vitro en la Patente de Estados
Unidos N° 5.834.251 (anteriormente). Si se tiene que humanizar MansGlcNAc, adicionalmente in vivo, se tiene que
garantizar que las estructuras de MansGlcNAc, generadas, de hecho, se generen intracelularmente y no sean el pro-
ducto de actividad de manosidasa en el medio. La formacién de N-glucano complejo en levaduras u hongos requerira
que se generen altos niveles de MansGIcNAc, dentro de la célula debido a que solamente los glucanos MansGIlcNAc,
intracelulares se pueden procesar adicionalmente hasta N-glucanos hibridos y complejos in vivo. Ademds, se tiene que
demostrar que la mayoria de las estructuras de MansGIcNAc, generadas de hecho son un sustrato para GnTI y por
tanto, permiten la formacién de N-glucanos hibridos y complejos.

Por consiguiente, existe la necesidad de procedimientos para producir glucoproteinas caracterizadas por un alto
contenido intracelular de MansGlcNAc, que se pueda procesar adicionalmente a estructuras de glucoproteina de tipo
humano en células huésped eucariotas no humanas y, particularmente, en levaduras y hongos filamentosos.

N-Acetilglucosaminiltransferasas

Las N-acetilglucosaminiltransferasas (“GnT”) pertenecen a otra clase de enzimas de glucosilacién que modifican
oligosacdridos ligados a N en la ruta secretora. Tales glucosiltransferasas catalizan la transferencia de monosacérido
de donadores de nucledtido azicar especificos en una posicién de hidroxilo particular de un monosacdrido en una
cadena de glucano creciente en uno de dos posibles enlaces anoméricos (a o §). Dennis y col. (1999) Bioessays 21
(5): 412-21. Las GnT especificas afiaden N-acetilglucosamina (“GIcNAc”) al brazo Mana1,6 o al brazo Mana1,3
de un sustrato de N-glucano (por ejemplo, MansGIcNAc, (“nicleo de manosa-5") y Man;GlcNAc, (una “estructura
central interna”)). El producto de reaccién (por ejemplo, GlcNAcMans;GlcNAc, o GlcNAc,Man;GIcNAc,) después
se puede modificar hasta estructuras de oligosacaridos ligados a N bi-, tri- y tetra-antenarias. El documento WO
02/00879 describe un procedimiento para producir glucoproteinas que tienen estructuras de hidrato de carbono “de tipo
humano” que comprenden la etapa de dirigir enzimas tales como GnT I-VI a sitios in vivo de glucosilacién tales como
el RE/red de Golgi. El documento WO 02/00879 describe adicionalmente ejemplos particulares de células huésped
tales como Pichia pastoris que son deficientes en OCH1 y que expresan enzimas de glucosilacion tales como GnT
I, GnT II y manosidasas. Choi y col. (2003) PNAS 100 (9): 5022-27 describen el aislamiento de cepas modificadas
genéticamente de Pichia pastoris que producen glucoproteinas que tienen N-glucanos que tienen un estructura de
GIcNAcMan;GlecNAc, con un alto rendimiento.
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La N-acetilglucosaminiltransferasa III (“GnTIII”) es una enzima que cataliza la adiciéon de una GIcNAc en la
manosa central del nicleo de trimanosa (Mana1,6 (Mana1,3) Mang1,4 - GIcNAcS1,4 - GIcNAS1,4 - Asn) de un oli-
gosacdrido ligado a N. La adicién por GnTIII de una GIcNAc de biseccién a un sustrato aceptor (por ejemplo, nicleo
de trimanosa) produce un denominado N-glucano bisecado. Por ejemplo, la adicién por GnTIII de una GlcNAc de
biseccidn a la estructura de GlcNAcMan;GIcNAc, puede producir un N-glucano bisecado, GlcNAc,Man;GlcNAc,.
De forma similar, la adicién por GnTIII de una GIlcNAc de biseccion a una estructura de GlcNAc,Man;GlcNAc,
produce otro N-glucano bisecado, GIcNAc;Man;GIlcNAc,. Esta dltima estructura se ha implicado en una mayor ci-
totoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Umana y col. (1999) Nat. Biotechnol. 17(2): 176-80. Se
pueden formar otros N-glucanos bisecados por la accidon de GnTIII. Por ejemplo, GIcNAcMan,GlcNAc, se puede
convertir en GlcNAc,Man,GIcNAc, bisecado, MansGIcNAc, se puede convertir en GIcNAcMan;GlcNAc, bisecado
y GlcNAcMan;GIcNAc, se puede convertir en GlcNAc,MansGIcNAc, bisecado. Véase, por ejemplo, Narasimhan
(1982) J. Biol. Chem. 257: 10235-42. Hasta ahora, la actividad de GnTIII se ha demostrado solamente en células de
mamifero.

La re-modificacién de glucoformas de inmunoglobulinas expresadas por células de mamifero es una tarea tediosa
y compleja. Especialmente en el caso de GnTIII, donde la sobre-expresion de esta enzima se ha implicado en la inhi-
bicién del crecimiento, se han tenido que emplear procedimientos que implican expresidon génica regulada (inducible)
para producir inmunoglobulinas con N-glucanos bisecados. Umana y col. (1999) Biotechnol Bioeng. 65(5): 542-9;
Umana y col. (1999) Nat. Biotechnol. 17(2): 176-80; Umana y col. documento WO 03/011878; Patente de Estados
Unidos N° 6.602.684. Tal efecto de inhibicion del crecimiento complica la capacidad de co-expresar la proteina diana
y GnTII y puede impartir un limite superior a la sobre-expresién de GnTIII. Patente de Estados Unidos N° 6.602.684.
Puede ser necesaria la optimizacion cuidadosa de los niveles de expresion de GnTIII. /d. Por lo tanto, lo que se necesita
es un sistema de produccién de proteina que utilice la capacidad inherente de titulos de producto robustos tales como
los producidos en células huésped eucariotas inferiores (por ejemplo, levaduras y hongos filamentosos), que sea capaz
de producir N-glucanos bisecados en proteinas, especialmente proteinas terapéuticas, expresadas en estas células. Sin
embargo, como se ha descrito anteriormente, el desarrollo de las células huésped eucariotas inferiores usadas en tal
sistema de produccién de produccién de proteina requiere que las rutas de glucosilacién enddégenas de las células
huésped se modifiquen adicionalmente.

Sumario de la invencion

Se han desarrollado células huésped y lineas celulares que tienen rutas de glucosilacién modificadas genéticamente
que permiten que realicen una secuencia de reacciones enzimdticas que imitan el procesamiento de glucoproteinas en
mamiferos, especialmente en seres humanos. Las proteinas recombinantes expresadas en estos huéspedes modificados
producen glucoproteinas mds similares, si no sustancialmente idénticas, a sus equivalentes de mamifero, por ejemplo,
humanos. Las células huésped de la invencion, es decir, una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multi-
celular filamentoso desarrollado en cultivo, se modifican para producir una glucoproteina que tiene una estructura de
Man;GIcNAc, o de MansGlcNAc, en la que se introduce un dcido nucleico que codifica una actividad de N-acetilglu-
cosaminiltransferasa III en la célula huésped en la que dicha actividad es de una enzima que comprende el dominio
catalitico de N-acetilglucosaminiltransferasa III GnT IIIA32 de ratén o GnT IIIA86 de ratén fusionado con un péptido
de direccién MNN2 de Saccharomyces cerevisiae, de tal forma que mas del 10% en mol de una glucoproteina recom-
binante producida en la célula huésped comprende una estructura de N-glucano bisecado. Este resultado se consigue
usando una combinacién de modificacion y/o seleccién de cepas que, por ejemplo, no expresan enzimas que crean
las estructuras indeseables caracteristicas de las glucoproteinas fingicas y que expresan N-acetilglucosaminiltrans-
ferasa III y, por ejemplo, expresan enzimas heter6logas adicionales capaces de producir una glucoproteina “de tipo
humano”.

Por tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento de produccidn para una glucoproteina recombinante
que comprende un glucano bisecado usando células huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso
que tienen un patrén de glucosilacién diferente de seres humanos y que se modifican para producir una glucoproteina
que tiene una estructura de Man;GlcNAc, o de MansGlcNAc, y que comprenden una actividad de N-acetilglucosa-
miniltransferasa III, de tal forma que las células huésped se parecen mds estrechamente a estructuras de hidratos de
carbono encontradas en proteinas de mamifero, por ejemplo, humanas. Este procedimiento permite obtener una célula
huésped modificada que se puede usar para expresar y dirigir cualquier gen o genes deseables, por ejemplo, uno im-
plicado en la glucosilacién, por procedimientos que estdn bien establecidos en la bibliograffa cientifica y se conocen
generalmente por el especialista en el campo de la expresion de proteinas. Se crean o seleccionan células huésped con
oligosacdridos modificados. Para la produccién de proteinas terapéuticas, este procedimiento se puede adaptar para
modificar lineas celulares en las que se puede obtener cualquier estructura de glucosilaciéon deseada.

Por consiguiente, en una realizacion, la invencién proporciona procedimientos para preparar una glucoproteina de
tipo humano en una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso por introduccién en la
célula de una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III donde dicha actividad es de una enzima que comprende
el dominio catalitico de N-acetilglucosaminiltransferasa III GnT IIIA32 de ratén o GnT IIIA86 de ratén fusionado
con un péptido de direccion MNN2 de Saccharomyces cerevisiae. En una realizacién preferida, dicha actividad de
N-acetilglucosaminiltransferasa III se expresa en la célula y, en una realizacién ain mas preferida, esta expresion
da como resultado la produccién de N-glucanos que comprenden estructuras bisecadas de GIcNAc;Man;GlcNAc,,
GlcNAc,Man;GlcNAc, o GIcNAc,MansGIcNAc,. En otra realizacion preferida, dicha actividad de N-acetilglucosa-
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miniltransferasa III es sustancialmente intracelular. En otra realizacién preferida de la invencion, la glucoproteina que
incluye los N-glucanos con estructuras bisecadas se aisla de la célula huésped eucariota inferior. En una realizacién
aun mds preferida, la glucoproteina producida en la célula huésped es una proteina terapéutica.

En otro aspecto, la invencién proporciona una célula huésped que incluye tanto dicha actividad de N-acetilgluco-
saminiltransferasa III como una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa II. En una realizacién preferida, la célula
huésped que incluye dicha actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III produce N-glucanos o glucoproteinas que
comprenden estructuras de GIcNAcMan;GlcNAc,, GIcNAcMansGlcNAc, o GIcNAc,Man;GlcNAc que son capaces
de reaccionar con esta actividad. La actividad produce un glucano bisecado. La célula huésped de la invencién, por
tanto, incluye un N-glucano con un glucano bisecado. En una realizacion preferida, el N-glucano incluye mas del 10%
en mol del glucano bisecado. En algunas realizaciones, la célula huésped incluye un N-glucano que comprende es-
tructuras bisecadas de GIcNAc;Man;GlcNAc,, GIcNAc,Man;GlcNAc, o GlcNAc,MansGIcNAc,. En una realizacion
preferida, la célula huésped incluye una estructura central de Man;GlcNAc, o una estructura central de Man;GIcNAc,
que se modifica por una GlcNAc de biseccién. En una realizacién ain mas preferida, la célula produce mas del 10%
en mol de la estructura modificada.

En otra realizacién de la invencion, la célula huésped contiene una actividad de N-acetilglucosaminiltransfera-
sa I ademds de dicha actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III. En una realizacién preferida, las activida-
des son sustancialmente intracelulares. En otra realizacion preferida, la célula produce N-glucanos que comprenden
GlcNAcMan;GIcNAc, que son capaces de reaccionar con dicha actividad de GnTIII. Dicha actividad de GnTIII de la
célula produce un glucano bisecado.

En otra realizacion, la célula huésped de la invencién contiene tanto dicha actividad de N-acetilglucosaminiltransfe-
rasa III como una actividad de manosidasa II. En una realizacion preferida, la célula huésped contiene adicionalmente
una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa I. En otra realizacién preferida, la célula huésped contiene ademas
una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa II. En otra realizacién preferida, la célula huésped contiene ade-
mds tanto una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa I como una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa
IL.

En otra realizacion, la célula huésped de la invencion es deficiente en una actividad de OCHI manosiltransferasa.
Tal célula puede, por ejemplo, ser deficiente en una actividad de Dol-P-Man:Man;GlcNAc,-PP-Dol manosiltransfe-
rasa. En otra realizacién mads, la célula huésped de la invencién puede comprender ademds una actividad de a-1,2-
manosidasa I. En otra realizacidn, la célula huésped puede comprende ademds un transportador de UDP-GIcNAc.

La presente invencién también proporciona glucoproteinas recombinantes que se preparan mediante los proce-
dimientos de la invencién. La glucoproteina recombinante de la invencién incluye una GlcNAc de biseccion en
una estructura central de MansGIcNAc,, Man,GlcNAc, o Man;GIcNAc, y se produce en una célula huésped co-
mo se define en este documento. En otra realizacion, la glucoproteina incluye una GlcNAc de biseccién unida a
una estructura central seleccionada entre el grupo constituido por: GlcNAcMan;GIcNAc,, GlcNAcMansGIcNAc,,
GlcNAcMan,GlecNAc, y GlcNAc,Man;GlcNAc, se produce en una célula huésped eucariota inferior. En una realiza-
cién preferida, mds del 10% en mol de las estructuras centrales de la glucoproteina de la invencién se modifican por
la GlcNAc de biseccion.

En otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que contienen las glucoproteinas recom-
binantes de tipo humano de la invencién producidas en una célula huésped de la invencion. En este documento se
describen adicionalmente vectores que codifican proteinas que tienen actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa I11
y que contienen secuencias de péptido de direccion unidas. Las proteinas codificadas por los vectores se localizan
en una célula huésped eucariota inferior de tal forma que producen N-glucanos que tienen estructuras bisecadas. La
invencién también se define por las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1A es un diagrama esquematico de una ruta de N-glucosilacién fingica tipica.
La Figura 1B es un diagrama esquemadtico de una ruta de N-glucosilacién humana tipica.

La Figura 2 ilustra la construccién de una genoteca de ADN combinatoria de construcciones de fusién. La Figura
2A ilustra la insercién de un fragmento peptidico de direccién en pCR2.1 -TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). La
Figura 2B muestra la sub-biblioteca de péptido de direccién generada que tiene sitios de restriccion Notl-Ascl. La
Figura 2C ilustra la insercién de una regién de dominio catalitico en pJN347, un vector pUC19 modificado. La Figura
2D muestra la sub-biblioteca de dominio catalitico generada que tiene sitios de restriccién Notl, Ascl y Pacl. La Figura
2E ilustra una construccion de fusidn particular generada a partir de la sub-biblioteca de péptido de direccién y la sub-
biblioteca de dominio catalitico.

La Figura 3 ilustra la secuencia de dcido nucleico de fase de lectura abierta de a-1,2-manosidasa IA de M. musculus
(SEC ID N°: 48) y la secuencia polipeptidica codificada (SEC ID N°: 49). Las secuencias de los cebadores de PCR
usados para generar truncamientos N-terminales estdn subrayadas.
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Las Figuras 4A-4F ilustran la modificacion de vectores con multiples marcadores auxdtrofos e integracion genética
de proteinas diana en el locus OCHI de P. pastoris.

Las Figuras SA-5E muestran andlisis de MALDI-TOF que demuestra produccion del dominio de kringle 3 (K3) de
glucoproteinas de plasminégeno humano que tienen MansGlcNAc, como la estructura de N-glucano predominante en
P. pastoris. La Figura 5A ilustra el glucano Mans;GIcNAc, convencional [a] (Glyko, Novato, CA) y Mans;GIcNAc, +
Na* [b]. La Figura 5B muestra glucanos liberados por PNGasa de tipo silvestre de K3. Los N-glucanos mostrados son
los siguientes: ManyGIcNAc, [d]; Man,,GIcNAc, [e]; Man,;GIcNAc, [f]; Man,,GIcNAc, [g]. La Figura 5C ilustra la
delecién de ochl que da como resultado la produccién de MangGlcNAc, [c] como el N-glucano predominante. Las
Figuras 5D y 5E muestran la producciéon de Mans;GIcNAc, [b] después del corte in vivo de MangGIcNAc, con una a-
1,2-manosidasa quimérica. El N-glucano predominante se indica por un pico con una masa (m/z) de 1253 coherente
con su identificacién como MansGIcNAc, [b].

Las Figuras 6A-6F muestran andlisis de MALDI-TOF que demuestra produccion de glucoproteinas IFN-8 que tie-
nen Man;GlcNAc, como la estructura de N-glucano predominante en P. pastoris. La Figura 6A muestra MansGlcNAc,
convencional [a] y MansGlcNAc, + Na* [b] como el patrén (Glyko, Novato, CA). La Figura 6B muestra gluca-
nos liberados por PNGasa - de tipo silvestre de IFN-S. La Figura 6C ilustra el knock-out de ochl que produce
MangGIcNAc, [c]; ManyGlcNAc, [d]; Man,(GIcNAc, [e]; Man;;GlcNAc, [f]; Man,,GIcNAc, [g]; y ninguna pro-
duccién de Mans;GlcNAc, [b]. La Figura 6D muestra una cantidad relativamente pequefia de Mans;GIcNAc, [b] entre
otros N-glucanos intermedios MangGIcNAc, [c] a Man;,GIcNAc, [g]. La Figura 6E muestra una cantidad significa-
tiva de Mans;GIcNAc, [b] con respecto a los demds glucanos MangGIcNAc, [c] y ManyGlcNAc, [d] producidos por
pGCS (MNS1(m) de Saccharomyces/manosidasa IB A99 de ratén). La Figura 6F muestra la producciéon predominante
de Mans;GIcNAc, [b] en la glucoproteina secretada IFN-8 por pFB8 (SEC/2(m) de Saccharomyces/manosidasa TA
A187 de ratén). El N-glucano se indica por un pico con una masa (m/z) de 1254 coherente con su identificacién como
Man;GlcNAc, [b].

La Figura 7 muestra un cromatograma liquido de alto rendimiento para: (A) patrén de Man9GIlcNAc, marcado con
2-AB (control negativo); (B) sobrenadante de medio de P. pastoris, Aochl transformado con manosidasa de pFBS, que
demuestra una ausencia de actividad de manosidasa extracelular en el sobrenadante; y (C) patrén de ManyGlcNAc,
marcado con 2-AB después de la exposicion a manosidasa de 7. reesei (control positivo).

La Figura 8 muestra un cromatograma liquido de alto rendimiento para: (A) patrén de ManyGlcNAc, marcado con
2-AB (control negativo); (B) sobrenadante de medio de P. pastoris, Aochl transformado con manosidasa de pGCS5, que
demuestra una ausencia de actividad de manosidasa extracelular en el sobrenadante; y (C) patrén de ManyGIlcNAc,
marcado con 2-AB después de exposicion a manosidasa de 7. reesei (control positivo).

La Figura 9 muestra un cromatograma liquido de alto rendimiento para: (A) patrén de ManyGlcNAc, marcado
con 2-AB (control negativo); (B) sobrenadante de medio de P. pastoris, Aochl transformado con manosidasa de
pBC 18-5, que demuestra ausencia de actividad de manosidasa extracelular en el sobrenadante; y (C) sobrenadante
de medio de P. pastoris, Aochl transformado con pDD28-3, que demuestra actividad en el sobrenadante (control
positivo).

Las Figuras 10A-10B demuestran la actividad de un transportador de UDP-GIcNAc en la produccién de
GlcNAcMans;GleNAc, en P. pastoris. La Figura 10A ilustra una cepa de P. pastoris (YSH-3) con una GnTI humana
pero sin el transportador de UDP-GlcNAc dando como resultado cierta produccién de GleNAcMansGlcNAc, [b] pero
una produccién predominante de MansGIlcNAc, [a]. La Figura 10B ilustra la adicién de transportador de UDP-Glc-
NAc de K. lactis en una cepa (PBP-3) con la GnTI humana, que dio como resultado la produccién predominante de
GlcNAcMans;GlecNAc, [b]. El tnico pico prominente de masa (m/z) en 1457 es coherente con su identificacién como
GlcNAcMan;GlcNAc, [b] como se muestra en la Figura 10B.

La Figura 11 muestra un 6ptimo de pH de una enzima manosidasa heteréloga codificada por pBB27-2 (MNN10(s)
de Saccharomyces/manosidasa IB A31 de C. elegans) expresada en P. pastoris.

Las Figuras 12A-12C muestran andlisis de MALDI-TOF de N-glucanos liberados de un extracto sin células de K.
lactis. La Figura 12A muestra los N-glucanos liberados de células de tipo silvestre, que incluyen N-glucanos de tipo
de alto contenido de manosa. La Figura 12B muestra los N-glucanos liberados de células a las que se ha delecionado
ochl mnnl, poniendo de manifiesto un pico de masa (m/z) distinto en 1908 coherente con su identificacién como
ManyGIcNAc, [d]. La Figura 12C muestra los N-glucanos liberados de células a las que se ha delecionado ochl mnnl
después de una digestion in vitro con a-1,2-manosidasa correspondientes a un pico coherente con MansGIlcNAc,.

La Figura 13 es una vista esquemadtica de la estructura del oligosacarido ligado a dolicil pirofosfato.

La Figura 14 es una vista esquemadtica de la generacién de N-glucanos GlcNAc,Man;GIcNAc, de células huésped
fingicas que son deficientes en actividades de alg3, alg9 o algl?2.

La Figura 15 es una vista esquematica de reacciones de procesamiento requeridas para producir estructuras de
oligosacarido de tipo mamifero en una célula huésped fingica con un genotipo de alg3, ochl.
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La Figura 16 muestra Comparaciones de Secuencia de Alg3 de S. cerevisiae (Blast) (SEC ID N°: 9-20, respectiva-
mente, en orden de aparicidn).

La Figura 17 muestra Secuencias de ALG3 (SEC ID N°: 21) y Alg3p (SEC ID N°: 22) de S. cerevisiae.
La Figura 18 muestra Secuencias de ALG3 (SEC ID N°: 23) y Alg3p (SEC ID N°: 24) de P. pastoris.

La Figura 19 muestra Comparaciones de Secuencia de ALG3 de P. pastoris (Blast) (SEC ID N°: 23-31, respectiva-
mente, en orden de aparicion).

La Figura 20 muestra Secuencias de ALG3 (SEC ID N°: 33) y Alg3p (SEC ID N°: 34) de K. lactis.

La Figura 21 muestra Comparaciones de Secuencia de ALG3 de K. lactis (Blast) (SEC ID N°: 35-40, respectiva-
mente, en orden de aparicién).

La Figura 22 muestra un modelo de una inmunoglobulina IgG. La cadena pesada y la cadena ligera se pueden
subdividir, basdndose en estructura secundaria y terciaria similar, en dominios. Las dos cadenas pesadas (dominios
Vi, Cyl, Cy2 y Cyx3) se unen mediante tres puentes disulfuro. Las cadenas ligeras (dominios V. y C;) se unen por
otro puente disulfuro a la porcién Cy1 de la cadena pesada y, junto con los fragmentos Cy1 y Vy, establecen la region
Fab. Los antigenos se unen en la porcién terminal de la region Fab. Las funciones de efector, tales como union a
Receptor Fc-gamma, se han localizado en el dominio Cy2, justo cadena abajo de la region bisagra y estan influidas
por la N-glucosilacién de asparagina 297 en la cadena pesada.

La Figura 23 es una revision esquemadtica de un vector de expresion de I[gG1 modular.

La Figura 24 muestra Secuencias de Acido Nucleico (SEC ID N°: 45) y de Aminoécidos (SEC ID N°: 46) de
GnTIII de M. musculus.

La Figura 25 (parte superior) es un andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina
kringle 3 producida en un YSH-1 de P. pastoris que presenta un pico predominante en 1461 m/z correspondiente a
la masa de GIcNAcMansGlcNAc, [d]; la Figura 25 (parte inferior) muestra un anélisis de EM de MALDI-TOF de N-
glucanos aislados de una glucoproteina kringle 3 producida en un YSH-1 de P. pastoris transformado con manosidasa
IIA74 de D. melanogaster/MNN2(s) de S. cerevisiae que muestra un pico predominante en 1140 m/z correspondiente
a la masa de GIcNAcMan;GlcNAc, [b] y otros picos que se corresponden a GIcNAcMan,GlcNAc, [c] en 1303 m/z y
GlcNAcMans;GlcNAc, [d] en 1465 m/z. Esta cepa se denominé YSH-37.

La Figura 26 (parte superior) es el andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina
kringle 3 producida en YSH-1 de P. pastoris como se muestra en la Figura 25 (parte superior); la Figura 26 (parte
inferior) es un andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina kringle 3 expresada en
células YSH-1 de P. pastoris transformadas con una construccion pVAS3 (MNN2(s) de S. cerevisiae/mGnTIII). El
pico en 1463 m/z se corresponde a la masa de GIcNAcMans;GIcNAc, [d] y el pico en 1666 m/z se corresponde a la
masa de GIcNAc,MansGlcNAc, [a].

La Figura 27 (parte superior) es el andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina
kringle 3 producida en YSH-1 de P. pastoris como se muestra en la Figura 25 (parte superior); la Figura 27 (parte
inferior) es un andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina kringle 3 expresada en
células YSH-1 de P. pastoris transformadas con una construccion pVASS (MNN2(s) de S. cerevisiae/mGnTIII). El
pico en 1463 m/z se corresponde a la masa de GIcNAcMansGIcNAc, [d] y el pico en 1667 m/z se corresponde a la
masa de GIcNAc,Mans;GlcNAc, [a].

Figura 28 (parte superior) es el andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina
kringle 3 producida en YSH-1 de P. pastoris como se muestra en la Figura 25 (parte superior); la Figura 28 (parte
inferior) es un andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislado de una glucoproteina kringle 3 expresada en
células YSH-1 de P. pastoris transformadas con una construcciéon pVB51 (GNT1(s) de K. lactis/mGnTIII). El pico
predominante en 1463 m/z se corresponde a la masa de GIcNAcMans;GIcNAc, [d] y se observa un segundo pico en
1726 m/z [e], que no se corresponde a la masa de GlcNAc,Man;GIcNAc,.

La Figura 29 es un andlisis d¢ EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina kringle 3
expresada en células YSH-44 de P. pastoris. El pico predominante en 1356 m/z se corresponde a la masa de
GIcNAc,Man;GleNAc, [x].

La Figura 30 es un andlisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina kringle 3 expresa-
da en células YSH-44 de P. pastoris transformadas con una construccién pVAS3 (MNN2(s) de S. cerevisiae/mGnTIII).
El pico en 1340 m/z se corresponde a la masa de GIcNAc,Man;GIlcNAc, [x] y el pico en 1542 m/z se corresponde a
la masa de GlcNAc;Man;GIcNAc, [y].
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La Figura 31 es un andlisis d¢ EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina kringle 3
expresada en células PBP6-5 de P. pastoris. El pico predominante en 1340 m/z se corresponde a la masa de
GIcNAc,Man;GlecNAc, [x].

La Figura 32 es un analisis de EM de MALDI-TOF de N-glucanos aislados de una glucoproteina kringle 3 expresa-
da en células PBP6-5 de P. pastoris transformadas con una construcciéon pVA353 (MNN2(s) de S. cerevisiae/mGnTIII).
El pico en 1340 m/z se corresponde a la masa de GIcNAc,MansGIcNAc, [x] y el pico en 1543 m/z se corresponde a
la masa de GlcNAc;Man;GIcNAc, [y].

La Figura 33 muestra un cromatograma liquido de alto rendimiento, que demuestra una ausencia de actividad de
GnTII extracelular (pVAS3) en el sobrenadante. El N-glucano GlcNAcMansGlcNAc, purificado de K3 expresado en
una cepa PBP-3 se afiadi6 a: BMMY (A); UDP-GIcNAc 1 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)) en BMMY (B);
el sobrenadante de YSH-44 transformado con pVA53 [YSH-57] (C); y el sobrenadante de YSH-57 + UDP-GIcNAc 1
mM (D).

La Figura 34 muestra un cromatograma liquido de alto rendimiento, que muestra una ausencia de actividad de
GnTIII extracelular (pVAS3) en el sobrenadante. El N-glucano GlcNAc,Man;GlcNAc, purificado de K3 expresado en
una cepa YSH-44 se afiadi6 a: BMMY (A); UDP-GIcNAc 1 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)) en BMMY
(B); y el sobrenadante de YSH-44 transformado con pVA53 [YSH-57] (C).

La Figura 35 es un diagrama esquemdtico que compara las rutas de glucosilacién normal en seres humanos y P.
pastoris (Panel A) con una ruta de N-glucosilacion humanizada modificada en eucariotas inferiores (Panel B). La ruta
modificada representa la construccién de la cepa de P. pastoris PBP6-5, que, después de la modificacion con GnTIII,
se convierte en la cepa de P. pastoris PBP38.

La Figura 36 es un diagrama esquemadtico que muestra la glucoforma secretada de forma predominante producida
por cada una de las cepas de P. pastoris designadas y la modificacién génica usada para modificar cada una de las
cepas.

La Figura 37 es una representacion estructural de la transferencia de una GlcNAc al intermedio de oligosacérido,
GlcNAcMansGlecNAc,, producido en glucoproteinas en una célula huésped eucariota inferior, cuando se cataliza por
GnTIII.

La Figura 38 es una representacion estructural de la transferencia de una GIcNAc al intermedio de oligosacérido,
GlcNAcMan;GIcNAc,, producido en glucoproteinas en una célula huésped de eucariota inferior, cuando se cataliza
por GnTIl, y la transferencia posterior de una GlcNAc al producto de esa reaccién, GlcNAc,Man;GlcNAc,, cuando
se cataliza por GnTIIIL.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina de otro modo en este documento, los términos cientificos y técnicos usados en relacién con
la presente invencién deben tener los significados que se comprenden de forma comun por los especialistas habituales
en la técnica. Ademds, a menos que se requiera de otro modo por el contexto, los términos en singular deben incluir
los plurales y los términos en plural deberdn incluir el singular. Los procedimientos y las técnicas de la presente
invencién generalmente se realizan con procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica. Generalmente,
las nomenclaturas usadas en relacién con y las técnicas de bioquimica, enzimologia, biologia molecular y celular,
microbiologia, genética y quimica de proteina y dcido nucleico e hibridacion descritas en este documentos son las
bien conocidas y usadas de forma comun en la técnica.

Los procedimientos y las técnicas de la presente invencidn se realizan generalmente de acuerdo con procedi-
mientos convencionales bien conocidos en la técnica y como se describen en diversas referencias generales y mas
especificas que se citan y analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva a menos que se indique de otro
modo. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989); Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Associates (1992, y Suplementos hasta 2002); Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1990); Introduction to Glycobiology, Maureen E. Taylor,
Kurt Drickamer, Oxford Univ. Press (2003); Worthington Enzyme Manual, Worthington Biochemical Corp. Freehold,
NJ; Handbook of Biochemistry: Section A Proteins, Vol 1976 CRC Press; Handbook of Biochemistry: Section A
Proteins, Vol II 1976 CRC Press; Essentials of Glycobiology, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999). Las no-
menclaturas usadas en relacién con y los procedimientos de laboratorio y técnicas de biologia molecular y celular,
bioquimica de proteinas, enzimologia y quimica medicinal y farmacéutica descritas en este documento son las que se
conocen bien y se usan de forma comtun en la técnica.

Las siguientes expresiones, a menos que se indique de otro modo, se debe entender que tienen los siguientes
significados:

Como se usa en este documento, la expresion “N-glucano” se refiere a un oligosacarido ligado a N, por ejemplo,
uno que estd unido por un enlace de asparagina-N-acetilglucosamina a un resto de asparagina de un polipéptido. Los
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N-glucanos tienen un nicleo de pentasacdrido comun de Man;GlcNAc, (“Man” se refiere a manosa; “Glc” se refiere
a glucosa; y “NAc” se refiere a N-acetilo; GIcNAc se refiere a N-acetilglucosamina). La expresion “nicleo de tri-
manosa” usada con respecto al N-glucano también se refiere a la estructura Man;GIcNAc, (“Man;”). La expresion
“nucleo de pentamanosa” o “niicleo de Manosa-5" o “Mans” usada con respecto al N-glucano se refiere a la estructura
Man;GlcNAc,. Los N-glucanos difieren con respecto al niimero de ramas (antenas) que comprenden aziicares peri-
féricos (por ejemplo, GIcNAc, fucosa y acido sidlico) que se unen a la estructura central de Man;. Los N-glucano se
clasifican de acuerdo con sus constituyentes ramificados (por ejemplo, manosa superior, complejo o hibrido).

Un N-glucano de tipo “alto contenido en manosa” tiene cinco o més restos de manosa. Un N-glucano de tipo “com-
plejo” tipicamente tiene al menos una GIcNAc unida al brazo de 1,3 manosa y al menos una GlcNAc unida al brazo
de 1,6 manosa del nidcleo de trimanosa. Los N-glucanos complejos también pueden tener restos de galactosa (“Gal”)
que estan modificados opcionalmente con acido sidlico o derivados (“NeuAc”, donde “Neu” se refiere a dcido neura-
minico y “Ac” se refiere a acetilo). Un N-glucano complejo tiene tipicamente al menos una rama que termina en un
oligosacdrido tal como, por ejemplo: NeuNAc-; NeuAca2-6GalNAca1-; NeuAca2-3GalB1-3GalNAcal-; NeuAca?2-
3/6GalB1-GlcNAcS1-; GleNAca1-4GalB1-(solamente mucinas); Fuca1-2GalgB1-(grupo sanguineo H). Los ésteres de
sulfato pueden tener lugar en restos de galactosa, GalNAc y GIcNAc y los ésteres de fosfato pueden tener lugar en
restos de manosa. El NeuAc (Neu: dcido neuraminico; Ac: acetilo) puede estar O-acetilado o sustituido por NeuGI
(4cido-N-glucolilneuraminico). Los N-glucanos complejos también pueden tener sustituciones intracadena que com-
prenden GIcNAc “de biseccién” y fucosa central (“Fuc”). Un N-glucano “hibrido” tiene al menos una GlcNAc en el
extremo del brazo de 1,3 manosa del nicleo de trimanosa y cero o mds manosas en el brazo de 1,6 manosa del nticleo
de trimanosa.

El término “predominante” o “predominantemente” usado con respecto a la produccién de N-glucanos se refiere
a una estructura que representa el pico principal detectado por andlisis de espectrometria de masas de desorcién e
ionizacién por laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF).

Las abreviaturas usadas en este documento son de uso comun en la técnica, véase, por ejemplo, las abreviaturas
de azicares, anteriormente. Otras abreviaturas comunes incluyen “PNGasa”, que se refiere al péptido N-glucosidasa F
(EC 3.2.2.18); “GlcNAc Tr” o “GnT”, que se refiere a enzimas N-acetilglucosaminil Transferasa, “NANA” se refiere
a acido N-acetilneuraminico.

Como se usa en este documento, una “glucoproteina humanizada” o una “glucoproteina de tipo humano” se refiere
alternativamente a una proteina que tiene unida a la misma N-glucanos que tienen menos de cuatro restos de manosa
e intermedios de glucoproteina sintética (que también son ttiles y que se pueden manipular adicionalmente in vitro o
in vivo) que tienen al menos cinco restos de manosa. Preferiblemente, las glucoproteinas producidas de acuerdo con
la invencién contienen al menos el 30% en mol, preferiblemente al menos el 40% en mol y mds preferiblemente el 50,
60, 70, 80, 90 o incluso el 100% en mol del intermedio Mans;GlcNAc,, al menos de forma transitoria. Esto se puede
conseguir, por ejemplo, modificando una célula huésped de la invencidn para expresar una enzima de glucosilacién
“mejor”, es decir, més eficaz. Por ejemplo, se selecciona una manosidasa de tal forma que tendrd una actividad 6ptima
en las condiciones presentes en el sitio en la célula huésped donde las proteinas se glucosilan y se introduce en la célula
huésped preferiblemente dirigiendo la enzima a un organulo de la célula huésped en el que se desea la actividad.

El término “enzima”, cuando se usa en este documento en relacion con alterar la glucosilacién de la célula hués-
ped, se refiere a una molécula que tiene al menos una actividad enzimadtica e incluye enzimas de longitud completa,
fragmentos cataliticamente activos, quimeras, complejos y similares. Un “fragmento cataliticamente activo” de una
enzima se refiere a un polipéptido que tiene un nivel detectable de actividad funcional (enzimadtica). La actividad de
la enzima es “sustancialmente intracelular” cuando se puede medir menos del 10% de la actividad de la enzima en el
exterior de la célula en comparacién con la que se puede medir en células lisadas.

Una célula huésped eucariota inferior, cuando se describe en este documento en relacidn con perfiles de glucosila-
cion, se refiere a cualquier célula eucariota que produce de forma normal N-glucanos de alto contenido de manosa vy,
por tanto, quiere decir que incluye algunas células animales o vegetales y mds tipicamente células eucariotas inferio-
res, que incluyen células fingicas y de algas uni- y multicelulares. Una célula huésped de la presente invencion es una
levadura o un hongo unicelular o multicelular filamentoso.

Como se usa en este documento, la expresion “ruta de secrecion” se refiere a la linea de ensamblaje de diversas
enzimas de glucosilacién a la que un precursor de oligosacarido ligado a lipido y un sustrato de N-glucano se exponen
secuencialmente, siguiendo el flujo molecular de una cadena polipeptidica naciente desde el citoplasma al reticulo
endoplasmico (RE) y los compartimentos del aparato de Golgi. Se dice que las enzimas se localizan a lo largo de esta
ruta. Una enzima X que actda sobre un glucano ligado a lipido o un N-glucano antes que la enzima Y se dice que estd
0 que actda “aguas arriba” de una enzima Y; de forma similar, la enzima Y estd o actiia “aguas abajo” de la enzima X.

La expresién “péptido de direcciéon” como se usa en este documento se refiere a secuencias de nucleétidos o
aminodcidos que codifican un péptido sefial de direccion celular que media en la localizacién (o retencién) de una
secuencia asociada en localizaciones sub-celulares, por ejemplo, organulos.

La expresion “polinucleétido” o “molécula de dcido nucleico” se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de
al menos 10 bases de longitud. La expresion incluye moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico o sin-
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tético) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm o ARN sintético), asi como andlogos de ADN o ARN que contienen
andlogos de nucleétidos no naturales, enlaces internucleosidicos no nativos o ambos. El dcido nucleico puede estar
en cualquier conformacién topoldgica. Por ejemplo, el dcido nucleico puede ser de cadena unica, de doble cadena, de
triple cadena, formar cuddruplex, tener parcialmente doble cadena, estar ramificado, formar una horquilla, ser circular
o estar en una conformacion de candado. La expresién incluye formas de cadena tnica y doble de ADN. Una molécula
de 4cido nucleico de esta invencion puede incluir cadenas tanto con sentido como antisentido de ARN, ADNc, ADN
genémico y formas sintéticas y polimeros mixtos de lo anterior. Se pueden modificar quimica o bioquimicamente o
pueden contener bases de nucledtidos no naturales o derivatizadas, como se entendera de forma sencilla por los espe-
cialistas en la técnica. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, marcadores, metilacion, sustitucion de uno o mas
de los nucledtidos de origen natural con un andlogo, modificaciones internucleotidicas tales como enlaces no cargados
(por ejemplo, metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), enlaces cargados (por ejemplo, fos-
forotioatos, fosforoditioatos, etc.), restos colgantes (por ejemplo, polipéptidos), intercaladores (por ejemplo, acridina,
psolareno, etc.), quelantes, alquilantes y enlaces modificados (por ejemplo, dcidos nucleicos alfa anoméricos, etc.).
También se incluyen moléculas sintéticas que imitan polinucleétidos en su capacidad de unirse a una secuencia indi-
cada por formacién de enlaces de hidrégeno y otras interacciones quimicas. Tales moléculas se conocen en la técnica
e incluyen, por ejemplo, aquellas en las que los enlaces peptidicos sustituyen enlaces de fosfato en la cadena principal
de la molécula.

A menos que se indique de otro modo, un “4cido nucleico que comprende la SEC ID N°: X” se refiere a un dcido
nucleico, al menos una porcion del cual tiene (i) la secuencia de la SEC ID N°: X, o (ii) una secuencia complementaria
ala SEC ID N°: X. La eleccién entre ambos se indica por el contexto. Por ejemplo, si el dcido nucleico se usa como
una sonda, la eleccién entre ambos se indica por el requisito de que la sonda sea complementaria a la diana deseada.

Un 4cido nucleico o polinucledtido “aislado” o “sustancialmente puro” (por ejemplo, un ARN, ADN o un polimero
mixto) es uno que estad sustancialmente separado de otros componentes celulares que acompafian de forma natural
al polinucledtido nativo en su célula huésped natural, por ejemplo, ribosomas, polimerasas y secuencias gendémicas
con las que estd asociado de forma natural. La expresién incluye un 4cido nucleico o polinucleétido que (1) se ha
retirado de su entorno de origen natural, (2) no estd asociado con todo o una porcién de un polinucleétido en el que
el “polinucleétido aislado” se encuentra en la naturaleza, (3) se une operativamente a un polinucleétido al que no esta
unido en la naturaleza o (4) no tiene lugar en la naturaleza. La expresién “aislado” o “sustancialmente puro” también
se puede usar con referencia a aislados de ADN recombinante o clonado, andlogos de polinucleétidos sintetizados
quimicamente o andlogos de polinucledtidos que se sintetizan biolégicamente por sistemas heterélogos.

Sin embargo, “aislado” no requiere necesariamente que el propio dcido nucleico o polinucleétido descrito de este
modo se haya eliminado fisicamente de su entorno nativo. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico endégeno en
el genoma de un organismo se considera “aislada” en este documento si se pone una secuencia heteréloga (es decir,
una secuencia que no es adyacente de forma natural a esta secuencia de 4dcido nucleico endégeno) adyacente a la
secuencia de dcido nucleico endégeno, de tal forma que la expresion de esta secuencia de 4cido nucleico endégeno
estd alterada. A modo de ejemplo, el promotor nativo de un gen en el genoma de una célula humana se puede sustituir
(por ejemplo, por recombinacién homéloga) por una secuencia de promotor no nativo, de tal forma que este gen tenga
un patrén de expresion alterado. Este gen ahora se convertiria en “aislado” debido a que se ha separado de al menos
algunas de las secuencias que de forma natural lo flanquean.

Un 4cido nucleico también se considera “aislado” si contiene cualquier modificacién que no tiene lugar de forma
natural en el 4cido nucleico correspondiente en un genoma. Por ejemplo, una secuencia codificante enddgena se
considera “aislada” si contiene una insercién, delecién o una mutacién puntual introducida de manera artificial, por
ejemplo, por intervencién humana. Un “4cido nucleico aislado” incluye también un 4cido nucleico integrado en un
cromosoma de célula huésped en un sitio heter6logo, una construccién de dcido nucleico presente como un episoma.
Ademds, un “dcido nucleico aislado” puede estar sustancialmente libre de otro material celular, o sustancialmente libre
de medio de cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes o sustancialmente libre de precursores quimicos u
otros agentes quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Como se usa en este documento, la frase “variante degenerada” de una secuencia de acido nucleico de referencia
incluye secuencias de 4cido nucleico que se pueden traducir, de acuerdo con el cédigo genético convencional, para
proporcionar una secuencia de aminodcidos idéntica a la traducida a partir de la secuencia de 4cido nucleico de
referencia.

La expresion “porcentaje de identidad de secuencia” o “idéntico” en el contexto de secuencias de dcido nucleico se
refiere a los restos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para correspondencia maxima. La longitud
de la comparacién de identidad de secuencia puede ser a lo largo de un tramo de al menos aproximadamente nueve
nucledtidos, habitualmente al menos aproximadamente 20 nucledtidos, mas habitualmente al menos aproximadamente
24 nucleétidos, tipicamente al menos aproximadamente 28 nucledtidos, mas tipicamente al menos aproximadamente
32 nucledtidos y preferiblemente al menos aproximadamente 36 o mas nucledtidos. Existen varios algoritmos diferen-
tes conocidos en la técnica que se pueden usar para medir la identidad de secuencia de nucledtidos. Por ejemplo, las
secuencias polinucleotidicas se pueden comparar usando FASTA, Gap o Bestfit, que son programas en el Paquete de
Wisconsin Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin. FASTA proporciona alineamientos
y porcentaje de identidad de secuencia de las regiones del mejor solapamiento entre las secuencias problema y de
busqueda (Pearson (1990) Methods Enzymol. 183: 63-98). Por ejemplo, se puede determinar el porcentaje de iden-
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tidad de secuencia entre secuencias de acido nucleico usando FASTA con sus pardmetros por defecto (un tamafio de
palabra de 6 y el factor NOPAM para la matriz de puntuacién) o usando Gap con sus pardmetros por defecto como se
proporcionan en GCG Version 6.1.

La expresion “homologia sustancial” o “similitud sustancial”, cuando se refiere a un dcido nucleico o fragmento
del mismo, indica que, cuando se alinea ptimamente con inserciones o deleciones de nucleétidos apropiadas con otro
acido nucleico (o su cadena complementaria), existe una identidad de secuencia de nucleétidos en al menos aproxima-
damente el 50%, mas preferiblemente el 60% de las bases de nucledtidos, habitualmente al menos aproximadamente
el 70%, mas habitualmente al menos aproximadamente el 80%, preferiblemente al menos aproximadamente el 90% y
mas preferiblemente al menos aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de las bases de nucleétidos, como se
mide por cualquier algoritmo bien conocido de identidad de secuencia, tal como FASTA, BLAST o Gap, como se ha
analizado anteriormente.

Alternativamente, existe homologia o similitud sustancial cuando un dcido nucleico o fragmento del mismo hibri-
da con otro 4cido nucleico, con una cadena de otro 4cido nucleico, o con la cadena complementaria del mismo, en
condiciones de hibridacién rigurosas. Las “condiciones de hibridacién rigurosas” y “condiciones de lavado rigurosas”
en el contexto de experimentos de hibridacién de 4cido nucleico dependen de varios pardmetros fisicos diferentes. La
hibridacién de 4cido nucleico se verd afectada por condiciones tales como concentracién salina, temperatura, disol-
ventes, la composicion de bases de las especies hibridantes, la longitud de las regiones complementarias y el nimero
de desapareamientos de bases de nucledtidos entre los dcidos nucleicos hibridantes, como se entenderd facilmente por
los especialistas en la técnica. El especialista habitual en la técnica conoce como variar esos pardmetros para conseguir
una rigurosidad particular de hibridacion.

En general, la “hibridacion rigurosa” se realiza a aproximadamente 25°C por debajo del punto de fusion (T,,) tér-
mico para el hibrido de ADN especifico en un conjunto particular de condiciones. El “lavado riguroso” se realiza a
temperaturas aproximadamente 5°C por debajo de la T,, para el hibrido de ADN especifico en un conjunto particular
de condiciones. La T, es la temperatura a la que el 50% de la secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente
emparejada. Véase Sambrook y col., anteriormente, pagina 9.51. Para los propdsitos de este documento, las “con-
diciones de alta rigurosidad” se definen para hibridacién en fase de solucién como hibridacién acuosa (es decir, sin
formamida) en SSC 6X (donde SSC 20X contiene NaCl 3,0 M y citrato sédico 0,3 M), SDS al 1% a 65°C durante 8-12
horas, seguido de dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 65°C durante 20 minutos. Se entenderd por el especialista
que la hibridacién a 65°C tendrd lugar a diferentes velocidades dependiendo de varios factores que incluyen la longitud
y el porcentaje de identidad de las secuencias que estdn hibridando.

El término “mutado” cuando se aplica a secuencias de dcido nucleico significa que los nucleétidos en una secuencia
de 4cido nucleico se pueden insertar, delecionar o cambiar en comparacién con una secuencia de dcido nucleico de
referencia. Se puede realizar una tnica alteracion en un locus (una mutacién puntual) o se pueden insertar, delecionar
o cambiar multiples nucleétidos en un tnico locus. Ademads, se pueden realizar una o mds alteraciones en cualquier
nimero de loci dentro de una secuencia de dcido nucleico. Una secuencia de 4cido nucleico se puede mutar mediante
cualquier procedimiento conocido en la técnica incluyendo, pero sin limitacidn, técnicas de mutagénesis tales como
“PCR con tendencia a error” (un procedimiento para realizar PCR en condiciones en las que la fidelidad de copia
de la ADN polimerasa es baja, de tal forma que se obtiene una alta tasa de mutaciones puntuales a lo largo de toda
la longitud del producto de PCR. Véase, por ejemplo, Leung y col. (1989) Technique 1: 11-15 y Caldwell y Joyce
(1992) PCR Methods Applic. 2: 28-33); y “mutagénesis dirigida a oligonucleétidos™ (un procedimiento que permite la
generacion de mutaciones especificas de sitio en cualquier segmento de ADN clonado de interés. Véase, por ejemplo,
Reidhaar-Olson y col. (1988) Science 241: 53-57).

El término “vector” como se usa en este documento tiene por objeto referirse a una molécula de dcido nucleico
capaz de transportar otro 4cido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un “pldsmido”, que se refiere a
un bucle de ADN de doble cadena circular en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otros vectores
incluyen césmidos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y cromosomas artificiales de levadura (YAC). Otro tipo
de vector es un vector viral, en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales en el genoma viral (analizado
con mds detalle mas adelante). Ciertos vectores son capaces de replicacién auténoma en una célula huésped en la que
se introducen (por ejemplo, vectores que tienen un origen de replicacién que funciona en la célula huésped). Otros
vectores se pueden integrar en el genoma de una célula huésped después de la introduccién en la célula huésped vy,
por lo tanto, se pueden replicar junto con el genoma del huésped. Ademds, ciertos vectores preferidos son capaces de
dirigir la expresion de genes a los que estan ligados operativamente. Tales vectores se denominan en este documento
“vectores de expresion recombinantes’” (o simplemente “vectores de expresion”).

Las secuencias de control de la expresion “unidas operativamente” se refieren a una unién en la que la secuencia
de control de la expresion es contigua al gen de interés para controlar el gen de interés, asi como secuencias de control
de la expresion que actdan en frans o a una distancia para controlar el gen de interés.

La expresion “secuencia de control de la expresion” como se usa en este documento se refiere a secuencias polinu-
cleotidicas que son necesarias para afectar a la expresion de secuencias codificantes a las que estdn unidas operativa-
mente. Las secuencias de control de la expresion son secuencias que controlan la transcripcion, acontecimientos post-
transcripcionales y traduccion de secuencias de dcido nucleico. Las secuencias de control de la expresion incluyen se-
cuencias apropiadas de inicio de la transcripcion, terminacién, promotoras y potenciadoras; sefiales de procesamiento
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de ARN eficaces tales como sefales de corte y empalme y poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm cito-
plasmatico, secuencias que mejoran la eficacia de la traduccién (por ejemplo, sitios de unién a ribosoma); secuencias
que mejoran la estabilidad de la proteina; y, cuando se desea, secuencias que mejoran la secrecion de proteina. La
naturaleza de tales secuencias de control difiere dependiendo del organismo huésped; en procariotas, tales secuencias
de control incluyen generalmente un promotor, un sitio de unién a ribosoma y una secuencia de terminacién de la
transcripcion. La expresion “secuencias de control” tiene por objeto incluir, como minimo, todos los componentes
cuya presencia sea esencial para la expresion y también puede incluir componentes adicionales cuya presencia sea
ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de compaiiero de fusion.

La expresion “célula huésped recombinante” (o simplemente “célula huésped”), como se usa en este documento,
tiene por objeto referirse a una célula en la que se ha introducido un 4cido nucleico tal como un vector recombinante.
Se debe entender que tales términos tienen por objeto referirse no solamente a la célula sujeto particular sino también
a la progenie de tal célula. Debido a que pueden tener lugar ciertas modificaciones en generaciones sucesivas debido a
mutacién o influencias ambientales, tal progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula parental, pero se incluye
todavia en el alcance de la expresion “célula huésped” como se usa en este documento. Una célula huésped recombi-
nante puede ser una célula aislada o una linea celular desarrollada en cultivo o puede ser una célula que reside en un
tejido u organismos vivo.

El término “péptido” como se usa en este documento se refiere a un polipéptido corto, por ejemplo, uno que tiene
tipicamente menos de aproximadamente 50 aminoacidos de longitud y mads tipicamente menos de aproximadamente
30 aminodcidos de longitud. El término como se usa en este documento incluye andlogos y miméticos que imitan la
funcién estructural y, por tanto, bioldgica.

El término “polipéptido” como se usa en este documento incluye proteinas tanto de origen natural como las que
no son de origen natural y fragmentos, mutantes, derivados y andlogos de las mismas. Un polipéptido puede ser
monomérico o polimérico. Ademads, un polipéptido puede comprender varios dominios diferentes, cada uno de los
cuales tiene una o mds actividades distintas.

El término “proteina aislada” o “polipéptido aislado” es una proteina o polipéptido que, debido a su origen o
fuente de derivacién (1) no estd asociado con componentes asociados de forma natural que lo acompafian en su
estado nativo, (2) cuando existe en una pureza no encontrada en la naturaleza, donde la pureza se puede estimar con
respecto a la presencia de otro material celular (por ejemplo, estd libre de otras proteinas de la misma especie) (3) se
expresa por una célula de una especie diferente o (4) no tiene lugar en la naturaleza (por ejemplo, es un fragmento
de un polipéptido encontrado en la naturaleza o incluye andlogos o derivados de aminoacidos no encontrados en la
naturaleza o enlaces diferentes de los enlaces peptidicos convencionales). Por tanto, un polipéptido que se sintetiza
quimicamente o se sintetiza en un sistema celular diferente de la célula de la que se origina de forma natural estara
“aislado” de sus componentes asociados de forma natural. Un polipéptido o una proteina también se puede convertir en
sustancialmente libre de componentes asociados de forma natural por aislamiento, usando técnicas de purificacion de
proteina bien conocidas en la técnica. Como se define, por tanto, “aislado” no requiere necesariamente que la proteina,
polipéptido, péptido u oligopéptido descrito de este modo se haya retirado fisicamente de su entorno nativo.

La expresién “fragmento polipeptidico” como se usa en este documento se refiere a un polipéptido que tiene
una delecién amino-terminal y/o carboxi-terminal en comparacién con un polipéptido de longitud completa. En una
realizacion preferida, el fragmento polipeptidico es una secuencia contigua en la que la secuencia de aminodcidos
del fragmento es idéntica a las posiciones correspondientes en la secuencia de origen natural. Los fragmentos tienen
tipicamente al menos 5, 6, 7, 8, 9 6 10 aminodcidos de longitud, preferiblemente al menos 12, 14, 16 6 18 aminodcidos
de longitud, mds preferiblemente al menos 20 aminodcidos de longitud, mas preferiblemente al menos 25, 30, 35, 40
6 45 aminodcidos, atin mds preferiblemente al menos 50 6 60 aminodcidos de longitud y atin mds preferiblemente al
menos 70 aminodcidos de longitud.

Un “derivado modificado” se refiere a polipéptidos o fragmentos de los mismos que son sustancialmente homélo-
gos en secuencia estructural primaria pero que incluyen, por ejemplo, modificaciones quimicas y bioquimicas in vivo
o0 in vitro o que incorporan aminoacidos que no se encuentran en el polipéptido nativo. Tales modificaciones inclu-
yen, por ejemplo, acetilacion, carboxilacion, fosforilacion, glucosilacion, ubiquitinacién, marcado, por ejemplo, con
radiontclidos, y diversas modificaciones enzimaticas, como se entenderd de forma sencilla por los especialistas en la
técnica. Una diversidad de procedimientos para marcar polipéptidos y de sustituyentes o marcadores ttiles para tales
fines se conocen bien en la técnica e incluyen is6topos radioactivos tales como ', *?P, ¥S y *H, ligandos que se une
a antiligandos marcados (por ejemplo, anticuerpos), fluoréforos, agentes quimioluminiscentes, enzimas y antiligandos
que pueden servir como miembros de pares de unién especificos para un ligando marcado. La eleccién del marcador
depende de la sensibilidad requerida, la facilidad de conjugacion con el cebador, requisitos de estabilidad e instrumen-
tacion disponible. Los procedimientos para marcar polipéptidos se conocen bien en la técnica. Véase Ausubel y col.,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992, y Suplementos hasta 2002).

Un “mutante polipeptidico” o “muteina” se refiere a un polipéptido cuya secuencia contiene una insercion, du-
plicacién, delecion, reordenamiento o sustitucion de uno o mds aminodcidos en comparacién con la secuencia de
aminodcidos de una proteina nativa o de tipo silvestre. Una muteina puede tener una o mas sustituciones puntuales de
aminodcidos, en las que un tinico aminodcido en una posicién se ha cambiado a otro aminoacido, una o mds insercio-
nes y/o deleciones, en las que uno o mas aminodcidos se insertan o delecionan, respectivamente, en la secuencia de la
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proteina de origen natural y/o truncamientos de la secuencia de aminodcidos en cualquiera o en ambos de los extremos
amino o carboxi. Una muteina puede tener la misma actividad bioldgica, pero preferiblemente, tiene una diferente, en
comparacion con la proteina de origen natural.

Una muteina tiene una homologia de secuencia global de al menos el 70% con su equivalente de tipo silvestre.
Se prefieren incluso mds las mutefnas que tienen una homologia de secuencia global del 80%, 85% o del 90% con la
proteina de tipo silvestre. En una realizacién incluso mds preferida, una muteina muestra una identidad de secuencia
del 95%, atin mas preferiblemente el 97%, ain mas preferiblemente el 98% y atin mas preferiblemente el 99% de
identidad de secuencia global. La homologia de secuencia se puede medir mediante cualquier algoritmo de andlisis de
secuencia comun, tal como Gap o Bestfit.

Las sustituciones de aminoacidos preferidas son las que: (1) reducen la susceptibilidad a proteolisis (2) reducen la
susceptibilidad a oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4) alteran la afinidad
de unién o la actividad enzimadtica y (5) otorgan o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de tales
andlogos.

Como se usa en este documento, los veinte aminodcidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso conven-
cional. Véase Immunology -A Synthesis (2% Edicién, E. S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland,
Mass. (1991)). Los estereoisdémeros (por ejemplo, D-aminodcidos) de los veinte aminodcidos convencionales, ami-
noécidos no naturales tales como aminoacidos a-, a-disustituidos, aminodcidos de N-alquilo u otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para polipéptidos de la presente invencion. Los ejemplos
de aminoécidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxi-glutamato, e-N-N-N-trimetillisina, e-N-ace-
tillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, N-metilarginina y otros
aminodcidos similares e iminodcidos (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notacién de polipéptidos usada en este
documento, la direccién de la izquierda es la direccién amino terminal y la direccién de la derecha es la direccién
carboxi-terminal de acuerdo con el uso convencional y la convencion.

Una proteina tiene “homologia” o es “homoéloga” a una segunda proteina si la secuencia de dcido nucleico que
codifica la proteina tiene una secuencia similar a la secuencia de dcido nucleico que codifica la segunda proteina.
Alternativamente, una proteina tiene homologia con una segunda proteina si las dos proteinas tienen secuencias de
aminodcidos “similares”. (Por tanto, la expresion “proteinas homoélogas™ se define para querer decir que las dos pro-
tefnas tienen secuencias de aminodcidos similares). Una proteina homdloga preferida es una que muestra el 60% de
homologia de secuencia con la proteina de tipo silvestre, se prefiere mas una homologia de secuencia del 70%. Se
prefieren atin méds proteinas homologas que muestran una homologia de secuencia del 80%, 85% o del 90% con la
proteina de tipo silvestre. En una realizacidon ain mads preferida, una proteina homéloga muestra una identidad de se-
cuencia del 95%, 97%, 98% o del 99%. Como se usa en este documento, la homologia entre dos regiones de secuencia
de aminodcidos (especialmente con respecto a similitudes estructurales predichas) se interpreta que implica similitud
en funcion.

Cuando “homélogo” se usa con referencia a proteinas o péptidos, se reconoce que las posiciones de restos que no
son idénticos con frecuencia difieren por sustituciones de aminodcidos conservativas. Una “sustitucion de aminodcidos
conservativa” es una en la que un resto aminoacidico se sustituye por otro resto aminoacidico que tiene una cadena
lateral (grupo R) con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una sustitucién
de aminodcidos conservativa no cambiard sustancialmente las propiedades funcionales de una proteina. En los casos
en los que dos o mds secuencias de aminodcidos difieren entre si por sustituciones conservativas, el porcentaje de
identidad de secuencia o grado de homologia se puede ajustar al alza para corregir la naturaleza conservativa de la
sustitucién. Los medios para realizar este ajuste se conocen bien por los especialistas en la técnica (véase, por ejemplo,
Pearson (1990) Methods Enzymol. 183: 63-98).

Los siguientes seis grupos contienen cada uno aminodcidos que son sustituciones conservativas entre si: 1) Serina

(S), Treonina (T); 2) Acido Aspartico (D), Acido Glutdmico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R),
Lisina (K); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Alanina (A), Valina (V) y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y),
Triptéfano (W).

La homologia de secuencia para polipéptidos, que también se denomina porcentaje de identidad de secuencia, se
mide tipicamente usando software de andlisis de secuencia. Véase, por ejemplo, el Programa de Software de Anélisis
de Secuencia del Genetics Computer Group (GCG), Universidad de Wisconsin Biotechnology Center, 910 University
Avenue, Madison, Wisconsin 53705. El software de andlisis de proteina hace coincidir secuencias similares usando la
medida de homologia asignada a diversas sustituciones, deleciones y otras modificaciones, incluyendo sustituciones
de aminodcidos conservativas. Por ejemplo, GCG contiene programas tales como “Gap” y “Bestfit” que se pueden usar
con parametros por defecto para determinar la homologia de secuencia o la identidad de secuencia entre polipéptidos
estrechamente relacionados, tales como polipéptidos homdlogos de diferentes especies de organismos o entre una
proteina de tipo silvestre y una muteina de la misma. Véase, por ejemplo, GCG Version 6.1.

Un algoritmo preferido cuando se compara una secuencia de molécula inhibidora con una base de datos que

contiene un gran nimero de secuencias de diferentes organismos es el programa informatico BLAST (Altschul y
col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410; Gish y States (1993) Nature Genet. 3: 266-272; Madden y col. (1996) Meth.
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Enzymol. 266: 131-141; Altschul y col. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402; Zhang y Madden (1997) Genome
Res. 7: 649-656), especialmente blastp o tblastn (Altschul y col., 1997). Los pardmetros preferidos para BLASTp son:
Valor de expectativa: 10 (defecto); Filtro: seg (defecto); Coste de abrir un hueco: 11 (defecto); Coste de extender un
hueco: 1 (defecto); Alineamientos méx.: 100 (defecto); Tamafio de palabra: 11 (defecto); N° de descripciones: 100
(defecto); Matriz de Penalizacion: BLOWSUMG62.

La longitud de secuencias polipeptidicas comparadas para homologia generalmente serd de al menos aproxima-
damente 16 restos aminoacidicos, habitualmente al menos aproximadamente 20 restos, mas habitualmente al menos
aproximadamente 24 restos, tipicamente al menos aproximadamente 28 restos y preferiblemente mas de aproxima-
damente 35 restos. Cuando se explora una base de datos que contiene secuencias de un gran nimero de diferentes
organismos, es preferible comparar secuencias de aminoacidos. La bisqueda en bases de datos usando secuencias de
aminodcidos se puede medir por algoritmos diferentes de blastp conocidos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias
polipeptidicas se pueden comparar usando FASTA, un programa en GCG Versién 6.1. FASTA proporciona alinea-
mientos y porcentaje de identidad de secuencia de las regiones del mejor solapamiento entre las secuencias problema
y de biisqueda (véase Pearson (1990) Methods Enzymol. 183: 63-98). Por ejemplo, el porcentaje de identidad de
secuencia entre secuencias de aminodcidos se puede determinar usando FASTA con sus pardmetros por defecto (un
tamafio de palabra de 2 y la matriz de puntuacién PAM250), como se proporciona en GCG Versién 6.1.

El término “proteina de fusidn” se refiere a un polipéptido que comprende un polipéptido o fragmento acoplado a
secuencias de aminodcidos heterdlogas. Las proteinas de fusién son ttiles debido a que se pueden construir para con-
tener dos o mas elementos funcionales deseados de dos o mas proteinas diferentes. Una proteina de fusiéon comprende
al menos 10 aminodcidos contiguos de uno polipéptido de interés, mas preferiblemente al menos 20 6 30 aminoé-
cidos, incluso mds preferiblemente al menos 40, 50 6 60 aminoécidos, ain mas preferiblemente al menos 75, 100
6 125 aminodcidos. Las proteinas de fusién se pueden producir recombinantemente construyendo una secuencia de
acido nucleico que codifica el polipéptido o un fragmento del mismo en fase con una secuencia de dcido nucleico que
codifica una proteina o péptido diferente y después expresando la proteina de fusion. Alternativamente, una proteina
de fusidén se puede producir quimicamente reticulando el polipéptido o un fragmento del mismo con otra proteina.

El término “regién” como se usa en este documento se refiere a una porcion fisicamente contigua de la estructura
primaria de una biomolécula. En el caso de proteinas, una region se define por una porcién contigua de la secuencia
de aminodcidos de esa proteina.

El término “dominio” como se usa en este documento se refiere a una estructura de una biomolécula que contribuye
a una funcién conocida o sospechada de la biomolécula. Los dominios pueden tener la misma extension que regiones
o porciones de los mismos; los dominios también pueden incluir regiones distintas, no contiguas, de una biomolécula.
Los ejemplos de dominio de proteina incluyen, pero sin limitacién, un dominio de Ig, un dominio extracelular, un
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico.

Como se usa en este documento, el término “molécula” significa cualquier compuesto, incluyendo, pero sin limi-
tacién, una molécula pequeiia, péptido, proteina, azicar, nucledtido, dcido nucleico, lipido, etc. y tal compuesto puede
ser natural o sintético.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado como se entiende de forma comun por el especialista habitual en la técnica a la que se refiere esta
invencién. Los procedimientos y materiales ilustrativos se describen mds adelante, aunque también se pueden usar
procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento en la préctica de la presente
invencion y serdn evidentes para los especialistas en la técnica. En caso de conflicto, dominard la presente memoria
descriptiva, incluyendo las definiciones. Los materiales, procedimientos y ejemplos son solamente ilustrativos y no
tienen por objeto ser limitantes.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones, la palabra “comprender” o variaciones tales como
“comprende” o “que comprende” se entenderd que implica la inclusién de un nimero entero indicado o grupo de
nimeros enteros pero no la exclusién de ningtin otro nimero entero o grupo de niimeros enteros.

Procedimientos Para Producir Glucoproteinas de tipo Humano en Células Huésped Eucariotas Inferiores

La invencion proporciona procedimientos para producir una glucoproteina recombinante que comprende un glu-
cano bisecado y que tiene glucosilacién de tipo humano en una célula huésped de levadura o unicelular o multicelular
modificada para producir una glucoproteina que tiene una estructura central de Man;GIcNAc, o de MansGlcNAc,
y que comprende una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III, donde dicha actividad es de una enzima que
comprende el dominio catalitico de N-acetilglucosaminiltransferasa III GnT IIIA32 de ratén o GnT IIIA86 de ratén
fusionado con un péptido de direccion MNN2 de Saccharomyces cerevisiae. Como se describe con mas detalle mds
adelante, una célula huésped eucariota que no expresa de forma natural, o que estd modificada para no expresar, una o
mads enzimas implicadas en la produccién de estructuras de alto contenido de manosa, se selecciona como una célula
huésped de partida. Tal célula huésped seleccionada se modifica para expresar una o mas enzimas u otros factores re-
queridos para producir glucoproteinas de tipo humano. Una cepa huésped deseada se puede modificar en una enzima
0 mds de una enzima al mismo tiempo. Ademds, una molécula de dcido nucleico que codifica una o més enzimas o
actividades se puede usar para modificar una cepa huésped de la invencion. Preferiblemente, se crea una biblioteca
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de moléculas de acido nucleico que codifican enzimas potencialmente ttiles (por ejemplo, enzimas quiméricas que
comprenden un fragmento enzimdtico cataliticamente activo ligado en fase con una secuencia de direccioén subcelular
heter6loga) (por ejemplo, por ligacién de sub-bibliotecas que comprenden fragmentos enzimaticos y secuencias de
direccidn subcelulares) y una cepa que tiene una o mds enzimas con actividades 6ptimas o que produce las glucopro-
tefnas mds de “tipo humano” se puede seleccionar transformando células huésped diana con uno o mas miembros de
la biblioteca.

En particular, los procedimientos descritos en este documento permiten obtener, in vivo, estructuras de
Man;GIcNAc, con alto rendimiento, al menos de forma transitoria, con el fin de modificar las mismas adicionalmente
para producir N-glucanos complejos. Un esquema exitoso para obtener estructuras de MansGIcNAc, adecuadas con
rendimientos apropiados en una célula huésped, tal como un organismo eucariota inferior, implica generalmente dos
estrategias paralelas: (1) reducir estructuras de alto contenido de manosa preparadas por actividades de manosiltrans-
ferasa enddgenas, si las hay y (2) eliminar 1,2-a-manosa por manosidasas para producir altos niveles de estructuras
de MansGlcNAc, adecuadas que se pueden hacer reaccionar adicionalmente dentro de la célula huésped para formar
glucoformas complejas, de tipo humano.

Por consiguiente, una primera etapa implica la seleccion o creacién de una célula huésped eucariota, por ejemplo,
un eucariota inferior, capaz de producir una estructura precursora especifica de Man;GIcNAc, que es capaz de aceptar
GIcNAc in vivo por la accién de una GlcNAc transferasa I (“GnTI”). En una realizacién, el procedimiento implica
preparar o usar una célula huésped eucariota no humana empobrecida en una actividad de 1,6 manosiltransferasa con
respecto al N-glucano en una glucoproteina. Preferiblemente, la célula huésped estd empobrecida en una actividad de
1,6 manosiltransferasa de inicio (véase mds adelante). Tal célula huésped carecerd de una o mds enzimas implicadas
en la produccién de estructuras de alto contenido de manosa que son indeseables para producir glucoproteinas de tipo
humano.

Después se introducen una o mds actividades enzimadticas en tal célula huésped para producir N-glucanos dentro
de la célula huésped caracterizada por que tener al menos el 30% en mol de las estructuras de hidrato de carbono
Man;GIcNAc, (“Mans”). Las estructuras de Man;sGlcNAc, son necesarias para la formacién de N-glucano complejo:
se tiene que formar Mans;GIcNAc, in vivo con un alto rendimiento (por ejemplo, en mas del 30%), al menos de forma
transitoria, ya que las reacciones posteriores de glucosilacion de tipo mamifero y humano requieren MansGlcNAc, o
un derivado del mismo.

Esta etapa también requiere la formacién de una estructura isomérica particular de Mans;GIcNAc, dentro de la
célula con un alto rendimiento. Aunque las estructuras de MansGlcNAc, son necesarias para la formacién de N-
glucano complejo, su presencia no es de ninguna manera suficiente. Esto es debido a que MansGIcNAc, puede aparecer
en diferentes formas isoméricas, que pueden servir o no como un sustrato para GlcNAc transferasa I. Ya que la mayoria
de las reacciones de glucosilacién no estan completas, una proteina glucosilada particular contiene generalmente una
variedad de diferentes estructuras de hidratos de carbono (es decir, glucoformas) sobre su superficie. Por tanto, la
mera presencia de cantidades traza (es decir, menos del 5%) de una estructura particular, Mans;GIlcNAc, es de poca
relevancia practica para producir glucoproteinas de tipo mamifero o humanas. Es la formacién de un intermedio de
Man;GIcNAc, que acepta GlcNAc transferasa I (Figura 1B) con un alto rendimiento (es decir, por encima del 30%) lo
que se requiere. La formacién de este intermedio es necesaria para permitir la sintesis in vivo posterior de N-glucanos
complejos en proteinas glucosiladas de interés (proteinas diana).

Por consiguiente, algo o todo del Mans;GlcNAc, producido por la célula huésped seleccionada tiene que ser un
sustrato productivo para actividades enzimadticas junto con una ruta de glucosilacién de mamifero, por ejemplo, puede
servir como un sustrato para una actividad de GIcNAc transferasa I in vivo, formando de este modo el intermedio de N-
glucano de tipo humano GlcNAcMans;GlcNAc, en la célula huésped. Preferiblemente, al menos el 10%, mas preferi-
blemente al menos el 30% y mucho mas preferiblemente el 50% o m4s del intermedio de MansGlcNAc, producido en
una célula huésped es un sustrato productivo para GnTI in vivo. Se entiende, por ejemplo, que si GlcNAcMan;GIcNAc,
se produce en el 10% y MansGIcNAc, se produce en el 25% en una proteina diana, la cantidad total del MansGlcNAc,
producido de forma transitoria es del 35% debido a que GlcNAcMans;GIcNAc, es un producto de MansGlcNAc,.

El especialista habitual en la técnica puede seleccionar células huésped de la naturaleza, por ejemplo, hongos
existentes u otros eucariotas inferiores que producen niveles significativos de MansGlcNAc, in vivo. Sin embargo,
hasta ahora, no se ha demostrado que ningtin eucariota inferior proporcione tales estructuras in vivo en mas del 1,8%
de los N-glucanos totales (véase, por ejemplo, Maras y col. (1997) Eur. J. Biochem. 249: 701-707). Alternativamente,
tales células huésped se pueden modificar genéticamente para producir la estructura de MansGIcNAc, in vivo. Se
pueden usar procedimientos tales como los descritos en la Patente de Estados Unidos N° 5.595.900 para identificar la
ausencia o presencia de glucosiltransferasas particulares, manosidasas y transportadores de nucledtido azicar en una
célula huésped diana u organismo de interés.

Inactivacion de Enzimas de Glucosilacion de Células Huésped Indeseables

Los procedimientos de la invencion se refieren a la modificacion de células huésped de levadura o de hongo unicelu-
lar o multicelular filamentoso para producir glucoproteinas recombinantes que tienen una estructura de Man; GlcNAc,
o de Mans;GIcNAc, y que comprenden estructuras de N-glucano bisecado de tipo humano que se consiguen introdu-
ciendo en las células huésped una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III, donde dicha actividad es de una
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enzima que comprende el dominio catalitico de N-acetilglucosaminiltransferasa III GnT IIIA32 de ratén o GnT IIIA86
de ratén fusionado con un péptido de direccion MNN2 de Saccharomyces cerevisiae. En una realizacién preferida,
los procedimientos se refieren a preparar células huésped de levadura o de hongo filamentoso unicelular en las que
los precursores de oligosacdridos estdn enriquecidos en MansGIcNAc,. Preferiblemente, se usa una célula huésped
de levadura o de hongo unicelular o multicelular filamentoso que no expresa una o mds enzimas implicadas en la
produccién de estructuras de alto contenido de manosa. Tal célula huésped se puede encontrar en la naturaleza o se
puede crear, por ejemplo, partiendo de o produciéndose a partir de uno de muchos de tales mutantes ya descritos en
levaduras. Por tanto, dependiendo de la célula huésped seleccionada, uno o varios genes que codifican enzimas que se
conoce que son caracteristicas de reacciones de glucosilacién no humana se tendran que delecionar. Tales genes y sus
proteinas correspondientes se han caracterizado de forma considerable en varios eucariotas inferiores (por ejemplo, S.
cerevisiae, T. reesei, A. nidulans, etc.), proporcionando de este modo una lista de glucosiltransferasas conocidas en eu-
cariotas inferiores, sus actividades y su respectiva secuencia genética. Es probable que estos genes se seleccionen del
grupo de manosiltransferasas, por ejemplo, 1,3 manosiltransferasas (por ejemplo, MNNI en S. cerevisiae) (Graham,
1991), 1,2 manosiltransferasas (por ejemplo, la familia KTR/KRE de S. cerevisiae), 1,6 manosiltransferasas (OCHI de
S. cerevisiae), manosilfosfato transferasas y sus reguladores (MNN4 y MNNG6 de S. cerevisiae) y enzimas adicionales
que estan implicadas en reacciones de glucosilacién aberrantes, es decir, no humanas. Muchos de estos genes, de he-
cho, se han delecionado individualmente dando lugar a fenotipos viables con perfiles de glucosilacién alterados. Los
ejemplos se muestran en la Tabla 1.

Las células huésped preferidas de la invencién, como se describen en este documento para ilustrar las etapas de
manipulacién requeridas, son mutantes sin hipermanosilacion (ochl) de Pichia pastoris o K. lactis. Al igual que otros
eucariotas inferiores, P. pastoris procesa estructuras de ManyGIlcNAc, en el RE con una @-1,2-manosidasa para pro-
ducir MangGlcNAc, (Figura 1A). Por la accién de varias manosiltransferasas, esta estructura se convierte después en
estructuras hipermanosiladas (Man>,GlcNAc,), también conocidas como mananos (Figura 35A). Ademads, se ha ob-
servado que P. pastoris es capaz de afiadir grupos fosfato no terminales, por la accién de manosilfosfato transferasas,
a la estructura de hidrato de carbono. Esto difiere de las reacciones realizadas en células de mamifero, que implican
la eliminacién en lugar de la adicién de azicares de manosa (Figura 35A). Es de importancia particular eliminar la
capacidad de la célula huésped eucariota, por ejemplo, hongo, de hipermanosilar una estructura de MangGlcNAc, exis-
tente. Esto se puede conseguir seleccionando una célula huésped que no hipermanosile o modificando genéticamente
tal célula.

Los genes que estdn implicados en el proceso de hipermanosilacion se han identificado, por ejemplo, en Pichia
pastoris y creando mutaciones en estos genes, se puede reducir la produccién de glucoformas “indeseables”. Tales
genes se pueden identificar por homologia con manosiltransferasas existentes o sus reguladores (por ejemplo, OCH1I,
MNN4, MNN6, MNN1) encontrados en otros eucariotas inferiores tales como C. albicans, Pichia angusta o S. cere-
visiae o mutageneizando la cepa huésped y seleccionando un fenotipo de glucosilacién con manosilacién reducida.
Basandose en homologias frente a manosiltransferasas y manosilfosfato transferasas conocidas, se pueden disefiar ce-
badores de PCR (cuyos ejemplos se muestran en la Tabla 2) o usar genes o fragmentos génicos que codifican tales
enzimas como sondas para identificar homélogos en genotecas de ADN de la diana o un organismo relacionado. Alter-
nativamente, se puede identificar un homélogo funcional que tiene actividad de manosiltransferasa por su capacidad
de complementar fenotipos de glucosilacién particulares en organismos relacionados.

TABLA 2
Cebadores de PCR
Cebador A de PCR | Gebador B de PCR | Gen o genes diana en Hom©élogos
P. pastoris
ATGGCGAAGGC |TTAGTCCTTCCAA |1,6-manosiltransferasa|OCH1 S. cerevisiae,
AGATGGCAGT [CTTCCTTC (SEC Pichia albicans
(SEC ID Ne: 3) ID N2: 4)
TAYTGGMGNGTN |GCRTCNCCCCAN 1,2 Familia de KTR/KRE
GARCYNGAYATH [CKYTCRTA (SEC| manosiltransferasas |S. cerevisiae
AA (SEC ID N2: 5) |ID N¢: 6)
Leyenda: M=A0 C,R=A0 G, W=A0T,S=C0G,Y=CoT,K=GoT,V=A0C oG, H=A
0CoT,D=A0GoT,B=CoGoT,N=GoAoToC.
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Para obtener el gen o los genes que codifican la actividad de 1,6-manosiltransferasa en P. pastoris, por ejemplo,
se realizarfan las siguientes etapas: los mutantes de OCHI de S. cerevisiae son sensibles a temperatura y crecen len-
tamente a temperaturas elevadas. Por tanto, se pueden identificar homélogos funcionales de OCHI en P. pastoris
complementando un mutante de OCHI de S. cerevisiae con una genoteca de ADN o ADNc de P. pastoris. Estdn
disponibles mutantes de S. cerevisiae, por ejemplo, en la Universidad de Stanford y estdn disponibles en el mercado
en ResGen, Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Los mutantes que presentan un fenotipo de crecimiento normal a tem-
peratura elevada, después de haberse transformado con una genoteca de ADN de P. pastoris, probablemente llevaran
un homoélogo de OCHI de P. pastoris. Tal genoteca se puede crear digiriendo parcialmente ADN cromosémico de
P. pastoris con una enzima de restriccion adecuada y, después de inactivar la enzima de restriccién, ligando el ADN
digerido en un vector adecuado, que se ha digerido con un enzima de restriccién compatible.

Los vectores adecuados incluyen, por ejemplo, pRS314, un pldsmido de bajo nimero de copias (CEN6/ARS4)
basado en pBluescript que contiene el marcador Trpl (Sikorski y Hieter (1989) Genetics 122: 19-27) y pFL44S, un
plasmido de alto niimero de copias (2 w) basado en un pUC19 modificado que contiene el marcador URA3 (Bon-
neaud y col. (1991) Yeast 7: 609-615). Tales vectores se usan de forma comtn por investigadores académicos y estdn
disponibles vectores similares en varios proveedores diferentes (por ejemplo, Invitrogen (Carlsbad, CA); Pharmacia
(Piscataway, NJ); New England Biolabs (Beverly, MA)). Los ejemplos adicionales incluyen pYES/GS, pldsmido de
expresion de levadura basado en origen de replicacién 2 u de Invitrogen o el vehiculo de clonacién Yep24 de New
England Biolabs.

Después de la ligacion del ADN cromosémico y el vector, se puede introducir por transformacién la genoteca de
ADN en una cepa de S. cerevisiae con una mutacién especifica y seleccionar la correccién del fenotipo correspondien-
te. Después de subclonar y secuenciar el fragmento de ADN que es capaz de restaurar el fenotipo de tipo silvestre, se
puede usar este fragmento para eliminar la actividad del producto génico codificado por OCHI en P. pastoris usando
mutagénesis in vivo y/o técnicas de recombinacién bien conocidas por los especialistas en la técnica.

Alternativamente, si toda la secuencia genémica de una célula huésped particular, por ejemplo, un hongo, de interés
se conoce, se pueden identificar tales genes simplemente buscando en bases de datos de ADN disponibles ptblica-
mente, que estdn disponibles en varias fuentes, tales como NCBI, Swissprot. Por ejemplo, buscando una secuencia
gendmica dada o base de datos con secuencias de un gen de 1,6 manosiltransferasa conocido (por ejemplo, OCHI
de S. cerevisiae), se pueden identificar genes de alta homologia en tal genoma de célula huésped que pueden (pero
no necesariamente) codificar proteinas que tienen actividad de 1,6-manosiltransferasa. Sin embargo, inicamente la
homologia de secuencia de dcido nucleico no es suficiente para probar que se ha identificado y aislado un homélo-
go que codifica una enzima que tiene la misma actividad. Por ejemplo, hasta la fecha no existen datos para mostrar
que una delecién de OCH1 en P. pastoris elimina la actividad de 1,6-manosiltransferasa de inicio crucial (Martinet y
col. (1998) Biotech. Letters 20(12): 1171-1177; Contreras y col. documento WO 02/00856 A2). Por tanto, ningtin dato
prueba que el homologo del gen OCH1 de P. pastoris realmente codifica esa funcion. Esa demostracién se proporciona
por primera vez en este documento.

Se han identificado homdlogos para varias manosiltransferasas de S. cerevisiae en P. pastoris usando estas es-
trategias. Los genes homoélogos tienen con frecuencia funciones similares a genes implicados en la manosilacion de
proteinas en S. cerevisiae y, por tanto, su delecidn se puede usar para manipular el patrén de glucosilacién en P. pasto-
ris o, por analogia, en cualquier otra célula huésped, por ejemplo, células de hongo, vegetales, de insecto o animales,
con rutas de glucosilacién similares.

La creacién de knock-outs génicos, una vez que se ha determinado una secuencia de gen diana dada, es una técnica
bien establecida en la técnica que se puede realizar por el especialista habitual en la técnica (véase, por ejemplo,
Rothstein (1991) Methods in Enzymology 194: 281). La eleccién de un organismo huésped se puede ver influida por
la disponibilidad de buenas técnicas de transformacion y alteracion génica.

Si se tienen que anular varias manosiltransferasas, el procedimiento desarrollado por Alani y Kleckner (1987)
Genetics 116: 541-545, por ejemplo, permite el uso repetido de un marcador de seleccion, por ejemplo, el marcador
URA3 en levadura, para eliminar secuencialmente toda actividad de manosiltransferasa endégena indeseable. Esta
técnica se ha refinado por otros pero implica basicamente el uso de dos secuencias de ADN repetidas, que flanquean
un marcador de seleccion contrario. Por ejemplo: URA3 se puede usar como un marcador para garantizar la seccién de
un transformante que tiene integrada una construccién. Flanqueando el marcador URA3 con repeticiones directas, se
pueden seleccionar en primer lugar transformantes que tengan integrada la construccidn y, por tanto, que tienen alte-
rado el gen diana. Después del aislamiento de los transformantes, y su caracterizacion, se puede contraseleccionar en
una segunda ronda los que sean resistentes a dcido 5-fluorodtico (5-FOA). Las colonias que son capaces de sobrevivir
en placas que contienen 5-FOA han perdido de nuevo el marcador URA3 por un acontecimiento de entrecruzamiento
que implica las repeticiones que se han mencionado anteriormente. Por tanto, esta estrategia permite el uso repetido
del mismo marcador y facilita la alteracion de miiltiples genes sin requerir marcadores adicionales. También se pue-
den usar técnicas similares para la eliminacidn secuencial de genes adaptados para el uso en otras células huésped
eucariotas con otros marcadores de seleccion y de contraseleccion.

La eliminacién de manosiltransferasas especificas, tales como 1,6 manosiltransferasa (OCHI) o manosilfosfato
transferasas (MNN6, o genes que complementan mutantes /bd) o reguladores (MNN4) en P. pastoris permite crear
cepas modificadas de este organismo que sintetiza principalmente MangGlcNAc, y que se puede usar para modificar
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adicionalmente el patrén de glucosilacién para parecerse a estructuras de glucoforma mdas complejas, por ejemplo, las
producidas en células de mamifero, por ejemplo, humanas. Una realizacioén preferida de este procedimiento utiliza
secuencias de ADN que codifican actividades de glucosilacién bioquimicas para eliminar funciones bioquimicas simi-
lares o idénticas en P. pastoris para modificar la estructura de glucosilacién de glucoproteinas producidas en la cepa
de P, pastoris alterada genéticamente.

Los procedimientos usados para modificar la ruta de glucosilacién en levaduras como se ilustra en este documento
se pueden usar en hongos filamentosos para producir un sustrato preferido para modificacién posterior. Se pueden
desarrollar estrategias para modificar rutas de glucosilacién en A. niger y otros hongos filamentosos, por ejemplo,
usando protocolos andlogos a los descritos en este documento para modificar cepas para producir glucoproteinas de
tipo humano en levadura. Las actividades génicas indeseadas implicadas en la actividad de 1,2 manosiltransferasa, por
ejemplo, homélogos de KTR/KRE, se modifican o eliminan. Un hongo filamentoso, tal como Aspergillus, es un hués-
ped preferido debido a que carece de la actividad de 1,6 manosiltransferasa y, como tal, no se esperaria una actividad
génica de hipermanosilacién, por ejemplo, OCH1, en este huésped. Por el contrario, otras actividades deseadas (por
ejemplo, @-1,2-manosidasa, transportador de UDP-GIcNAc, glucosiltransferasa (GnT), galactosiltransferasa (GalT)
y sialiltransferasa (ST)) implicadas en la glucosilacién se introducen en el huésped usando los procedimientos de
direccidn de la invencidn.

Modificacion o Seleccion de Huéspedes que Tienen Actividad de a-1,6 Manosiltransferasa de Inicio Disminuida

En una realizacién preferida, el procedimiento de la invencién implica preparar o usar una célula huésped de
levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso que esté disminuida o empobrecida en la actividad de una a-
1,6-manosiltransferasa de inicio, es decir, una enzima especifica de inicio que inicia la manosilacién de cadena externa
en el brazo @-1,3 de la estructura central de Man;GIcNAc,. En S. cerevisiae, esta enzima estd codificada por el gen
OCH]. La alteracién del gen OCHI en S. cerevisiae da como resultado un fenotipo en el que los azicares ligados a N
carecen completamente de la cadena externa de poli-manosa. Las estrategias anteriores para obtener glucosilacién de
tipo mamifero en cepas flngicas han requerido la inactivacién de OCHI (véase, por ejemplo, Chiba y col. (1998) J.
Biol. Chem. 273: 26298-304). La alteracion de la actividad de a-1,6-manosiltransferasa de inicio en una célula huésped
de la invencién puede ser opcional, sin embargo (dependiendo de la célula huésped seleccionada), ya que la enzima
Ochlp requiere un MangGIlcNAc, intacto para el inicio de cadena externa de manosa eficaz. Por tanto, las células
huésped seleccionadas o producidas de acuerdo con esta invencién que acumulan oligosacdridos que tienen siete o
menos restos de manosa pueden producir N-glucanos hipoglucosilados que probablemente serdn malos sustratos para
Ochlp (véase, por ejemplo, Nakayama y col. (1997) FEBS Lett. 412(3): 547-50).

El gen OCHI1 se cloné de P. pastoris (Ejemplo 1) y K. lactis (Ejemplo 9), como se ha descrito. Las secuencias de
acido nucleico y aminodcidos del gen OCH/I de K. lactis se exponen en las SEC ID N°: 7 y 8. Mediante el uso de
cebadores especificos de genes, se prepard una construccion de cada clon para delecionar el gen OCHI del genoma de
P. pastoris y K. lactis (Ejemplos 1 y 9, respectivamente). De este modo se obtuvieron células huésped empobrecidas
en actividad de a-1,6-manosiltransferasa de inicio y modificadas para producir N-glucanos que tienen una estructura
de hidrato de carbono MansGlcNAc, (véase, por ejemplo, Figuras 5, 6 y 12; Ejemplos 4 y 9).

Por tanto, en este documento se describe ademds una molécula de 4cido nucleico aislado que tiene una secuencia
de 4cido nucleico que comprende o que estd constituida por al menos cuarenta y cinco, preferiblemente al menos 50,
mas preferiblemente al menos 60 y mucho mds preferiblemente 75 o mas restos de nucleétidos del gen OCHI de
K. lactis (SEC ID N°: 7) y homdlogos, variantes y derivados de la misma. En este documento también se describen
moléculas de 4cido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas con las moléculas de 4cido nucleico que se han
descrito anteriormente. De forma similar, se proporcionan polipéptidos aislados (incluyendo muteinas, variantes alé-
licas, fragmentos, derivados y andlogos) codificados por las moléculas de 4cido nucleico descritas en este documento.
También se describen vectores, que incluyen vectores de expresion, que comprenden las anteriores moléculas de 4ci-
do nucleico como se describe adicionalmente en este documento. De forma similar, se proporcionan células huésped
transformadas con las moléculas de acido nucleico o vectores descritos en este documento.

En este documento se describen adicionalmente procedimientos para preparar o usar una célula huésped eucariota
no humana disminuida o empobrecida en una actividad del gen alg (es decir, actividades de alg incluyendo actividades
enzimdticas equivalentes en células huésped no fungicas) e introducir en la célula huésped al menos una actividad
de glucosidasa. En una realizacion especifica, la actividad de glucosidasa se introduce provocando la expresion de
una o mds actividades de manosidasa dentro de la célula huésped, por ejemplo, por activacién de una actividad de
manosidasa o por expresién de una molécula de dcido nucleico de una actividad de manosidasa en la célula huésped.

En otra realizacidn, el procedimiento implica preparar o usar una célula huésped disminuida o empobrecida en la
actividad de una o mas enzimas que transfieren un resto de azicar al brazo 1,6 de precursores de oligosacaridos ligados
a lipidos (Figura 13). Una célula huésped de la invencién se selecciona o se modifica introduciendo una mutacién en
uno o mds de los genes que codifican una enzima que transfiere un resto de aztcar (por ejemplo, manosila) al brazo 1,6
de un precursor de oligosacdrido ligado a lipido. El resto de azicar es mds preferiblemente manosa, es preferiblemente
una glucosa, GIcNAc, galactosa, acido sidlico, fucosa o un resto de fosfato de GlcNAc. En una realizacién preferida,
la actividad de una o mds enzimas que manosilan el brazo 1,6 de precursores de oligosacaridos ligados a lipidos esta
disminuida o empobrecida. El procedimiento puede comprender ademds la etapa de introducir en la célula huésped al
menos una actividad de glucosidasa (véase a continuacién).
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En otra realizacién mads, la invencién proporciona un procedimiento para producir una glucoproteina recombi-
nante de tipo humano en un huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso, donde la glucopro-
tefna comprende un N-glucano bisecado que tiene al menos dos GIcNAc unidas a una estructura central de trima-
nosa.

En cada anterior realizacion, el procedimiento se refiere a preparar una célula huésped de levadura u hongo fi-
lamento unicelular o multicelular en la que los precursores de oligosacarido unidos a lipido estdn enriquecidos en
estructuras de Man,GIcNAc,, donde X es 3, 4 6 5 (Figura 14). Estas estructuras se transfieren en el RE de la célula
huésped a cadenas polipeptidicas nacientes por oligosacaril-transferasa y después se pueden procesar por tratamiento
con glucosidasas (por ejemplo, @-manosidasas) y glucosiltransferasas (por ejemplo, GnT1) para producir N-glucanos
que tienen estructuras centrales de GlcNAcMan,GIcNAc,, donde X es 3,4 6 5 y es preferiblemente 3 (Figuras 14
y 15). Como se muestra en la Figura 14, los N-glucanos que tienen una estructura central de GIcNAcMan,GlcNAc,
donde X es mayor de 3 se pueden convertir en GlcNAcMan; GIcNAc,, por ejemplo, por tratamiento con una actividad
de a-1,3 y/o a@-1,2-1,3 manosidasa, cuando sea aplicable.

El procesamiento adicional de GIcNAcMan;GIcNAc, por tratamiento con glucosiltransferasas (por ejemplo,
GnTII) produce estructuras centrales de GlcNAc,Man;GIcNAc, que después se pueden modificar, como se desee,
por ejemplo, por tratamiento ex vivo o por expresion heter6loga en la célula huésped de un conjunto de enzimas de
glucosilacion, que incluyen glucosiltransferasas, transportadores de azdcar y manosidasas (véase a continuacién), pa-
ra convertirse en N-glucanos de tipo humano. Las glucoproteinas de tipo humano recombinantes preferidas que se
pueden producir de acuerdo con la invencién incluyen las que comprenden N-glucanos bisecados que tienen siete o
menos o tres o menos restos de manosa; comprenden uno o mds azucares seleccionados entre el grupo constituido
por galactosa, GIcNAc, 4cido sidlico y fucosa; y comprenden al menos una rama de oligosacarido que comprende la
estructura NeuNAc-Gal-GlcNAc-Man.

En una realizacidn, la célula huésped tiene actividad disminuida o empobrecida de Dol-P-Man:MansGIcNAc,-PP-
Dol Manosiltransferasa, que es una actividad implicada en la primera etapa de manosilaciéon de Mans;GlcNAc,-PP-Dol
a MangGIcNAc,-PP-Dol en el lado luminal del RE (por ejemplo, ALG3 Figura 13; Figura 14). En S. cerevisiae, esta
enzima estd codificada por el gen ALG3. Como se ha descrito anteriormente, las células de S. cerevisiae que alojan
una mutacion de alg3-1 parcial acumulan MansGIcNAc,-PP-Dol y las células que tienen una delecién en alg3 parecen
transferir estructuras de MansGIcNAc, a cadenas polipeptidicas nacientes dentro del RE. Por consiguiente, en esta
realizacion, las células huésped acumulardn N-glucanos enriquecidos en estructuras de Mans;GIlcNAc, que después
se pueden convertir en GlcNAc,Man;GlcNAc, por tratamiento con glucosidasas (por ejemplo, con actividades de a-
1,2 manosidasa, a-1,3 manosidasa o a-1,2-1,3 manosidasa) y actividades de glucosiltransferasa (por ejemplo, GnTI,
GnTII) (Figura 14; Figura 35B).

Como se describe en el Ejemplo 10, se disefiaron cebadores degenerados basandose en un alineamiento de secuen-
cias de proteina Alg3 de S. cerevisiae, D. melanogaster y seres humanos (H. sapiens) (Figuras 16 y 17) y se usaron
para amplificar un producto de ADN genémico de P. pastoris. El producto de PCR resultante se usé como una sonda
para identificar y aislar un clon genémico de P. pastoris que comprende una fase de lectura abierta (ORF) que codifica
una proteina que tiene una identidad de secuencia global del 35% y una similitud de secuencia del 53% con el gen
ALG3 de S. cerevisiae (Figuras 18 y 19). Este de gen de P. pastoris se denomina en este documento “PpALG3”. El gen
ALG3 se identificé de forma similar y se aislé de K. lactis (Ejemplo 10; Figuras 20y 21).

Por lo tanto, en este documento se describe ademds una molécula de dcido nucleico aislado que tiene una secuencia
de 4cido nucleico que comprende o que esta constituida por al menos cuarenta y cinco, preferiblemente al menos 50,
mds preferiblemente al menos 60 y mucho mds preferiblemente 75 o mds restos de nucleétidos del gen ALG3 de
P. pastoris (Figura 18) y el gen ALG3 de K. lactis (Figura 20) y homdlogos, variantes y derivados de las mismas.
También se describen en este documento moléculas de dcido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas con
las moléculas de dcido nucleico que se han descrito anteriormente. De forma similar, se proporcionan polipéptidos
aislados (incluyendo muteinas, variantes alélicas, fragmentos, derivados y analogos) codificados por las moléculas de
dcido nucleico que se describen adicionalmente en este documento (los productos génicos de ALG3 de P. pastoris
y K. lactis se muestran en las Figuras 18 y 20). Ademads, también se proporcionan vectores, incluyendo vectores de
expresion, que comprenden una molécula de dcido nucleico también descrita en este documento, como se describe
adicionalmente en este documento.

Usando cebadores especificos de genes, se prepard una construccién para delecionar el gen PpALG3 en el genoma
de P. pastoris (Ejemplo 10). Esta cepa se usé para generar una célula huésped empobrecida en actividad de Dol-P-
Man:Man;GIcNAc,-PP-Dol Manosiltransferasa y produce precursores de MansGlcNAc,-PP-Dol ligados a lipidos que
se transfieren a cadenas polipeptidicas nacientes para producir N-glucanos que tienen una estructura de hidrato de
carbono Mans;GIcNAc,

Como se describe en el Ejemplo 11, tal célula huésped se puede modificar por expresiéon de manosidasas apro-
piadas para producir N-glucanos que tienen la estructura de hidrato de carbono central Man;GlcNAc, deseada. La
expresion de GnT en la célula huésped (por ejemplo, dirigiendo una molécula de acido nucleico o una biblioteca de
moléculas de acido nucleico como se describe mas adelante) permite que la célula huésped modificada produzca N-
glucanos que tienen una o dos estructuras de GlcNAc unidas a cada brazo de la estructura central Man3 (es decir,
GlcNAc,Man;GlcNAc,, GleNAc,Man;GIcNAc, o GlcNAc;Man;GIcNAc,; véase la Figura 15). Estas estructuras se
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pueden procesar adicionalmente usando los procedimientos de la invencion para producir N-glucanos de tipo humano
en proteinas que entran en la ruta de secrecion de la célula huésped.

En una realizacién preferida, el procedimiento de la invencién implica preparar o usar una célula huésped de leva-
dura u hongo unicelular o multicelular filamentoso que esté tanto (a) disminuida o empobrecida en la actividad de un
gen alg o en una o més actividades que manosilan N-glucanos en el brazo a-1,6 de la estructura de hidrato de carbono
central Man3GlcNAcz (“Man3”) como (b) disminuida o empobremda enla act1v1dad de una a-1,6-manosiltransferasa
de inicio, es decir, una enzima especifica de inicio que inicia la manosilacién de cadena externa (en el brazo a-1,3
de la estructura central Man3). En S. cerevisiae, esta enzima estd codificada por el gen OCH]. La alteracién del gen
ochl en S. cerevisiae da como resultado un fenotipo en el que los azicares ligados a N carecen completamente de la
cadena externa de poli-manosa. Las estrategias previas para obtener glucosilacion de tipo mamifero en cepas fingicas
han requerido la inactivacién de OCHI (véase, por ejemplo, Chiba y col. (1998) J. Biol. Chem. 273: 26298-304). La
alteracion de la actividad de @-1,6-manosiltransferasa de inicio en una célula huésped de la invencién es opcional, sin
embargo (dependiendo de la célula huésped seleccionada), ya que la enzima Ochlp requiere MangGlcNAc intacto para
el inicio de cadena externa de manosa eficaz. Por tanto, las células huésped seleccionadas o producidas de acuerdo con
esta invencién, que acumulan oligosacdridos ligados a lipido que tienen siete 0 menos restos de manosa, después de
la transferencia producirdn N-glucanos hipoglucosilados que probablemente serdn malos sustratos para Ochlp (véase,
por ejemplo, Nakayama y col. (1997) FEBS Lett. 412(3): 547-50).

Modificacion o Seleccion de Huéspedes que Tienen Actividad de N Acetilglucosaminiltransferasa II11

La invencién proporciona un procedimiento para producir una glucoproteina de tipo humano recombinante en una
célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso expresando una actividad de N-acetilgluco-
saminiltransferasa III, donde dicha actividad es de una enzima que comprende el dominio catalitico de N-acetilgluco-
saminiltransferasa III GnT IIIA32 de ratén o GnT IIIA86 de ratén fusionado con un péptido de direccion MNN2 de
Saccharomyces cerevisiae. En una realizacion, una célula huésped (por ejemplo, P. pastoris) se modifica para producir
mas N-glucanos de tipo humano, por ejemplo, por activacién de dicha actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa I11
o por expresion de una molécula de 4cido nucleico de dicha actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III. Usando
técnicas bien conocidas en la técnica, se disefian cebadores especificos de genes para complementar las regiones ho-
mologas de un gen de GnTIII, preferiblemente un gen de GnTIII de mamifero (por ejemplo, GnTIII de ratén) (Figura
24), para los que ya estan disponibles secuencias en la técnica (por ejemplo, Nimero de Acceso de Genbank 1.39373)
y se amplifican por PCR.

En una realizacién, la invencién proporciona un procedimiento para producir una glucoproteina de tipo huma-
no recombinante en una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso (por ejemplo, P.
pastoris), donde la glucoproteina comprende un N-glucano bisecado que muestra una GIcNAc de biseccién en una es-
tructura central de trimanosa o trimanosilo (Man;GIcNAc,). En esta realizacién, GlcNAcMan;GlcNAc, (que se puede
producir haciendo reaccionar un niicleo de trimanosa con la actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa I (“GnTT”)
pero que se produce tipicamente cortando GlcNAcMansGIlcNAc, por una actividad de @-1,3/a-1,6-manosidasa, tal
como Manosidasa I (Hamilton y col. (2003) Science 301: 1244-46)) se hace reaccionar con dicha actividad de N-
acetilglucosaminiltransferasa III para producir un GlcNAc,Man;GIcNAc, bisecado. Por consiguiente, la invencién
proporciona una actividad de GnTIII que transfiere 8-1,4 GIcNAc a sustratos que son capaces de aceptar la GIcNAc
de biseccion en células huésped de levadura u hongos unicelulares o multicelulares filamentosos.

En otra realizacion, la invencién proporciona un procedimiento para producir una glucoproteina de tipo huma-
no recombinante en una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso (por ejemplo,
P. pastoris), donde la glucoproteina comprende un N-glucano bisecado que muestra una GlcNAc de biseccion en
una estructura central de trimanosa o trimanosilo (Man;GIcNAc,) que tiene al menos dos GIcNAc unidas al nd-
cleo de trimanosa. En esta realizacién, Man;GIcNAc, se hace reaccionar con una actividad de GnTI y después con
una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa I (“GnTII””) y dicha actividad de GnTIII (en cualquier orden) para
producir un GlcNAc;Man;GIcNAc, bisecado (Figura 38). Se debe entender que la estructura central de trimanosi-
lo bisecada de esta realizacién también puede contener un grupo manosilo adicional en lugar de un resto de Glc-
NAc. Por ejemplo, GlcNAcMan,GlcNAc, se puede hacer reaccionar con dicha actividad de GnTIII para producir un
GIcNAc,Man,GIcNAc, bisecado.

La invencién también proporciona un procedimiento para producir una glucoproteina recombinante mds de tipo
humano en una célula huésped de levadura u hongo filamento unicelular o multicelular (por ejemplo, P. pastoris),
donde la glucoproteina producida comprende un N-glucano bisecado que tiene al menos dos GlcNAc unidas a una
estructura central de pentamanosa (MansGIcNAc,) y que muestra un N-glucano bisecado. Por consiguiente, en esta
realizacion, una estructura central de pentamanosa (Mans;GlcNAc,) se hace reaccionar con dicha actividad de GnTIII
para producir una estructura de GIcNAcMansGlcNAc, y GlcNAc,Man,GlcNAc, bisecada.

En una realizacion alternativa, una estructura central de pentamanosa producida por la mutacion de genes ochl
y alg3 se hace reaccionar con @1,2-manosidasa, GnTI, GnTII y dichas actividades de GnTIIl y UDP-GIcNAc para
producir un glucano GlcNAc;Man;GlcNAc, bisecado (Figura 35B). En otra realizacion, una estructura de central de
pentamanosa se hace reaccionar con GnTI y dicha actividad de GnTIII (en cualquier orden o en combinacién) para
producir una estructura de GlcNAc,MansGIcNAc, bisecada (Figura 37).
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En una realizacién mads preferida, al usar el procedimiento de genoteca de ADN combinatoria como se describe
mads adelante, una construcciéon pVA53 que comprende el lider MNN2(s) de S. cerevisiae (N° de Acceso de Gen-
Bank NP_009571) fusionado con un dominio de GnTIII cataliticamente activo de ratén (GnTIIIA32) se expresa
en una cepa de P. pastoris YSH-1 (Ejemplo 13), produciendo de este modo N-glucanos que tienen una estructu-
ra de GlcNAc,Man;GlcNAc, bisecada (Ejemplo 20). La Figura 26 (parte inferior) presenta el espectro de MALDI-
TOF de N-glucanos liberados de una proteina kringle 3 expresada en la cepa que se ha mencionado anteriormen-
te, que se denomina PBP26 (Figura 36), que muestra un pico predominante en 1666 m/z [a], que se corresponde a
GlcNAc,MansGlcNAc, bisecado. (Para comparacion, la Figura 26 (parte superior) presenta el espectro de MALDI-
TOF de N-glucanos liberados de una proteina kringle 3 expresada en la cepa YSH-1 que carece de la construccién
pVAS3. El pico predominante en 1461 m/z [d] se corresponde al glucano no modificado: GIcNAcMan;sGIcNAc,). Por
consiguiente, en una realizacidn, un huésped de la presente invencién se caracteriza por su capacidad de producir, al
menos de forma transitoria, N-glucanos bisecados que muestran al menos el 50% en mol de un GlcNAc,MansGlcNAc,
o al menos el 50% en mol de una estructura de GIcNAc,Man;GlcNAc, que tiene una GlcNAc de biseccion. El porcen-
taje en mol de los glucanos es con referencia al porcentaje de glucanos neutros totales como se detecta por MALDI-
TOF. Se entiende que si, por ejemplo, GlcNAc,Man;GIcNAc, que tiene una GIcNAc de biseccién se produce en el
20% y GlcNAc;Man;GIcNAc, se produce en el 25% en una proteina diana, la cantidad total de GIcNAc,Man; GlcNAc,
producido de forma transitoria que tiene una GIcNAc de biseccién es del 45%, debido a que GlcNAc;Man;GlcNAc, es
un producto de un GlcNAc,Man;GlcNAc, que tiene una GlcNAc de biseccién que se hecho reaccionar adicionalmente
con GnTIL

De forma similar, en otra realizacion, una construccién pVASS5 que comprende el lider MNN2(1) de S. cerevisiae
(N° de Acceso de GenBank NP_009571) fusionado con un dominio de GnTIII cataliticamente activo de raton (GnTIII
A32) se expresa en una cepa de P. pastoris (YSH-1) produciendo de este modo N-glucanos GIcNAcMansGIcNAc, y
una estructura GIcNAC,Mans;GIcNAc, de N-glucano bisecado. Como se muestra en la Figura 27 (parte inferior), estas
estructuras se corresponden a picos en 1463 m/z y 1667 m/z, respectivamente. (Para comparacion, la Figura 27 (parte
superior) presenta el espectro de MALDI-TOF de N-glucanos liberados de una proteina kringle 3 expresada en la
cepa YSH-1 que carece de la construccion pVAS3. El pico predominante se corresponde a GIcNAcMansGIcNAc, no
modificada en 1461 m/z [d]. Por consiguiente, en otra realizacion, un huésped de la presente invencion se caracteriza
por su capacidad de producir, al menos de forma transitoria, N-glucanos que muestran al menos el 20% en mol de un
GlcNAc,Man;GlcNAc, o al menos el 20% en mol de una estructura de GIcNAc,Man;GlcNAc, que tiene una GIcNAc
de biseccion.

En una realizacién atin mds preferida, una construccion pVAS3 que comprende el lider MNN2(s) de S. cerevisiae
(N° de Acceso de GenBank NP_009571) fusionado con un dominio de GnTIII cataliticamente activo de ratén (GnTIII
A32) se expresa en una cepa de P. pastoris YSH-44 (Ejemplo 15) produciendo de este modo N-glucanos que tie-
nen una estructura de GlcNAc;Man;GlcNAc, bisecado (Ejemplo 20). La Figura 30 presenta el espectro de MALDI-
TOF de N-glucanos liberados de una proteina kringle 3 expresada en la cepa que se ha mencionado anteriormente
denominada YSH-57, que muestra un pico predominante en 1542 m/z [y], que se corresponde al glucano bisecado
GlcNAc;Man;GleNAc,. (Para comparacion, la Figura 29 presenta el espectro de MALDI-TOF de N-glucanos libera-
dos de una proteina kringle 3 expresada en la cepa YSH-44 que carece de la construccién pVAS3. El pico predominante
en 1356 m/z [x] en la Figura 29 se corresponde al glucano no modificado: GlcNAc,Man;GlcNAc,). Por consiguiente,
en una realizacién, un huésped de la presente invencién se caracteriza por su capacidad de producir, al menos transi-
toriamente, N-glucanos que presentan al menos el 80% en mol de una estructura de GlcNAc;Man;GIcNAc, que tiene
una GlcNAc de biseccién. El porcentaje en mol de los glucanos es con referencia al porcentaje de glucanos neutros
totales como se detecta por MALDI-TOF.

Como alternativa, en otra realizacién, una construccién pVAS3 que comprende el lider MNN2(s) de S. cerevisiae
(N° de Acceso de GenBank NP_009571) fusionado con un dominio de GnTIII cataliticamente activo de ratén (GnTIII
A32) se expresa en una cepa de P. pastoris (PBP6-5) (Ejemplo 11) produciendo de este modo N-glucanos que tienen un
GlcNAc,Man;GIcNAc, y una estructura de GIcNAc;Man;GlcNAc, bisecado. Como se muestra en la Figura 32, estas
estructuras se corresponden a picos en 1340 m/z y 1543 m/z, respectivamente. Por consiguiente, en otra realizacién, un
huésped de la presente invencion se caracteriza por su capacidad de producir, al menos transitoriamente, N-glucanos
que muestran al menos el 20% en mol de una estructura GlcNAc;Man;GlcNAc, que tienen una GIcNAc de biseccién
en una célula huésped mutante de alg3.

La invencién proporciona procedimientos para producir una glucoproteina de tipo humano recombinante que com-
prende un glucano bisecado en una levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso, donde la glucoproteina
comprende una estructura central de MansGlcNAc, o una estructura central de Man;GlcNAc, y donde la estructura
central estd modificada adicionalmente por dos o mds GlcNAc. En la invencién, mas del 80% de las estructuras cen-
trales estdn modificadas de este modo. En una realizacién altamente preferida, una de los GlcNAc es una GlcNAc de
biseccidn.

En otro aspecto de la invencidn, una genoteca de dcido nucleico combinatoria que codifica al menos un dominio
catalitico de GnTIII se usa para expresar una actividad de GnTIII en una célula huésped de levadura u hongo unicelular
o multicelular filamentoso (Ejemplo 18). Preferiblemente, una biblioteca descrita adicionalmente en este documento
comprende una sub-biblioteca de secuencias lider fusionadas en fase con una tnica molécula de 4cido nucleico o una
sub-biblioteca de moléculas de dcido nucleico que comprenden secuencias de GnTIII, una o més de la cuales codifican
una dominio catalitico que tiene actividad de GnTIII en la célula huésped. Alternativamente, una tinica molécula de
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dcido nucleico o una sub-biblioteca de moléculas de dcido nucleico que comprenden secuencias lider se fusiona en fase
con una sub-biblioteca de moléculas de dcido nucleico que comprenden secuencias de GnTIII, una o mas de las cuales
codifican un dominio catalitico que tiene actividad de GnTIII en la célula huésped. (Véase mds adelante). La expresion
de estas y otras de tales bibliotecas combinatorias se realiza en una célula huésped que expresa una glucoproteina diana
cuyas estructuras de N-glucano se analizan para determinar si y cudnta GnTIII se expresa. Una amplia variedad de
enzimas de GnTIII cataliticamente activa se puede producir en una célula huésped usando los procedimientos y las
bibliotecas descritas en este documento. Es este aspecto de los procedimientos descritos en este documento lo que
permite a un especialista crear y delimitar entre enzimas de GnTIII que tienen poca o ninguna actividad y las enzimas
que se expresa de forma activa y que producen niveles predominantes de un intermedio de oligosacarido bisecado
deseado tal como GlcNAc,MansGlcNAc,, GlcNAc;Man; GIcNAc, o GlcNAc,Man;GlcNAc, en las células huésped.

Como se describe adicionalmente mds adelante, la direccién apropiada de una enzima responsable de una etapa
dada en la ruta de glucosilacion a la localizacion subcelular apropiada y la suficiencia de la actividad de la enzima al
pH particular de esa localizacién subcelular son factores importantes en la produccién de glucoproteinas que tienen N-
glucanos con las estructuras deseadas. El uso de bibliotecas combinatorias de proteinas de fusién para generar diversas
poblaciones de quimeras enzimaticas y la exploracion de estas bibliotecas en células transformadas proporciona un
procedimiento potente para identificar cepas huésped con la actividad de interés en la localizacién apropiada. En
realizaciones preferidas de la invencion, la actividad de la enzima se localiza de tal forma que una glucoproteina que
contiene N-glucano expresada en la célula es capaz de reaccionar con la actividad durante el proceso de secrecion.

No todas las combinaciones de lider/dominios cataliticos producen, sin embargo, actividades enziméticas deseadas.
Se crea una amplia diversidad de combinaciones de lider/dominio catalitico, solamente unas pocos de las cuales
pueden ser ttiles para producir los intermedios deseados en este momento. Sin embargo, también se describen en
este documento incluso las combinaciones que no muestran en este momento una actividad enzimdtica deseada en
la célula huésped ilustrada. La Figura 28 (parte inferior) muestra una construccion pVB51 que comprende el lider
GNT(s) de K. lactis (N° de Acceso GenBank AF106080) fusionado con un dominio de GnTIII cataliticamente activo
de ratén (GnTIII A32) expresado en una cepa de P. pastoris YSH-1, que no muestra de forma sencilla actividad de
GnTIII. (Para comparacion, la Figura 28 (parte superior) presenta el espectro de MALDI-TOF de N-glucanos liberados
de una proteina kringle 3 expresada en la cepa YSH-1 que carece de la construccién pVAS3. El pico predominante
se corresponde a GIcNAcMan;GlcNAc, no modificado en 1461 m/z). Se observa el pico predominante en la Figura
28 (parte inferior) en 1463 m/z, que se correlaciona con la masa de GlcNAcMans;GIcNAc,. También se observa un
segundo pico en 1726 m/z, que no se correlaciona con la masa de GIcNAc,MansGIcNAc,. Se considera que esta y
otras de tales combinaciones pueden ser utiles, con o sin ligeras modificaciones usando técnicas bien conocidas en la
técnica, cuando se expresan, por ejemplo, en otras células huésped incluyendo las que se han modificado para producir
glucoformas de tipo humano.

El uso de bibliotecas combinatorias para generar diversas poblaciones de quimeras enzimadticas y la exploracion de
estas bibliotecas en células transformadas permite adicionalmente que se identifiquen cepas en las que la actividad de
la enzima sea sustancialmente intracelular. El siguiente Ejemplo 6 proporciona un ejemplo de condiciones de ensayo
utiles para medir la actividad extracelular de @-1,2-manosidasa. Los Ejemplos 22 y 23 también proporcionan ejemplos
de ensayos para actividad de glucosiltransferasa (GnTIII) en el medio. Véase también la Tabla 9, a continuacién y
Choi y col. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100(9): 5022-27. Para los propésitos de la invencién, una actividad
enzimdtica es sustancialmente intracelular cuando menos del 10% de la actividad enzimética se puede medir en el
medio extracelular.

Como se describe en los Ejemplos 11, 12, 13, 14, 15y 19-21, una célula huésped se puede modificar por la expre-
sién de glucosiltransferasas apropiadas (por ejemplo, N-acetilglucosaminiltransferasa) para producir N-glucanos que
tengan las estructuras de hidrato de carbono deseadas (por ejemplo, GlcNAc,Man; GlcNAc,, GlcNAc;Man; GIcNAc,).
La expresion de GnT en la célula huésped (por ejemplo, dirigiendo una molécula de 4cido nucleico o una biblioteca
de moléculas de dcido nucleico como se describe mas adelante y en Choi y col. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
100(9): 5022-27 y el documento WO 02/00879) permite que la célula huésped modificada produzca N-glucanos que
tengan la GlcNAc de biseccion en la manosa central. Estas estructuras se pueden procesar adicionalmente usando
los procedimientos de la invencién para producir N-glucanos de tipo humano en proteinas que entran en la ruta de
secrecion de la célula huésped.

En una realizacién mds preferida, la co-expresion de transportador o transportadores y transferasa o transferasas
de UDP-azicar apropiados protegera los restos @-1,6 y @-1,3 terminales asi como la manosa central con GlcNAc,
dando como resultado el precursor del complejo de tipo mamifero (por ejemplo, GIcNAc;Man;GlcNAc,) y N-glucosi-
lacién hibrida. Estas cadenas de oligosacaridos ligados a N unidos a péptidos sirven entonces como un precursor para
modificacién adicional hasta una estructura de oligosacdrido de tipo mamifero. La expresion posterior de galactosil-
transferasas y la modificacién genética de la capacidad de transferir dcido sidlico a los extremos (véase la Figura 1B)
producird una estructura de N-glucano de tipo mamifero (por ejemplo, de tipo humano).

Células Huésped de la Invencion
Una célula huésped de la invencidn es una célula de levadura o de hongo unicelular o multicelular filamentoso, por
ejemplo, levadura, un hongo unicelular y multicelular o filamentoso. Sin embargo, una amplia diversidad de células

huésped se consideran titiles en los procedimientos de la invencién. Las células vegetales o las células de insecto, por
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ejemplo, se pueden modificar para expresar una glucoproteina de tipo humano de acuerdo con la invencién. Asimis-
mo, una diversidad de células huésped no humanas, de mamifero, se pueden alterar para expresar glucoproteinas mas
de tipo humano o alteradas de otro usando los procedimientos de la invencién. Como entenderd un especialista en la
técnica, se puede usar cualquier célula huésped eucariota, (incluyendo una célula humana) junto con una biblioteca
descrita en este documento para expresar una o mas proteinas quiméricas que se dirigen a una localizacién subcelular,
por ejemplo, organulo, en la célula huésped donde la actividad de la proteina estd modificada y, preferiblemente, esta
aumentada. Tal proteina es preferiblemente -pero no tiene porque ser necesariamente- una enzima implicada en la
glucosilacion de proteina, como se ilustra en este documento. Se considera que se puede dirigir cualquier secuencia
codificante de proteina y seleccionar para actividad modificada en una célula huésped eucariota usando los procedi-
mientos descritos en este documento.

Los eucariotas inferiores que son capaces producir glucoproteinas que tienen el N-glucano Mans;GlcNAc, unido
son particularmente utiles debido a que (a) carecen de un alto grado de manosilacién (por ejemplo, mds de 8§ manosas
por N-glucano o especialmente 30-40 manosas), muestran inmunogenicidad reducida en seres humanos; y (b) el N-
glucano es un sustrato para reacciones de glucosilacién adicionales para formar una glucoforma incluso més de tipo hu-
mano, por ejemplo, por la accién de GlcNAc transferasa I (Figura 1B; 81,2 GnTI) para formar GlcNAcMans;GlcNAc,.
Se obtiene un rendimiento de mds del 30% en mol, més preferiblemente un rendimiento del 50, 60, 70, 80, 90 6 incluso
del 100% en mol, de las glucoproteinas con N-glucanos que tienen una estructura de MansGIlcNAc,. En una realiza-
cién preferida, se demuestra que mdas del 50% de la estructura de MansGIlcNAc, es un sustrato para una actividad de
GnTI y puede servir como tal sustrato in vivo.

Los eucariotas inferiores preferidos de la invencién incluyen pero sin limitacioén: Pichia pastoris, Pichia finlandi-
ca, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia
salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia methanolica, Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces sp.., Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp., Kluyveromyces lactis, Candida albicans, Aspergi-
llus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei, Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp.,
Fusarium gramineum, Fusarium venenatum'y Neurospora crassa.

En cada anterior realizacién, el procedimiento se refiere a preparar una célula huésped de levadura u hongo unice-
lular o multicelular filamentoso en la que los precursores de oligosacaridos estdn enriquecidos en MansGIlcNAc,. Estas
estructuras son deseables debido a que se pueden procesar después por tratamiento in vitro, por ejemplo, usando el
procedimiento de Maras y Contreras, Patente de Estados Unidos N° 5.834.251. Sin embargo, en una realizacién prefe-
rida, los precursores enriquecidos en MansGIlcNAc, se procesan por al menos una reaccién de glucosilacién adicional
in vivo -con glucosidasas (por ejemplo, @-manosidasas) y glucosiltransferasas (por ejemplo, GnTI)- para producir N-
glucanos de tipo humano. Los precursores de oligosacaridos enriquecidos en Mans;GlcNAc,, por ejemplo, se procesan
preferiblemente a los que tienen estructuras centrales de GIcNAcMan,GlcNAc,, donde X es 3, 4 6 5 y es preferible-
mente 3. Los N-glucanos que tienen una estructura central de GlcNAcMan,GlcNAc, donde X es mayor de 3 se pueden
convertir en GlcNAcMan;GlcNAc,, por ejemplo, por tratamiento con una actividad de a-1,3 y/o @-1,6 manosidasa,
cuando sea aplicable. El procesamiento adicional de GIcNAcMan;GlcNAc, por tratamiento con glucosiltransferasas
(por ejemplo, GnTII) produce estructurales centrales de GlcNAc,Man;GlcNAc, que después se pueden modificar,
cuando se desee, por ejemplo, por tratamiento ex vivo o por expresion heteréloga en la célula huésped de enzimas
de glucosilacién adicionales, que incluyen glucosiltransferasas, transportadores de azicar y manosidasas (véase mas
adelante), para convertirse en N-glucanos de tipo humano.

Las glucoproteinas de tipo humano recombinantes preferidas que comprenden un glucano bisecado que se pueden
producir de acuerdo con la invencién incluyen las que comprenden N-glucanos que tienen siete 0 menos, o tres 0 me-
nos, restos de manosa; y que comprenden uno o mds azicares seleccionados entre el grupo constituido por galactosa,
GlcNAc, 4cido sidlico y fucosa.

Otra célula huésped no humana preferida de la invencién es un hongo unicelular o filamentoso, que estd disminuido
o empobrecido en la actividad de una o mas actividades del gen alg (incluyendo una actividad enzimética que es un
homoélogo o equivalente a una actividad de alg). Otra célula huésped preferida de la invencién estd disminuida o
empobrecida en la actividad de una o mas enzimas (diferentes de actividades de alg) que manosilan el brazo a-1,6 de
una estructura de oligosacdrido ligado a lipido.

Aunque se prefieren células huésped de levadura o unicelulares o multicelulares, una amplia diversidad de células
huésped que tienen las propiedades que se han mencionado anteriormente se consideran ttiles en los procedimientos
de la invencion. Las células vegetales, por ejemplo, se pueden modificar para expresar una glucoproteina de tipo
humano de acuerdo con la invencién. Asimismo, una diversidad de células huésped de mamifero, no humanas, se
pueden alterar para expresar glucoproteinas mds de tipo humano usando los procedimientos de la invencién. Se puede
modificar una célula huésped apropiada o se puede usar uno de los muchos de tales mutantes que ya se han descrito
en levaduras. Una célula huésped preferida de la invencién, como se ilustra en este documento, es un mutante sin
hipermanosilacién (OCH]I) en Pichia pastoris, que se ha modificado adicionalmente para delecionar el gen alg3.

La invencién proporciona adicionalmente una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelu-
lar filamentoso capaz de producir glucoproteinas recombinantes que tienen N-glucanos bisecados, tales como
GlcNAcMan;GlcNAc,, GlcNAc,Man;GlcNAc,, GlcNAc,Man;GIcNAc, y preferiblemente GlcNAc;Man;GIcNAc,
bisecados. En la invencién, la célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso compren-
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de una actividad de GnTIII donde dicha actividad es de una enzima que comprende el dominio catalitico de N-ace-
tilglucosaminiltransferasa III de GnTIIIA32 de ratén o GnTIIIA86 de ratén fusionado con un péptido de direccién
MNN?2 de Saccharomyces cerevisiae. En una realizacién mds preferida, las células huésped comprenden ademads una
o mds actividades seleccionadas entre: GnTI, GnTII, GnTIV y GnTV. Las células huésped preferidas expresan Gn-
TI, GnTII y dicha actividad de GnTIII. Otras células huésped preferidas expresan adicionalmente GnTIV y/o GnTV.
Aun mads preferiblemente, la una o més actividades de GnT de las células huésped son sustancialmente intracelu-
lares.

Por tanto, en realizaciones preferidas de la invencion, las células huésped de la invencién que comprenden la
una o mas actividades de GnT producen N-glucanos bisecados que comprenden estructuras, que incluyen, pero sin
limitacién, GlcNAcMan;GIcNAc,, GIctNAcMan,GlcNAc, o GlcNAcMansGIcNAc,, que son capaces de reaccionar
con dicha actividad de enzima GnTIII para producir N-glucanos bisecados de forma correspondiente. Las actividades
de enzima convierten de este modo las glucoproteinas que contienen estos N-glucanos en formas con propiedades
nuevas y mds deseables. Debido a que se entiende actualmente que GnTIII inhibe la actividad de GnT adicional
en células de mamifero, el especialista debe entender que la reaccién de glucosilacién secuencial puede tener o no
importancia. Sin embargo, la presente invencion considera la adicién de GnTI y dicha actividad de GnTIII en cualquier
orden o de manera conjunta. También se debe entender que otras actividades enzimadticas dentro de la célula, tales
como, por ejemplo, una o mas actividades de manosidasa deseadas (por ejemplo, una 1,2 manosidasa, Manosidasa I,
Manosidasa II) pueden actuar de forma concertada con las actividades de GnT para generar otras glucoproteinas de
tipo humano mds de interés (véase la Figura 1B).

En una realizacién preferida, una manosidasa II o un fragmento cataliticamente activo de la misma se introduce
en la célula huésped para cortar los brazos que contienen @1,3 y 1,6 manosa de una estructura central de penta-
manosa bisecada tal como GlcNAc,Man;GlcNAc,. Los glucanos resultantes (por ejemplo, GIcNAc,Man,GIlcNAc, y
GlcNAc,Man;GlcNAc, bisecados) son sustratos preferidos para la modificacién de N-glucano de tipo humano poste-
rior.

En otra realizacién de la invencion, las células huésped comprenden una estructura central de Mans;GIcNAc, o
una estructura central de Man; GlcNAc, modificada por dos o mas GIcNAc. Se debe entender que cualquier estructura
central puede incluir modificaciones adicionales ademds de la modificacién por GlcNAc. Preferiblemente, el 10% o
mas de las estructuras centrales estdn modificadas por GIcNAc. Mds preferiblemente, el 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80% o incluso mas de las estructuras centrales contienen la modificacion de GlcNAc.

Formacion de N-glucanos complejos

La formacién de la sintesis de N-glucano complejo es un procedimiento secuencial por el que se eliminan restos
de azicar especificos y se unen a la estructura de oligosacarido central. En eucariotas superiores, esto se consigue
exponiendo el sustrato de forma secuencial a diversas enzimas de procesamiento. Estas enzimas realizan reaccio-
nes especificas dependiendo de su localizacién particular dentro de toda la cascada de procesamiento. Esta “linea
de ensamblaje” consiste en RE, Golgi temprano, medial y tardio y la red de Golgi trans, todos con su entorno de
procesamiento especifico. Para re-crear el procesamiento de glucoproteinas humanas en el Golgi y RE de eucariotas
inferiores, se tienen que expresar numerosas enzimas (por ejemplo, glucosiltransferasas, glucosidasas, fosfatasas y
transportadores) y se tienen que dirigir especificamente a estos organulos y, preferiblemente, en una localizacién de
tal forma que funcionen de forma mads eficaz en relacién a su entorno asi como en relacién a otras enzimas en la
ruta.

Debido a que un objetivo de los procedimientos descritos en este documento es conseguir una cepa de produccién
de proteina robusta que sea capaz de funcionar bien en un procedimiento de fermentacion industrial, la integracién
de mudltiples genes en el cromosoma de la célula huésped implica una planificacién cuidadosa. Como se ha descrito
anteriormente, uno o mas genes que codifican enzimas que se conoce que son caracteristicas de reacciones de glu-
cosilacion no humanas preferiblemente se delecionan. La cepa celular modificada se transforma con una variedad de
diferentes genes que codifican actividades deseadas y estos genes se transforman de un modo estable, garantizando de
este modo que se mantenga la actividad deseada a lo largo del proceso de fermentacion.

Cualquier combinacién de las siguientes actividades enzimadticas se puede modificar de forma tnica o de forma
mudltiple en el huésped usando los procedimientos de la invencién: sialiltransferasas, manosidasas, fucosiltransferasas,
galactosiltransferasas, GIcNAc transferasas, transportadores especificos del RE y Golgi (por ejemplo, transportadores
de cotransporte unidireccional y bidireccional para UDP-galactosa y otros precursores), otras enzimas implicadas en
el procesamiento de oligosacdridos y enzimas implicadas en la sintesis de precursores de oligosacaridos activados
tales como UDP-galactosa y CMP-4cido-N-acetilneuraminico. Preferiblemente, se introducen actividades enzimaticas
en una o mds moléculas de 4cido nucleico (véase también mds adelante). Las moléculas de 4cido nucleico se pueden
introducir de forma tnica o de forma multiple, por ejemplo, en el contexto de una biblioteca de dcido nucleico tal como
una biblioteca combinatoria descrita en este documento. Sin embargo, se tiene que entender que se pueden introducir
actividades enzimatica tdnicas o multiples en una célula huésped de cualquier modo, incluyendo, pero sin limitacion,
procedimientos de suministro de proteinas y/o mediante el uso de una o més moléculas de 4cido nucleico sin usar
necesariamente una biblioteca de 4cido nucleico o biblioteca combinatoria descrita en este documento.
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Expresion de Glucosiltransferasas para Producir N-glucanos Complejos

Con la informacién de secuencia de ADN, el especialista puede clonar moléculas de ADN que codifican acti-
vidades de GnT (por ejemplo, Ejemplo 3, 8, 11, 15 y 18). Usando técnicas convencionales bien conocidas por los
especialista en la técnica, se pueden insertar moléculas de dcido nucleico que codifican GnTIL, II, III, IV o V (o que
codifican fragmentos cataliticamente activos de los mismos) en vectores de expresion apropiados bajo el control trans-
cripcional de promotores y otras secuencias de control de la expresion capaces de dirigir la transcripcion en una célula
huésped seleccionada de la invencién, por ejemplo, una célula huésped flingica, tal como Pichia sp., Kluyveromyces
sp. y Aspergillus sp., como se describe en este documento, de tal forma que una o mds de estas enzimas de GnT de ma-
mifero se pueden expresar de forma activa en una célula huésped de eleccién para la produccién de una glucoproteina
compleja de tipo humano (por ejemplo, Ejemplos 8, 20 y 21).

Varias glucosiltransferasas individuales se han clonado y expresado en S. cerevisiae (GalT, GnTI), Aspergillus
nidulans (GnTI) y otros hongos, sin embargo, sin demostrar el resultado deseado de “humanizacién” en el patrén de
glucosilacién de los organismos (Yoshida y col. (1999) Glycobiology 9(1): 53-8; Kalsner y col. (1995) Glycoconj. J.
12(3): 360-370). Se especul6 que la estructura de hidrato de carbono requerida para aceptar azicares por la accién
de tales glucosiltransferasas no estaba presente en cantidades suficientes, lo que contribuyé muy probablemente a la
ausencia de la formacién de N-glucano complejo.

Un procedimiento preferido de la invencion proporciona la expresién funcional de una actividad de GnT, tal como
GnTI, GnTII y GnTIII de esta invencidn en el aparato de Golgi temprano, medial o tardio, y garantiza un suministro
suficiente de UDP-GIcNAc (por ejemplo, por expresion de un transportador de UDP-GIcNAc; véase los siguientes
Ejemplos).

Procedimientos para Proporcionar Precursores de Nucledtido Aziicar al Aparato de Golgi

Para que una glucosiltransferasa funcione satisfactoriamente en el Golgi, la enzima requiere una concentracién
suficiente de un nucledtido azicar apropiado, que es el donador de alta energia del resto de aziicar afiadido a una
glucoproteina naciente. En seres humanos, toda la variedad de precursores de nucleétido azicar (por ejemplo, UDP-
N-acetilglucosamina, UDP-N-acetilgalactosamina, CMP-4cido-N-acetilneuraminico, UDP-galactosa, etc.) se sintetiza
generalmente en el citosol y se transporta al Golgi, donde se une al oligosacarido central por glucosiltransferasas.

Para repetir este procedimiento en células huésped no humanas, tales como eucariotas inferiores, se tienen que ex-
presar transportadores especificos de nucledsido azicar en el Golgi para garantizar niveles adecuados de precursores
de nucledsido azicar (Sommers y Hirschberg (1981) J. Cell Biol. 91(2): A406-A406; Sommers y Hirschberg (1982) J.
Biol. Chem. 257(18): 811-817; Perez y Hirschberg (1987) Methods in Enzymology 138: 709-715). Se pueden propor-
cionar nucledtido azicar a los compartimentos apropiados, por ejemplo, expresando en el microorganismo huésped un
gen exdgeno que codifica un transportador de nucledtido azicar. La eleccidn de una enzima transportadora esta influi-
da por la naturaleza de la glucosiltransferasa exdgena que se estd usando. Por ejemplo, una GlcNAc transferasa puede
requerir un transportador de UDP-GIcNAc, una fucosiltransferasa puede requerir un transportador de GDP-fucosa,
una galactosiltransferasa puede requerir un transportador de UDP-galactosa y una sialiltransferasa puede requerir un
transportador de CMP-4cido sidlico.

La proteina transportadora afiadida transporta un nucleétido azicar desde el citosol al aparato de Golgi, donde el
nucledtido azicar se puede hacer reaccionar por la glucosiltransferasa, por ejemplo, para alargar un N-glucano. La
reaccion libera un nucledsido difosfato o monofosfato, por ejemplo, UDP, GDP o CMP. Los nucleésidos monofosfato
se pueden exportar directamente desde el Golgi en intercambio por azicares de nucledsido trifosfato por un mecanismo
de cotransporte bidireccional. La acumulacién de un nucledsido difosfato, sin embargo, inhibe la actividad adicional
de una glucosiltransferasa. Ya que esta reaccién parece ser importante para la glucosilacion eficaz, frecuentemente es
deseable proporcionar una copia expresada de un gen que codifica una nucledtido difosfatasa. La difosfatasa (especifica
para UDP o GDP cuando sea apropiado) hidroliza el difosfonucledsido para producir nucleésido monosfosfato y un
fosfato inorganico.

Las enzimas transportadoras adecuadas, que son tipicamente de origen de mamifero, se describen mds adelante.
Tales enzimas se pueden introducir en una célula huésped seleccionada usando los procedimientos de la invencion.

En otro ejemplo, la @ 2,3- o a 2,6-sialiltransferasa protege restos de galactosa con 4cido sidlico en el Golgi trans
y TGN de seres humanos conduciendo a una forma madura de la glucoproteina (Figura 1B). Para volver a introducir
esta etapa de procesamiento en una levadura o un hongo modificado metabdlicamente se requerird (1) actividad de «
2,3- 0 a 2,6-sialiltransferasa y (2) un suministro suficiente de CMP-4cido-N-acetilneuraminico, en el Golgi tardio de
levadura. Para obtener una actividad de a 2,3-sialiltransferasa suficiente en el Golgi tardio, por ejemplo, el dominio ca-
talitico de una sialiltransferasa conocida (por ejemplo, de seres humanos) se tiene que dirigir al Golgi tardio en hongos
(véase anteriormente). Asimismo, se tienen que insertar transportadores para permitir el transporte de CMP-acido-N-
acetilneuraminico al Golgi tardio. Actualmente no existe indicacién de que los hongos sinteticen o incluso que puedan
transportar cantidades suficientes de CMP-dcido-N-acetilneuraminico al Golgi. Por consiguiente, para garantizar el
suministro adecuado de sustrato para las glucosiltransferasas correspondientes, se tiene que insertar metabdlicamente
la produccién de CMP-4cido sidlico en el hongo.
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UDP-N-acetilglucosamina

El ADNCc de transportador de UDP-N-acetilglucosamina humano, que se reconocié por una biisqueda de homologia
en la base de datos de etiquetas de secuencia expresada (dbEST), se ha clonado (Ishida (1999) J. Biochem. 126(1):
68-77). El transportador de membrana de Golgi de mamifero para UDP-N-acetilglucosamina se cloné por correccién
fenotipica con ADNc de células de rifiéon caninas (MDCK) de un mutante de Kluyveromyces lactis caracterizado
recientemente deficiente en transporte de Golgi del nucledtido azicar anterior (Guillen y col. (1998) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95(14): 7888-7892). Los resultados demuestran que el gen de transportador de UDP-GlcNAc de Golgi de
mamifero tiene toda la informacién necesaria para que la proteina se exprese y se dirija funcionalmente al aparato de
Golgi de levadura y que dos proteinas con secuencias de aminodcidos muy diferentes pueden transportar el mismo
soluto dentro de la misma membrana de Golgi (Guillen y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(14): 7888-7892).

Por consiguiente, se puede incorporar la expresion de un transportador de UDP-GIcNAc en una célula huésped me-
diante una construccién de dcido nucleico que puede contener, por ejemplo: (1) una regién por la que la construccién
transformada se mantiene en la célula (por ejemplo, origen de replicacién o una regién que media en la integracién
cromosomica), (2) un gen marcador que permite la seleccién de células que se han transformado, incluyendo marca-
dores de contraseleccion y reciclables tales como ura3 o T-urfl3 (Soderholm y col. (2001) Biotechniques 31(2): 306-
10) u otros marcadores de seleccién bien caracterizados (por ejemplo, his4, bla, Sh ble etc.), (3) un gen o fragmento
del mismo que codifica un transportador de UDP-GIcNAc funcional (por ejemplo, de K. lactis, (Abeijon, (1996) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 5963-5968) o de H. sapiens (Ishida y col. (1996) J. Biochem. (Tokio) 120(6): 1074-8) y (4)
un promotor que activa la expresion de la biblioteca de construccién de fusiéon de dominio de localizacién/catalitico
que se ha mencionado anteriormente.

GDP-Fucosa

El transportador de GDP-fucosa de membrana de Golgi en higado de rata se ha identificado y purificado por
Puglielli y Hirschberg (1999) J. Biol. Chem. 274(50): 35596-35600. El gen correspondiente no se ha identificado, sin
embargo, se puede usar la secuenciacion N-terminal para el disefio de sondas oligonucleotidicas especificas para el gen
correspondiente. Estos oligonucledtidos se pueden usar como sondas para clonar el gen que codifica el transportador
de GDP-fucosa.

UDP-Galactosa

Dos genes heterdlogos, gmal2(+) que codifica alfa 1,2-galactosiltransferasa (alfa 1,2 GalT) de Schizosaccharomy-
ces pombe y (hUGT2) que codifica el transportador de UDP-galactosa (UDP-Gal) humano, se han expresado funcio-
nalmente en S. cerevisiae para examinar las condiciones intracelulares requeridas para galactosilacion. La correlacion
entre la galactosilacion de la proteina y la actividad de transporte de UDP-galactosa indic6 que un suministré exégeno
de transportador de UDP-Gal, en lugar de alfa 1,2 GalT, desempefié un papel clave para la galactosilacion eficaz en S.
cerevisiae (Kainuma (1999) Glycobiology 9(2): 133-141). Asimismo, se clon6 un transportador de UDP-galactosa de
S. pombe (Segawa (1999) FEBS Letters 451(3): 295-298).

CMP—Acido—ﬂ-acetilneuraml’nico ( CMP-Acido Sidlico )

El transportador de CMP-4cido sidlico humano (hCST) se ha clonado y expresado en células CHO Lec 8 (Aoki y
col. (1999) J. Biochem. (Tokio) 126(5): 940-50; Eckhardt y col. (1997) Eur. J. Biochem. 248(1): 187-92). La expresién
funcional del transportador de CMP-4cido sidlico murino se consigui6 en Saccharomyces cerevisiae (Berninsone y col.
(1997) J. Biol. Chem. 272(19): 12616-9). El 4cido sidlico se ha encontrado algunos hongos, sin embargo, no esté claro
si el sistema huésped elegido serd capaz de suministrar niveles suficientes de CMP-4cido sidlico. El dcido sidlico se
puede suministrar en el medio o, alternativamente, también se pueden integrar rutas fiingicas implicadas en la sintesis
de 4cido sidlico en el genoma huésped.

Expresion de Difosfatasas

Cuando se transfieren aziicares a una glucoproteina, se libera un nucleésido difosfato o monofosfato de los precur-
sores de nucleétido azicar. Aunque los monofosfatos se pueden exportar directamente en sustitucion por aziicares de
trifosfato de nucledsido por un mecanismo de cotransporte bidireccional, los difosfonucleésidos (por ejemplo, GDP)
se tienen que escindir por fosfatasas (por ejemplo, GDPasa) para producir nucleésidos monofosfato y fosfato inorga-
nico antes de ser exportados. Esta reaccion parece ser importante para la glucosilacién eficaz, ya que se ha observado
que la GDPasa de S. cerevisiae es necesaria para la manosilacién. Sin embargo, la enzima tiene solamente el 10%
de la actividad frente a UDP (Berninsone y col. (1994) J. Biol. Chem. 269(1): 207-211). Los eucariotas inferiores
con frecuencia no tienen actividad de difosfatasa especifica de UDP en el Golgi ya que no utilizan precursores de
UDP-azicar para la sintesis de glucoproteina en el Golgi. Se observé que Schizosaccharomyces pombe, una levadura
que afiade restos de galactosa a polisacdridos de pared celular (de UDP-galactosa), tiene actividad UDPasa especifica,
sugiriendo adicionalmente el requisito de tal enzima (Berninsone y col. (1994) J. Biol. Chem. 269(1): 207-211). Se
conoce que el UDP es un inhibidor potente de glucosiltransferasas y la eliminacién de este producto secundario de
la glucosilacién es importante para evitar la inhibicién de glucosiltransferasa en el lumen del Golgi (Khatara y col.
(1974) Eur. J. Biochem. 44: 537-560).
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Procedimientos para Alterar N-Glucanos en un Huésped Expresando una Actividad Enzimdtica Dirigida de una Mo-
lécula de Acido Nucleico

La presente invencidn proporciona un procedimiento para producir una glucoproteina de tipo humano recom-
binante que comprende un glucano bisecado en una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular
filamentoso que comprende la etapa de introducir en la célula una o mas moléculas de 4cido nucleico que codifi-
can una enzima o enzimas para la produccién de la estructura de hidrato de carbono MansGlcNAc, e introducir en
la célula un 4cido nucleico que codifica una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III donde dicha actividad
es de una enzima que comprende el dominio catalitico de N-acetilglucosaminiltransferasa III GnTIIIA32 de ratén o
GnTIIIA86 de ratén fusionado con un péptido de direccion MNN2 de Saccharomyces cerevisiae. En una realizacion
preferida, una molécula de dcido nucleico que codifica una o mds actividades de manosidasa implicadas en la pro-
duccién de MansGIcNAc, a partir de MangGIcNAc, o ManyGlcNAc, se introduce en el huésped. Adicionalmente se
proporcionan en este documento procedimientos para preparar glucoproteinas alteradas en una célula huésped que
comprenden la etapa de introducir en la célula huésped una molécula de acido nucleico que codifica una o mas en-
zimas o actividades de glucosilacion. Las actividades de enzima preferidas se seleccionan entre el grupo constituido
por UDP-GIcNAc transferasa, UDP-galactosiltransferasa, GDP-fucosiltransferasa, CMP-sialiltransferasa, transporta-
dor de UDP-GIcNAc, transportador de UDP-galactosa, transportador de GDP-fucosa, transportador de CMP-4cido
sidlico y nucleétido difosfatasas. En una realizacion particularmente preferida, el huésped se selecciona o se modifica
para expresar dos o més actividades enzimdticas en las que el producto de una actividad aumenta los niveles de sustra-
to de otra actividad, por ejemplo, una glucosiltransferasa y un transportador de azicar correspondiente, por ejemplo,
actividades de GnTI y de transportador de UDP-GIcNAc. En otra realizacién preferida, el huésped se selecciona o
se modifica para expresar una actividad para eliminar productos que pueden inhibir las reacciones de glucosilacién
posteriores, por ejemplo, una actividad difosfatasa especifica de UDP o GDP.

Los procedimientos preferidos de la invencién implican expresar una o mas actividades enzimaticas de una molé-
cula de dcido nucleico en una célula huésped y comprenden la etapa de dirigir al menos una actividad enzimadtica a
una localizacién subcelular deseada (por ejemplo, un orgdnulo) formando una proteina de fusién que comprende un
dominio catalitico de la enzima y un péptido sefal de direccidn celular, por ejemplo, un péptido sefial heter6logo que
normalmente no estd ligado a o asociado con el dominio catalitico. La proteina de fusién se codifica por al menos
una construccién genética (“‘construccién de fusién”) que comprende un fragmento de 4cido nucleico que codifica un
péptido sefial de direccién celular ligado en la misma fase de lectura de traduccién (“en fase”) con un fragmento de
dcido nucleico que codifica una enzima (por ejemplo, enzima de glucosilacién) o fragmento cataliticamente activo de
la misma.

El componente de péptido sefial de direccién de la construccion o proteina de fusidn se obtiene preferiblemente de
un miembro del grupo constituido por: proteinas unidas a membrana del RE o Golgi, sefiales de recuperacion, proteinas
de membrana de Tipo II, proteinas de membrana de Tipo I, transportadores de nucleétido azicar transmembrana,
manosidasas, sialiltransferasas, glucosidasas, manosiltransferasas y fosfomanosiltransferasas.

El componente de dominio catalitico de la construccién o proteina de fusién se obtiene preferiblemente de una
glucosidasa, manosidasa o actividad de glucosiltransferasa obtenida de un miembro del grupo constituido por GnTI,
GnTII, GnTII, GnTIV, GnTV, GnTVI, GalT, Fucosiltransferasa y Sialiltransferasa. El dominio catalitico tiene prefe-
riblemente un 6ptimo de pH dentro de 1,4 unidades de pH del 6ptimo de pH promedio de otras enzimas representativas
en el organulo en el que se localiza la enzima o tiene una actividad 6ptima a un pH entre 5,1 y 8,0. En una realizacién
preferida, el dominio catalitico codifica una manosidasa seleccionada entre el grupo constituido por manosidasa IA de
C. elegans, manosidasa IB de C. elegans, manosidasa IA de D. melanogaster, manosidasa IB de H. sapiens, mano-
sidasa I de P. citrinum, manosidasa IA de ratén, manosidasa IB de ratén, manosidasa IA de A. nidulans, manosidasa
IB de A. nidulans, manosidasa IC de A. nidulans, manosidasa II de ratén, manosidasa II de C. elegans, manosidasa II,
manosidasa lix y manosidasa Il de H. sapiens.

Seleccion de una Enzima de Glucosilacién: Optimos de pH y Localizacion Subcelular

En una realizacién de la invencidén, una glucoproteina de tipo humano recombinante que comprende un glucano
bisecado se prepara de forma eficaz en una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso
introduciendo en un compartimento subcelular de la célula una enzima de glucosilacién seleccionada para tener un
optimo de pH similar a los 6ptimos de pH de otras enzimas en el compartimento subcelular dirigido. Por ejemplo, la
mayoria de la enzimas que son activas en el RE y aparato de Golgi de S. cerevisiae tienen de 6ptimos de pH que estdn
entre aproximadamente 6,5y 7,5 (véase la Tabla 3). Debido a que la glucosilacién de proteinas es un proceso altamente
evolucionado y eficaz, el pH interno del RE y Golgi probablemente también esta en el intervalo de aproximadamente
6-8. Todas las estrategias previas para reducir la manosilacién por la accién de manosidasas recombinantes en células
fiingicas, sin embargo, han introducido enzimas que tienen un éptimo de pH de aproximadamente pH 5,0 (Martinet y
col. (1998) Biotech. Letters 20(12): 1171-1177 y Chibay col. (1998) J. Biol. Chem. 273(41): 26298-26304). A pH 7.0,
la actividad determinada in vitro de esas manosidasas se reduce a menos del 10%, que probablemente es una actividad
insuficiente en su punto de uso, a saber, el RE y Golgi temprano, para la produccién in vivo eficaz de MansGlcNAc,
en N-glucanos.
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Por consiguiente, una realizacién preferida de esta invencién dirige una enzima de glucosilacién seleccionada (o
dominio catalitico de la misma), por ejemplo, una @-manosidasa, a una localizacién subcelular en la célula huésped
(por ejemplo, un organulo) donde el 6ptimo de pH de la enzima o dominio estd dentro de 1,4 unidades de pH del éptimo
de pH promedio de otras enzimas marcadoras representativas localizadas en el mismo o en los mismos orgdnulos. El
optimo de pH de la enzima a dirigir a un orgdnulo especifico se debe hacer coincidir con el éptimo de pH de otras
enzimas encontradas en el mismo orgdnulo para maximizar la actividad por unidad de enzima obtenida. La Tabla
3 resume la actividad de manosidasas de diversas fuentes y sus respectivos 6ptimos de pH. La Tabla 4 resume sus
localizaciones subcelulares tipicas.

TABLA 3
Manosidasas y su 6ptimo de pH.
Fuente Enzima Optimo de Referencia
pH
Aspergillus saitoi o-1,2-manosidasa 5,0 Ichishima y col. (1999) Biochem. J. 339
(Pt 3): 589-597
Trichoderma reesei o-1,2-manosidasa 5,0 Maras y col. (2000) J. Biotechnol. 77(2-

3): 255-263

Penicillium citrinum o-D-1,2-manosidasa 5,0 Yoshida y col. (1993) Biochem. J. 290
(Pt 2): 349-354

C. elegans o-1,2-manosidasa 55 véase la Figura 11

Asperygillus nidulans o-1,2-manosidasa 6,0 Eades y Hintz (2000) Gene 255 (1): 25-
34

Homo sapiens IA (Golgi) «-1,2-manosidasa 6,0

Homo sapiens IB (Golgi) «-1,2-manosidasa 6,0

Células de insecto de o-1,2-Mang-manosidasa Ren y col. (1995) Biochem. 34(8): 2489-

Lepidopteran de Tipo | 2495

Homo sapiens a-D-manosidasa 6,0 Chandrasekaran y col. (1984) Cancer
Res. 44(9): 4059-68

Xanthomonas manihotis  o-1,2,3-manosidasa 6,0 Patente de Estados Unidos N°
6.300.113

Ratén IB (Golgi) o-1,2-manosidasa 6,5 Schneikert 'y  Herscovics  (1994)
Glycobiology. 4(4): 445-50

Bacillus sp. (secretada)  «o-D-1,2-manosidasa 7,0 Maruyama y col. (1994) Carbohydrate

Res. 251: 89-98

En una realizacion preferida, una enzima o dominio catalitico particular se dirige a una localizacién subcelular en
la célula huésped mediante una construcciéon de fusién quimérica que codifica una proteina que comprende un péptido
seflal de direccion celular no asociado normalmente con el dominio enzimadtico. Preferiblemente, una enzima o un
dominio se dirige al RE, el Golgi temprano, medial o tardio o el aparato Golgi trans de la célula huésped.

En una realizaciéon més preferida, la enzima de glucosilacién dirigida es una manosidasa, glucosiltransferasa o

una glucosidasa. En una realizacién especialmente preferida, la actividad de manosidasa se dirige al RE o Golgi cis,
donde tienen lugar las reacciones tempranas de glucosilacién. Aunque este procedimiento es ttil para producir una
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glucoproteina de tipo humano en una célula huésped no humana, se entendera que el procedimiento también es util
de forma mds general para modificar perfiles de hidratos de carbono de una glucoproteina en cualquier célula huésped
eucariota, incluyendo células huésped humanas.

Las secuencias de direcciéon que median en la retencién de proteinas en ciertos orgdnulos de la ruta secretora
de la célula huésped se conocen bien y se describen en la bibliografia cientifica y bases de datos publicas, como se
analiza con mds detalle mas adelante con respecto a bibliotecas para la seleccion de secuencias de direccién y enzimas
dirigidas. Tales secuencias de direccion subcelulares se pueden usar solas o en combinacién para dirigir una enzima
de glucosilacion seleccionada (o dominio catalitico de la misma) a una localizacién subcelular particular en una célula
huésped, es decir, especialmente a una en la que la enzima tendra actividad mejorada u éptima basandose en 6ptimos
de pH o la presencia de otros factores estimuladores.

Cuando se intenta cortar estructuras de alto contenido de manosa para producir MansGIcNAc, en el RE o el aparato
de Golgi de una célula huésped tal como S. cerevisiae, por ejemplo, se puede elegir cualquier enzima o combinacién
de enzimas que (1) tenga un 6ptimo de pH suficientemente préximo (es decir, entre pH 5,2 y pH 7.8), y (2) sabe
que genera, sola o de forma concertada, la estructura de MansGIlcNAc, isomérica especifica requerida para aceptar la
adicién posterior de GlcNAc por GnTI. Cualquier enzima o combinacién de enzimas que se demuestra que genera una
estructura que se puede convertir en GIcNAcMans;GlcNAc, por GnTl in vitro constituiria una eleccién apropiada. Este
conocimiento se puede obtener de la bibliografia cientifica o experimentalmente. Por ejemplo, se puede determinar si
una manosidasa potencial puede convertir MangGlcNAc,-2AB (2-aminobenzamida) en Mans;GIlcNAc,-AB y después
verificar que la estructura de Man;GlcNAc,-2AB obtenida puede servir como un sustrato para GnTI y UDP-GIcNAc
para dar GlcNAcMansGIcNAc, in vitro. La manosidasa IA de una fuente humana o murina, por ejemplo, seria una
eleccién apropiada (véase, por ejemplo, el Ejemplo 4). Los ejemplos descritos en este documento utilizan oligomanosa
ligada a N marcada con 2-aminobenzamida seguido de andlisis de HPLC para realizar esta determinacion.

TABLA 4

Localizacion celular y 6ptimos de pH de diversas enzimas relacionadas con glucosilacién

de S. cerevisiae.

Gen Actividad Localizacién éptimo de pH Referencia(s)
KTR1 o-1,2- Golgi 7,0 Romero y col.
manosiltransferasa (1997) Biochem.
J 321 (Pt.2):
289-295
MNS1 o-1,2-manosidasa RE 6,5 Lipari y col.
(1994)
Glycobiology.
Oct; 4(5): 697-
702
CWH41-- glucosidasa | RE Golgi 6,8 7-8 Lehele y Tanner
manosiltransferasa (1974) Biochim.

Biophys. Acta
350(1): 225-235

KRE2 o-1,2- Golgi 6,5-9,0 Romero y col.
manosiltransferasa (1997) Biochem.
J. 321 (Pt 2):
289-295
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Por consiguiente, una enzima de glucosilacién tal como una enzima de @-1,2-manosidasa usada de acuerdo con la
invencion tiene una actividad 6ptima a un pH entre 5,1 y 8,0. En una realizacién preferida, la enzima tiene una actividad
optima a un pH entre 5,5 y 7,5. La enzima manosidasa de C. elegans, por ejemplo, trabaja bien en los procedimientos
de la invencién y tiene un 6ptimo de pH aparente de aproximadamente 5,5). Las manosidasas preferidas incluyen las
enumeradas en la Tabla 3 que tienen 6ptimos de pH apropiados, por ejemplo, Aspergillus nidulans, Homo sapiens
1A (Golgi), Homo sapiens IB (Golgi), células de insecto de Lepidopteran (IPLB-SF21AE), Homo sapiens, ratén 1B
(Golgi), Xanthomonas manihotis, Drosophila melanogaster y C. elegans.

Un experimento que ilustra el 6ptimo de pH para una enzima «@-1,2-manosidasa se describe en el Ejemplo 7. Una
proteina de fusién quimérica BB27-2 (MNNI0 (s) de Saccharomyces/manosidasa IB A31 de C. elegans), que sale al
medio, se sometid a diversos intervalos de pH para determinar la actividad 6ptima de la enzima. Los resultados del
experimento muestran que la a-1,2-manosidasa tiene un pH 6ptimo de aproximadamente 5,5 para su funcién (Figura
11).

En una realizacién preferida, un tnico gen de manosidasa clonado se expresa en el organismo huésped. Sin em-
bargo, en algunos casos puede ser deseable expresar varios genes de manosidasa diferentes o varias copias de un
gen particular para conseguir una produccién adecuada de MansGlcNAc,. En los casos en los que se usan mudltiples
genes, las manosidasas codificadas tendrdn preferiblemente todas 6ptimos de pH dentro del intervalo preferido de
aproximadamente 5,1 a aproximadamente 8,0, o especialmente entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 7,5.
Las actividades de manosidasa preferidas incluyen a-1,2-manosidasas obtenidas de ratén, ser humano, Lepidoptera,
Aspergillus nidulans o Bacillus sp., C. elegans, D. melanogaster, P. citrinum, X. laevis o A. nidulans.

Alteracion In Vivo de Glucosilacion de Célula Huésped Usando una Genoteca de ADN Combinatoria

Ciertos procedimientos de la invencidn se realizan preferiblemente (pero no necesariamente) usando una o mas
bibliotecas de 4cido nucleico. Una caracteristica ilustrativa de una biblioteca de 4cido nucleico combinatoria descrita
en este documento es que comprende secuencias que codifican péptidos sefial de direccion celular y secuencias que co-
difican proteinas a dirigir (por ejemplo, enzimas o dominios cataliticos de las mismas, incluyendo, pero sin limitacion,
las que median en la glucosilacién).

Una biblioteca de dcido nucleico combinatoria comprende: (a) al menos dos secuencias de dcido nucleico que
codifican diferentes péptidos sefial de direccién celular; y (b) al menos una secuencia de 4cido nucleico que codifica
un polipéptido a dirigir. Alternativamente, una biblioteca de dcido nucleico combinatoria comprende: (a) al menos
una secuencia de dcido nucleico que codifica un péptido sefial de direccion celular; y (b) al menos dos secuencias
de 4cido nucleico que codifican un polipéptido a dirigir a una célula huésped. Como se describe mas adelante con
mads detalle, una secuencia de 4cido nucleico obtenida de (a) y una secuencia de 4cido nucleico obtenida de (b) se
ligan para producir una o mas construcciones de fusiéon que codifican un péptido sefial de direccioén celular ligado
funcionalmente a un dominio polipeptidico de interés. Un ejemplo de un enlace funcional es cuando el péptido sefial
de direccion celular se liga al dominio polipeptidico de interés en el mismo macro de lectura de traduccién (“en
macro”).

En una realizacién preferida, una genoteca de ADN combinatoria expresa una o mas proteinas de fusién que
comprenden péptidos sefial de direccién celular ligados en macro con dominios enzimadticos cataliticos. La proteina
de fusién codificada comprende preferiblemente un dominio catalitico de una enzima implicada en modificacién de
tipo mamifero o humano de N-glucanos. En una realizacién mas preferida, el dominio catalitico se obtiene de una
enzima seleccionada entre el grupo constituido por manosidasas, glucosiltransferasas y otras glucosidasas que se liga
en macro con uno o mds péptidos sefial de direccién. El dominio enzimatico puede ser exdgeno y/o endégeno a la
célula huésped. Un péptido sefal particularmente preferido es uno que normalmente estd asociado con una proteina
que experimenta transporte del RE al Golgi.

La genoteca de ADN combinatoria descrita en este documento se puede usar para producir y localizar enzimas in
vivo implicadas en modificacién de N-glucano de tipo mamifero o humano. Las construcciones de fusion de la genoteca
de ADN combinatoria se modifican de tal forma que las enzimas codificadas se localizan en el RE, Golgi o la red de
Golgi trans de la célula huésped donde estan implicadas en producir N-glucanos particulares en una glucoproteina
de interés. La localizacién de enzimas que modifican N-glucanos de la presente invencion se consigue mediante un
mecanismo de anclaje o mediante interaccién proteina-proteina donde el péptido de localizacién construido a partir
de la genoteca de ADN combinatoria se localiza en un orgdnulo deseado de la ruta secretora tal como el RE, Golgi o
la red de Golgi trans.

Un ejemplo de un N-glucano titil, que se produce de forma eficaz y en cantidades suficientes para modificacién
adicional con reacciones de glucosilacién (compleja) de tipo humano es MansGIcNAc,, Una cantidad suficiente de
Man;GIcNAc, se necesita en una glucoproteina de interés para procesamiento de tipo humano adicional in vivo (por
ejemplo, mds del 30% en mol). El intermedio de MansGlcNAc, se puede usar como un sustrato para modificacion de
N-glucano adicional para producir GIcNAcMans;GIcNAc, (Figura 1B; véase anteriormente). Por consiguiente, la geno-
teca de ADN combinatoria de la presente invencion se puede usar para producir enzimas que producen posteriormente
GlcNAcMan;GlcNAc, u otros N-glucanos complejos deseados, en una cantidad util.
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Un aspecto adicional de las construcciones de fusién producidas usando la genoteca de ADN combinatoria de
la presente invencion es que permiten una actividad de corte de N-glucano intracelular suficiente y con frecuencia
practicamente completa en la célula huésped modificada. Las construcciones de fusion preferidas producidas por la
genoteca de ADN combinatoria de la invencién codifican una enzima de glucosilacién, por ejemplo, una manosidasa,
que se localiza de forma eficaz en un compartimento de la célula huésped intracelular y muestra de este modo muy
poca y preferiblemente ninguna actividad extracelular. Se demuestra que las construcciones de fusion preferidas de
la presente invencidn que codifican una enzima manosidasa se localizan donde los N-glucanos se modifican, a saber,
el RE y Golgi. Las enzimas de fusién de la presente invencién se dirigen a tales organulos particulares en la ruta
secretora donde se localizan y actdan en N-glucanos tales como MangGlcNAc, para producir MansGlcNAc, en una
glucoproteina de interés.

Las construcciones de fusién de GnTIII generadas a partir de una genoteca de ADN combinatoria para producir
glucanos bisecados se ensayaron para determinar cualquier actividad extracelular. Un ejemplo de una construccién
de fusién de GnTIII que muestra alteracién in vivo de glucosilacién de célula huésped se denomina pVAS3. Después
de transformar YSH-1 de P. pastoris con la construccién de fusiéon pVAS53, el sobrenadante se ensayé para detectar
cualquier actividad de GnTIII ex vivo. La Figura 33 no muestra ningtin cambio aparente en el sustrato convencio-
nal GlcNAcMans;GlcNAc, en condiciones que pondrian de manifiesto actividad de GnTIII extracelular en el medio
(Ejemplo 22). De forma similar, la Figura 34 no muestra actividad de GnTIII extracelular detectable en el medio en
YSH-57 de P. pastoris que reacciona con el sustrato GIcNAc,Man;GlcNAc, (Ejemplo 23).

Las enzimas producidas por la genoteca de ADN combinatoria descrita en este documento pueden modificar N-
glucanos en una glucoproteina de interés como se muestra para proteinas K3 o IFN-S expresadas en P. pastoris, como
se muestra en las Figuras 5, 6 y 25-34 (véase también Ejemplos 2, 4 y 18-23). Sin embargo, se entiende que otros tipos
de glucoproteinas, sin limitacién, incluyendo eritropoyetina, citocinas tales como interferén-, interferén-g, interfe-
rén-y, interferén-w y granulocito-CSF, factores de coagulacién tales como factor VIII, factor IX y proteina C humana,
cadena « de receptor de IgE soluble, IgG, fragmentos de IgG, IgM, interleucinas, urocinasa, quimasa e inhibidor de
tripsina de urea, proteina de unién de IGF, factor de crecimiento epidérmico, factor liberador de hormona del cre-
cimiento, proteina de fusién de anexina V, angiostatina, factor de crecimiento endotelial vascular 2, factor inhibidor
de progenitor mieloide 1, osteoprotegerina, a-1 antitripsina, ADNasa II, a-feto proteinas, AAT, rthTBP-1 (onercept,
también conocido como proteina de unién a TNF 1), TACI-Ig (interaccionador de ligando de ciclofilina y modulador
de calcio y activador transmembrana), FSH (hormona estimuladora de foliculos), GM-CSF, GLP-1 (proteina similar a
glucagén 1) con y sin agonista de receptor FC de IL-1, sSTNFr (enbrel, también conocido como fusién de receptor Fc
TNF soluble) ATIII, rhTrombina, glucocerebrosidasa y CTLA4-Ig (Antigeno 4 asociado a Linfocitos T Citotéxicos -
Ig) se pueden glucosilar de este modo.

Construccion de una Genoteca de ADN combinatoria de Construcciones de Fusion

Una genoteca de ADN combinatoria de construcciones de fusion presenta uno o mas péptidos sefial de direccién
celular (“péptidos de direccién’) obtenidos generalmente de dominios N-terminales de proteinas nativas (por ejem-
plo, realizando deleciones C-terminales). Sin embargo, algunos péptidos de direccién se obtienen del extremo C de
proteinas nativas (por ejemplo, SEC12). Las proteinas unidas a membrana del RE o del Golgi se usan preferiblemente
como una fuente para secuencias de péptidos de direccién. Estas proteinas tienen secuencias que codifican una cola
citosélica (ct), un dominio transmembrana (tmd) y una regién de tallo (sr) que varian en longitud. Estas regiones se
pueden reconocer por alineamientos de secuencia de proteina y comparaciones con homdlogos conocidos y/u otras
proteinas localizadas (por ejemplo, comparando graficos de hidrofobicidad).

Los péptidos de direccién se indican en este documento como cortos (s) medios (m) y largos (1) con respecto a
las partes de una membrana de tipo II. La secuencia de péptido de direccién indicado como corto (s) se corresponde
al dominio transmembrana (tmd) de la proteina unida a membrana. La secuencia de péptido de direccioén indicado
como largo (1) se corresponde a la longitud del dominio transmembrana (tmd) y la region de tallo (sr). La secuencia de
péptido de direccién indicado como media (m) se corresponde al dominio transmembrana (tmd) y aproximadamente
la mitad de la longitud de la regién de tallo (sr). Las regiones de dominio catalitico se indican en este documento por
el nimero de delecién de nucleétidos con respecto a su enzima de glucosilacion de tipo silvestre.

Sub-bibliotecas

En algunos casos, una biblioteca de dcido nucleico combinatoria descrita en este documento se puede ensamblar
directamente a partir de genes existentes o de tipo silvestre. Preferiblemente, la genoteca de ADN se ensambla a partir
de la fusién de dos o mds sub-bibliotecas. Por la ligacion en fase de las sub-bibliotecas, es posible crear un gran
nimero de construcciones genéticas novedosas que codifican dominios de proteina dirigida ttiles tales como los que
tienen actividades de glucosilacién.

Sub-bibliotecas de Dominio Catalitico que Codifican Actividades de Glucosilacion

Una sub-biblioteca ttil incluye secuencias de ADN que codifican enzimas tales como glucosidasas (por ejemplo,
manosidasas), glucosiltransferasas (por ejemplo, fucosiltransferasas, galactosiltransferasas, glucosiltransferasas), Glc-
NAc transferasas y sialiltransferasas. Los dominios cataliticos se pueden seleccionar del huésped a modificar, asi como
de otros organismos relacionados o no relacionados. Las enzimas de mamifero, vegetales, de insecto, de reptiles, de
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algas o fungicas son todas utiles y se deben elegir para representar un amplio espectro de propiedades bioquimicas
con respecto a temperatura y 6ptimos de pH. En una realizacién preferida, los genes se truncan para dar fragmentos,
algunos de los cuales codifican los dominios cataliticos de las enzimas. Al eliminar secuencias de direccién endégenas,
las enzimas después se pueden redirigir y expresar en otros loci celulares.

La eleccién de tales dominios cataliticos se puede guiar por el conocimiento del entorno particular en el que el
dominio catalitico posteriormente serd activo. Por ejemplo, si una enzima de glucosilacién particular tiene que ser
activa en el Golgi tardio, y todas las enzimas conocidas del organismo huésped en el Golgi tardio tienen un cierto
optimo de pH, o se conoce que el Golgi tardio tiene un pH particular, entonces se elige un dominio catalitico que
muestre una actividad adecuada y preferiblemente méaxima a ese pH, como se ha analizado anteriormente.

Sub-bibliotecas de Secuencia de Péptido de Direccion

Otra sub-biblioteca ttil incluye secuencias de acido nucleico que codifican péptidos sefial de direccién que dan
como resultado la localizacién de una proteina en una localizacién particular dentro del RE, Golgi y red de Golgi trans.
Estos péptidos de direccidn se pueden seleccionar entre el organismo huésped a modificar asi como otros organismos
relacionados o no relacionados. Generalmente, tales secuencias se incluyen en tres categorias: (1) Secuencias N-
terminales que codifican una cola citosélica (ct), un dominio transmembrana (tmd) y parte o todo de una regién de
tallo (sr), que de forma conjunta o individualmente ancla proteinas a la membrana interna (luminal) del Golgi; (2)
sefiales de recuperacién que se encuentran generalmente en el extremo C tales como el tetrapéptido HDEL (SEC ID
N°: 41) o KDEL (SEC ID N°: 42); y (3) regiones transmembrana de diversas proteinas, por ejemplo, transportadores
de nucleétido azicar, que se sabe que se localizan en el Golgi.

En el primer caso, cuando el péptido de direccidn consiste en diversos elementos (ct, tmd y sr), la biblioteca se
disefia de tal forma que la ct, el tmd y diversas partes de la regién de tallo estidn representados. Por consiguiente,
una realizacion preferida de la sub-biblioteca de secuencias de péptido de direccion incluye secuencias de ct, tmd
y/o sr de proteinas unidas a membrana del RE o Golgi. En algunos casos, puede ser deseable proporcionar a la sub-
biblioteca longitudes variables de secuencia de sr. Esto se puede conseguir mediante PCR usando cebadores que se
unen al extremo 5’ del ADN que codifica la region citosélica y empleando una serie de cebadores opuestos que se
unen a diversas partes de la region de tallo.

Otras fuentes Utiles mds de secuencias de péptido de direccion incluyen péptidos sefial de recuperacion, por ejem-
plo, los tetrapéptidos HDEL o KDEL, que se encuentran tipicamente en el extremo C de proteinas que se transportan
de forma retrégrada al RE o Golgi. Otras fuentes més de secuencias de péptido de direccion incluyen (a) proteinas de
membrana de tipo II, (b) las enzimas enumeradas en la Tabla 3, (c) transportadores de nucledtido azicar transmem-
brana que se localizan en el Golgi y (d) secuencias a las que se hace referencia en la Tabla 5.

TABLA 5
Fuentes de secuencias de direccion de compartimento utiles
Geno Organismo |Funcidn Localizacion de
Secuencia producto génico
MNSI A. nidulans o-1,2-manosidasa RE
MNSI A. niger o-1,2-manosidasa RE
MNSI S. cerevisiae |o-1,2-manosidasa RE
GLSI S. cerevisiae |glucosidasa RE
GLSI A. niger glucosidasa RE
GLSI A. nidulans glucosidasa RE
HDEL en Universal en |[sefial de recuperacion RE
extremo C hongos
SEC 12 S. cerevisiae |proteina de vesicula COPIl |RE/Golgi
SEC 12 A. niger proteina de vesicula COPII [RE/Golgi
OCH1 S. cerevisiae |1,6-manosiltransferasa Golgi (cis)
OCH1 P. pastoris 1,6-manosiltransferasa Golgi (cis)
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Fuentes de secuencias de direccion de compartimento utiles

Geno Organismo |Funcidn Localizacion de

Secuencia producto génico

MNN9 S. cerevisiae |complejo de 1,6- Golgi
manosiltransferasa

MNN9 A. niger indeterminado Golgi

VAN1 S. cerevisiae |indeterminado Golgi

VAN1 A. niger indeterminado Golgi

ANP1 S. cerevisiae |indeterminado Golgi

HOCI S. cerevisiae |indeterminado Golgi

MNN10 S. cerevisiae |indeterminado Golgi

MNN10 A. niger indeterminado Golgi

MNN11 S. cerevisiae |indeterminado Golgi (cis)

MNN11 A. niger indeterminado Golgi (cis)

MNT1 S. cerevisiae |1,2-manosiltransferasa Golgi (cis, medial)

KTR1 P. pastoris indeterminado Golgi (medial)

KRE2 P. pastoris indeterminado Golgi (medial)

KTR3 P. pastoris indeterminado Golgi (medial)

MNNZ2 S. cerevisiae |1,2-manosiltransferasa Golgi (medial)

KTR1 S. cerevisiae |indeterminado Golgi (medial)

KTR2 S. cerevisiae |indeterminado Golgi (medial)

MNN1 S. cerevisiae |1,3-manosiltransferasa Golgi (trans)

MNNG6 S. cerevisiae |fosfomanosiltransferasa Golgi (trans)

2,6 ST H. sapiens 2,6-sialiltransferasa Golgi trans, red

UDP-GalT S. pombe transportador de UDP-Gal |Golgi

En cualquier caso, se prefiere en gran medida que se seleccionen secuencias de péptido de direccién que sean
apropiadas para la actividad o las actividades enzimaticas particulares para funcionar de forma éptima dentro de la
secuencia de reacciones de glucosilacion deseadas. Por ejemplo, al desarrollar un microorganismo modificado capaz
de sialilacién terminal de N-glucanos nacientes, un proceso que tiene lugar en el Golgi tardio en seres humanos, es
deseable utilizar una sub-biblioteca de secuencias de péptido de direccién obtenida de proteinas de Golgi tardias. De
forma similar, el corte de MangGIcNAc, por una a-1,2-manosidasa para dar Man;GIlcNAc, es una etapa temprana en
la formacién de N-glucano complejo en seres humanos (Figura 1B). Por lo tanto, es deseable que estd reaccién ocurra
en RE o Golgi temprano de un microorganismo huésped modificado. Se usa una sub-biblioteca que codifica senales
de retencién en RE y Golgi temprano.

Después se construye una serie de construcciones de proteinas de fusion (es decir, una genoteca de ADN combi-
natoria) uniendo funcionalmente una o una serie de secuencias de péptido de direccion a una o una serie de secuencias
que codifican dominios cataliticos. En una realizacion preferida, esto se consigue por la ligacién en fase de una sub-
biblioteca que comprende ADN que codifica secuencias de péptido de direccion (anteriormente) con una sub-biblio-
teca que comprende ADN que codifica enzimas de glucosilacién o fragmentos cataliticamente activos de las mismas
(véase mas adelante).

La biblioteca resultante comprende genes sintéticos que codifican proteinas de fusién que contienen secuencia de
péptido de direccién. En algunos casos es deseable proporcionar una secuencia de péptido de direccion en el extremo
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N de una proteina de fusién o, en otros casos, en el extremo C. En algunos casos, las secuencias de péptido de direccién
se pueden insertar en la fase de lectura abierta de una enzima, suponiendo que la estructura de la proteina de dominios
plegados individuales no esté alterada. Cada tipo de proteina de fusién se construye (de un modo dirigido por pasos o
semialeatorio) y las construcciones 6ptimas se pueden seleccionar después de la transformacion de células huésped y
caracterizacion de patrones de glucosilacién en células transformadas usando procedimientos de la invencién.

Alteracion de Glucosilacion de Célula Huésped Usando Construcciones de Fusion de Bibliotecas Combinatorias

La construccién de una genoteca de ADN combinatoria preferida se ilustra esquematicamente en la Figura 2 y se
describe en el Ejemplo 4. La construccién de fusién se puede unir operativamente a una multitud de vectores, tales
como vectores de expresion bien conocidos en la técnica. Una amplia diversidad de tales construcciones de fusion se
ensamblé usando actividades representativas como se muestra en la Tabla 6. Las combinaciones de péptido de direc-
cién/dominios cataliticos se pueden ensamblar para el uso en dirigir actividades de manosidasa, glucosiltransferasa
y glucosidasa en el RE, Golgi y la red de Golgi trans de acuerdo con la invencién. Sorprendentemente, el mismo
dominio catalitico puede no tener ningtin efecto hasta un efecto muy profundo sobre patrones de N-glucosilacion,
dependiendo del tipo del péptido de direccién usado (véase, por ejemplo, Tabla 7, Ejemplo 4).

Construcciones de Fusion de Manosidasa

Un ejemplo representativo de una construccién de fusién de manosidasa obtenida de una genoteca de ADN com-
binatoria de la invencién es pFB8, que es un péptido de direcciéon SEC 12(m) de Saccharomyces truncado (988-1296
nucledtidos de SEC12 de SwissProt P11655) ligado en fase con una delecion de 187 aminodcidos N-terminales de una
a-manosidasa IA de ratén (Genbank AN 6678787). Por tanto, la nomenclatura usada en este documento se refiere al
péptido de direccidon/regién de dominio catalitico de una enzima de glucosilacion como SEC 12(m) de Saccharomy-
ces/manosidasa IA A187 de ratén. La proteina de fusién codificada se localiza en el RE mediante la secuencia de
péptido de direccion SECI2 mientras que conserva su actividad de dominio catalitico de manosidasa y es capaz de
producir N-glucanos in vivo que tienen una estructura de MansGIcNAc, (Ejemplo 4; Figuras 6F y 7B).

La construccién de fusién pGCS, MNSI(m) de Saccharomyces/manosidasa IB A99 de ratén, es otro ejemplo de
una construccién de fusién que tiene actividad de corte de manosidasa intracelular (Ejemplo 4; Figuras 5D y 8B).
La construccién de fusiéon pDC18-5 (VANI1(s) de Saccharomyces/manosidasa IB A80 de C. elegans) es otro ejem-
plo de una construccién de fusion eficaz capaz de producir N-glucanos que tienen una estructura de NlansGlcNAc,
in vivo. Al crear una genoteca de ADN combinatoria de estas y otras de tales construcciones de fusién de mano-
sidasa de acuerdo con la invencidn, un especialista puede distinguir y seleccionar las construcciones que tengan
actividad de corte intracelular 6ptima de las que tienen relativamente poca o ninguna actividad. Los procedimien-
tos que usan bibliotecas de ADN combinatoria de la invencién son ventajosos debido a que solamente unas pocas
construcciones de fusiéon de manosidasa seleccionadas pueden producir un N-glucano particularmente deseado in
vivo.

Ademas, la actividad de corte de manosidasa puede ser especifica de una proteina particular de interés. Por tanto,
se tiene que entender adicionalmente que no todas las construcciones de fusién de péptido de direccién/dominio ca-
talitico de manosidasa pueden funcionar de forma igualmente buena para producir la glucosilacién apropiada en una
glucoproteina de interés. Por consiguiente, una proteina de interés se puede introducir en una célula huésped transfec-
tada con una genoteca de ADN combinatoria para identificar una o mas construcciones de fusién que expresan una
actividad de manosidasa 6ptima para la proteina de interés. Un especialista en la técnica serd capaz de producir y se-
leccionar una construccion o construcciones de fusién 6ptimas usando la estrategia de genoteca de ADN combinatoria
descrita en este documento.

Ademds, es evidente que otras de tales construcciones de fusién que muestran dominios cataliticos de manosidasa
activos localizados (o mds generalmente, dominios de una enzima) se pueden preparar usando técnicas tales como
las ilustradas en el Ejemplo 4 y descritas en este documento. Serd un asunto de experimentacién rutinaria para un
especialista en la técnica preparar y usar la genoteca de ADN combinatoria de la presente invencién para optimizar,
por ejemplo, la produccién de MansGlcNAc, a partir de una biblioteca de construcciones de fusién en un vector de
expresion particular introducido en una célula huésped particular.

Construcciones de Fusion de Glucosiltransferasa

De forma similar, se preparé una genoteca de ADN combinatoria de glucosiltransferasa usando los procedimientos
de la invencién. Una genoteca de ADN combinatoria de secuencias obtenidas de actividades de glucosiltransferasa
I (GnTI) se ensamblé con péptidos de direccidn y se exploré para produccién eficaz en una célula huésped eucario-
ta inferior de una estructura de N-glucano GlcNAcMan,GIcNAc, en una glucoproteina marcadora. Se identificé una
construccién de fusion que se demostré que produce GeNAcMansGlcNAc, (pPB104), MNN9 (s) de Saccharomy-
ces/GnTI A38 humana (Ejemplo 8). Se ensamblé una amplia diversidad de tales construcciones de fusion de GnTI
(Ejemplo 8, Tabla 10). Otras combinaciones de péptido de direccién/dominios cataliticos de GnTI se pueden ensam-
blar de forma sencilla preparando una genoteca de ADN combinatoria. También es evidente para el especialista en la
técnica que se pueden preparar otras de tales construcciones de fusién que muestran actividad de glucosiltransferasa
como se demuestra en el Ejemplo 8. Serd un asunto de experimentacién rutinaria para el especialista en la técnica
usar el procedimiento de genoteca de ADN combinatoria descrito en este documento para optimizar la produccién
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de GlcNAcMansGlcNAc, usando una construccién de fusion seleccionada en un vector de expresion y una linea de
célula huésped particular.

Como se ha indicado anteriormente para construcciones de fusién de manosidasa, no todas las construcciones de
fusién de péptido de direccién/dominio catalitico de GnTI funcionardn igualmente bien para producir la glucosilacién
apropiada en una glucoproteina de interés como se describe en este documento. Sin embargo, un especialista en la
técnica serd capaz de producir y seleccionar una construccion o construcciones de fusion éptimas usando una estrategia
de genoteca de ADN como se describe en este documento. El Ejemplo 8 ilustra una realizacién preferida de una
genoteca de ADN combinatoria que comprende construcciones de fusioén de péptidos de direccién y dominio catalitico
de GnTI implicadas en producir glucoproteinas con una estructura predominantemente de GIcNAcMan;GIcNAc,.

Uso de Miiltiples Construcciones de Fusion para Alterar la Glucosilacion de la Célula Huésped

En otro ejemplo del uso de los procedimientos y las bibliotecas de la invencion para alterar la glucosilacién de célu-
las huésped, una cepa de P. pastoris con una delecién de OCHI que expresa una proteina indicadora (K3) se transformé
con multiples construcciones de fusién aisladas de bibliotecas combinatorias de la invencién para convertir N-glucanos
de alto contenido de manosa en N-glucanos de tipo humano (Ejemplo 8). En primer lugar, la construccién de fusién de
manosidasa pFB8 (SEC12 (m) de Saccharomyces/manosidasa IA A187 de ratén) se introdujo por transformacién en
una cepa de P. pastoris que carecia de actividad de 1,6 manosiltransferasas de inicio (es decir, delecién de ochl, Ejem-
plo 1). En segundo lugar, se construyé pPB103 que comprende un gen MNN2-2 de K. lactis (Genbank AN AF106080)
que codifica una transportador de UDP-GIcNAc para aumentar la produccion adicional de GlcNAcMansGIcNAc,, La
adicién del transportador de UDP-GIcNAc aument6 la produccion de GlcNAcMansGIcNAc, significativamente en la
cepa de P. pastoris como se ilustra en la Figura 10B. En tercer lugar, se introdujo pPB104 que comprende MNN9 (s)
de Saccharomyces/GnTI A38 humano en la cepa. Esta cepa de P. pastoris se denomina “PBP-3”. (Véase la Figura 36).

Se entiende por el especialista en la técnica que las células huésped tales como las cepas de levadura que se han
descrito anteriormente se pueden transformar de forma secuencial y/o co-transformar con uno o mds vectores de
expresion. También se debe entender que el orden de la transformacién no es particularmente pertinente para producir
la glucoproteina de interés. El especialista reconoce que las modificaciones rutinarias de los procedimientos descritos
en este documento pueden proporcionar resultados mejorados en la produccion de la glucoproteina de interés.

La importancia de usar una secuencia de péptido de direccion particular con una secuencia de dominio catalitico
particular se entiende facilmente a partir de los experimentos descritos en este documento. La genoteca de ADN
combinatoria proporciona una herramienta para construir fusiones de enzima que estdn implicadas en modificar N-
glucanos en una glucoproteina de interés, que es especialmente ttil para producir glucoproteinas de tipo humano.
(Sin embargo, cualquier fusién de enzima se puede seleccionar usando bibliotecas y procedimientos de la invencién).
Los transformantes deseados que expresan a-1,2-manosidasa activa dirigida de forma apropiada producen K3 con N-
glucanos de la estructura MansGlcNAc, como se muestra en las Figuras 5D y 5E. Esto otorga una masa molecular
reducida al glucano escindido en comparacién con la K3 de la cepa con deleciéon de OCH1 parental, como se detectd
por espectrometria de masas MALDI-TOF en la Figura 5C.

De forma similar, se usé la misma estrategia para producir otra glucoproteina secretada: IFN-8 que comprende
predominantemente Mans;GlcNAc,, El MansGIcNAc, se retird por digestion con PNGasa (Papac y col. (1998) Glyco-
biology 8: 445-454) y se sometié a MALDI-TOF como se muestra en las Figuras 6A-6F. Un tnico pico prominente
en 1254 (m/z) confirma la producciéon de Mans;GlcNAc, en IFN-S en las Figuras 6E (pGC5) (MNSI(m) de Saccha-
romyces/manosidasa IB A99 de ratén) y 6F (pFBS8) (SEC12 (m) de Saccharomyces/manosidasa IA A187 de ratén).
Ademds, en la cepa de P. pastoris PBP-3 que comprende pFB8 (SEC12 (m) de Saccharomyces/manosidasa IA A187
de ratén), pPB104 (MNN9 (s) de Saccharomyces/GnTI A38 humano) y pPB103 (gen MNN2-2 de K. lactis), el N-
glucano hibrido. Se detecté GIcNAcMan;GlcNAc, [b] por MALDI-TOF (Figura 10).

Después de identificar transformantes con un alto grado de corte de manosa, se realizaron experimentos adicionales
para confirmar que la actividad de manosidasa (corte) tuvo lugar in vivo y no era predominantemente el resultado de
actividad extracelular en el medio de cultivo (Ejemplo 6; Figuras 7-9).

Aunque la presente invencion se ilustra usando un organismo huésped P. pastoris, se entiende por los especialistas
en la técnica que se pueden alterar otras células huésped eucariotas, incluyendo otras especies de huéspedes de levadura
y fiingicos, como se describe en este documento, para producir glucoproteinas de tipo humano. Las técnicas descritas
en este documento para la identificacion y alteracién de genes de glucosilacion de célula huésped indeseables, por
ejemplo, OCH1, se entiende que se puede aplicar a estos y/u otros genes homdlogos o relacionados funcionalmente
en otras células huésped eucariotas tales como otras cepas de levadura y fiingicas. Como se describe en el Ejemplo 9,
los genes ochl mnnl se delecionaron de K. lactis para modificar una célula huésped que conduce a N-glucanos que se
convierten completamente en MansGIlcNAc, por 1,2-manosidasa (Figura 12C).

El gen MNNI se clon6 de K. lactis como se describe en el Ejemplo 9. Las secuencias de 4dcido nucleico y de
aminodcidos deducida del gen MNNI de K. lactis se muestran en las SEC ID N°: 43 y 44, respectivamente. Mediante
el uso de cebadores especificos de genes, se prepar6 una construccién para delecionar el gen de MNNI del genoma
de K. lactis (Ejemplo 9). Las células huésped empobrecidas en actividades de ochl y mnnl producen N-glucanos que
tienen una estructura de hidrato de carbono ManyGIdNAc, (véase, por ejemplo, la Figura 12B). Tales células huésped
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se pueden modificar usando adicionalmente, por ejemplo, procedimientos y bibliotecas de la invencién para producir
glucoproteinas de tipo mamifero o humanas.

Por tanto, en otra realizacion, en este documento se describe una molécula de dcido nucleico aislada que tiene una
secuencia de dcido nucleico que comprende o que esta constituida por al menos cuarenta y cinco, preferiblemente al
menos 50, mas preferiblemente al menos 60 y mucho mas preferiblemente 75 o mas restos de nucleétidos del gen
MNNI de K. lactis (SEC ID N°: 43) y homdlogos, variantes y derivados de la misma. También se describen en este
documento moléculas de dcido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas con las moléculas de dcido nucleico
que se han descrito anteriormente. De forma similar, se proporcionan polipéptidos aislados (incluyendo muteinas,
variantes alélicas, fragmentos, derivados y andlogos) codificados por las moléculas de 4cido nucleico descritas en
este documento. Ademds, también se describen en este documento vectores, incluyendo vectores de expresion, que
comprenden una molécula de acido nucleico descrita en este documento, como se describe adicionalmente en este
documento. De forma similar, se proporcionan células huésped transformadas con las moléculas de 4cido nucleico o
vectores descritos en este documento.

Otro aspecto descrito en este documento, por tanto, se refiere a una cepa huésped eucariota no humana que ex-
presa glucoproteinas que comprenden N-glucanos modificados que se parecen a los preparados por células humanas.
El realizar los procedimientos de la invencidn en especies diferentes de células de levadura y fingicas, por tanto, se
considera y se describe adicionalmente en este documento. Se considera que se puede usar una biblioteca de dcido
nucleico combinatoria descrita en este documento para seleccionar construcciones que modifican la ruta de glucosi-
lacién en cualquier sistema de célula huésped eucariota. Por ejemplo, las bibliotecas combinatorias descritas en este
documento también se pueden usar en plantas, algas e insectos y en otras células huésped eucariotas, incluyendo cé-
lulas de mamifero y humanas, para localizar proteinas, incluyendo enzimas de glucosilacién o dominios cataliticos
de las mismas, en una localizacién deseada a lo largo de una ruta secretora de célula huésped. Preferiblemente, las
enzimas de glucosilacién o dominios cataliticos y similares se dirigen a una localizacién subcelular a lo largo de la
ruta secretora de célula huésped donde son capaces de funcionar y, preferiblemente, donde se disefian o seleccionan
para funcionar de forma mas eficaz.

Las células vegetales y de insecto también se pueden modificar para alterar la glucosilacién de proteinas expresa-
das usando la biblioteca combinatoria y los procedimientos de la invencién. Ademds, la glucosilacién en células de
mamifero, incluyendo células humanas, también se puede modificar usando la biblioteca combinatoria y los procedi-
mientos de la invencién. Puede ser posible, por ejemplo, optimizar una actividad enzimadtica particular o modificar de
otro modo las proporciones relativas de diversos N-glucanos preparados en una célula huésped de mamifero usando la
biblioteca combinatoria y los procedimientos de la invencién.

Los ejemplos de modificaciones de glucosilacién que se pueden realizar usando un procedimiento de acuerdo
con esta realizacion de la invencién son: (1) modificar una célula huésped eucariota para cortar restos de manosa de
MangGIlcNAc, para producir un N-glucano MansGIcNAc,; (2) modificar una célula huésped eucariota para afiadir un
resto de N-acetilglucosamina (GlcNAc) a Mans;GlcNAc, por accion de GlcNAc transferasa I; (3) modificar una célula
huésped eucariota para expresar funcionalmente una enzima tal como una N-acetilglucosaminil Transferasa (GnTI,
GnTII, GnTHI, GnTIV, GnTV, GnTVI), manosidasa II, fucosiltransferasa (FT), galactosil tranferasa (GalT) o una
sialiltransferasa (ST).

Al repetir el procedimiento, se pueden incorporar rutas de glucosilaciéon cada vez mds complejas en un huésped
diana, tal como un microorganismo eucariota inferior. En una realizacién preferida, el organismo huésped se trans-
forma dos o mds veces con bibliotecas de ADN que incluyen secuencias que codifican actividades de glucosilacién.
La seleccion de fenotipos deseados se puede realizar después de cada ronda de transformacidn o, alternativamente,
después de que hayan tenido lugar varias transformaciones. Las rutas de glucosilacién complejas se pueden modificar
de forma répida de este modo.

Reacciones de Glucosilacion Secuencial

En una realizacién preferida, tales bibliotecas de péptido de direccién/dominio catalitico estin disefiadas para
incorporar informacion existente sobre la naturaleza secuencial de las reacciones de glucosilacién en eucariotas supe-
riores. Las reacciones que se sabe que tienen lugar de forma temprana en el curso del procesamiento de glucoproteina
requieren la direccién de enzimas que catalizan tales reacciones a una parte temprana del Golgi o el RE. Por ejemplo,
el corte de MangGIcNAc, a MansGIcNAc, por manosidasas es una etapa temprana en la formacién de N-glucano com-
plejo (Figuras 1B y 35A). Debido a que el procesamiento de proteina se inicia en el RE y después avanza a lo largo
del Golgi temprano, medial y tardio, es deseable que esta reaccion tenga lugar en el RE o Golgi temprano. Cuando
se disefia una biblioteca para la localizacién de manosidasa I, por ejemplo, se intenta, por tanto, hacer coincidir las
seflales de direcciéon de RE y Golgi temprano con el dominio catalitico de manosidasa I.

Generacion de Diversidad de Secuencia Adicional

El procedimiento de esta realizacién es mas eficaz cuando un dcido nucleico, por ejemplo, una biblioteca de ADN,
introducida por transformacién en el huésped contiene una gran diversidad de secuencias, aumentando de este modo la
probabilidad de que al menos un transformante mostrara el fenotipo deseado. Las mutaciones de un solo aminoécido,
por ejemplo, pueden alterar espectacularmente la actividad de enzimas de procesamiento de glucoproteinas (Romero
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y col. (2000) J. Biol. Chem. 275(15): 11071-4). Por consiguiente, antes de la transformacién, una genoteca de ADN o
un sub-biblioteca constituyente se puede someter a una o mds técnicas para generar diversidad de secuencia adicional.
Por ejemplo, una o mds rondas de transposicién de genes, PCR con tendencia a error, mutagénesis in vitro u otros pro-
cedimientos para generar diversidad de secuencia se pueden realizar para obtener una mayor diversidad de secuencias
dentro de la combinacién de construcciones de fusién.

Secuencias de Control de la Expresion

Ademis de las secuencias de fase de lectura abierta que se han descrito anteriormente, generalmente es preferible
proporcionar a cada construccién de biblioteca secuencias de control de la expresion, tales como promotores, termi-
nadores de la transcripcidn, potenciadores, sitios de unién a ribosoma y otras secuencias funcionales como puede ser
necesario para garantizar la transcripcién y traduccion eficaz de las proteinas de fusién después de la introduccién por
transformacion de construcciones de fusioén en el organismo huésped.

Los componentes de vector adecuados, por ejemplo, marcadores de seleccion, secuencias de control de la expresion
(por ejemplo, promotor, potenciadores, terminadores y similares) y, opcionalmente, secuencias requeridas para la re-
plicacion auténoma en una célula huésped, se seleccionan como una funcién de qué célula huésped particular se elige.
Los criterios de seleccion para componentes de vector adecuados para el uso en una célula huésped de mamifero o eu-
cariota inferior particular son rutinarios. Las células huésped eucariotas inferiores preferidas de la invencién incluyen
Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia opuntiae,
Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia methanolica, Pi-
chia sp., Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp., Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp., Kluyveromyces
lactis, Candida albicans, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei, Chrysos-
porium lucknowense, Fusarium sp., Fusarium Gramineum, Fusarium venenatum y Neurospora crassa. Cuando el
huésped es Pichia pastoris, los promotores adecuados incluyen, por ejemplo, los promotores AOX1, AOX2, GAPDH
y P40.

Marcadores de Seleccion

También es preferible proporcionar a cada construccion al menos un marcador de seleccion, tal como un gen para
otorgar resistencia a fairmacos o para complementar una lesién metabédlica del huésped. La presencia del marcador es
util en la seleccién posterior de transformantes; por ejemplo, en levadura se pueden usar los genes URA3, HIS4, SUC2,
G418, BLA o SH BLE. Se conoce una multitud de marcadores de seleccién y estdn disponibles para el uso en células
huésped de levadura, hongos, plantas, insectos, de mamifero y otras eucariotas.

Transformacion

Después, la biblioteca de 4cido nucleico se introduce por transformacion en el organismo huésped. En levaduras, se
puede usar cualquier procedimiento conveniente de transferencia de ADN, tal como electroporacion, el procedimiento
de cloruro de litio o el procedimiento de esferoplastos. En hongos filamentosos y células vegetales, los procedimientos
convencionales incluyen bombardeo con particulas, electroporacidn y transformaciéon mediada por agrobacterium.
Para producir una cepa estable adecuada para cultivo de alta densidad (por ejemplo, fermentacién en levadura), es
deseable integrar las construcciones de genoteca de ADN en el cromosoma del huésped. En una realizacion preferida,
la integracion tiene lugar por recombinacién homoéloga, usando técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo,
se proporcionan elementos de genoteca de ADN con secuencias flanqueantes homdlogas a secuencias del organismo
huésped. De este modo, la integracion tiene lugar en un sitio definido en el genoma del huésped, sin alteracién de
genes deseables o esenciales.

En una realizacién especialmente preferida, el ADN de genoteca se integra en el sitio de un gen indeseado en
un cromosoma del huésped, realizando la alteracién o delecién del gen. Por ejemplo, la integracion en los sitios de
los genes OCHI, MNNI1 o MNN4 permite la expresién de un ADN de biblioteca deseado mientras que se evita la
expresion de enzimas implicadas en la hipermanosilacién de levadura de glucoproteinas. En otras realizaciones, se
puede introducir el ADN de la biblioteca en el huésped por una molécula de 4cido nucleico, plasmido, vector (por
ejemplo, vector viral o retroviral), cromosoma, y se puede introducir como una molécula de 4cido nucleico auténoma
o por integracién homdloga o aleatoria en el genoma del huésped. En cualquier caso, generalmente es deseable incluir
dentro de cada construccién de ADN de biblioteca al menos un gen marcador de seleccién para permitir la seleccion
sencilla de organismos huésped que se han transformado de forma estable. Son especialmente adecuados los genes
marcadores reciclables tales como ura3, que se pueden seleccionar en positivo o negativo.

Procedimientos de Exploracion y Seleccion

Después de la transformacién de la cepa huésped con la genoteca de ADN, se seleccionan los transformantes
que presentan un fenotipo de glucosilacién deseado. La seleccién se puede realizar en una tinica etapa o por una
serie de etapas de enriquecimiento y/o empobrecimiento fenotipico usando cualquiera de una diversidad de ensayos o
procedimientos de deteccion. La caracterizacion fenotipica se puede realizar manualmente o usando un equipamiento
de exploracion de alto rendimiento automatizado. De forma comun, un microorganismo huésped presenta N-glucanos
de proteina sobre la superficie celular, donde se localizan diversas glucoproteinas.
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Se pueden explorar las células que tienen la mayor concentraciéon de GlcNAc terminal sobre la superficie celular,
por ejemplo, o las células que secretan la proteina con el mayor contenido de GlcNAc terminal. Tal exploracién se
puede basar en un procedimiento visual, como un procedimiento de tincidn, la capacidad de unirse a anticuerpos
de unién de GlcNAc terminal especificos o lectinas conjugadas con un marcador (tales lectinas estdn disponibles en
E. Y. Laboratories Inc., San Mateo, CA), la capacidad reducida de lectinas especificas de unirse a restos de manosa
terminales, la capacidad de incorporar un azicar marcado radiactivamente in vitro, unidn alterada a colorantes o
superficies cargadas o se puede conseguir usando un dispositivo de Separacion de Células Activadas por Fluorescencia
(FACS) junto con una lectina o anticuerpo marcado con fluoréforo (Guillen y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95(14): 7888-7892).

Por consiguiente, las células intactas se pueden explorar para un fenotipo de glucosilacién deseado exponiendo las
células a una lectina o un anticuerpo que se une especificamente al N-glucano deseado. Estd disponible en el mercado
una amplia diversidad de lectinas especificas de oligosacdridos (por ejemplo, en EY Laboratories, San Mateo, CA).
Alternativamente, estdn disponibles en el mercado anticuerpos para N-glucanos humanos o animales especificos o se
pueden producir usando técnicas convencionales. Una lectina o anticuerpo apropiado se puede conjugar a una molécula
indicadora, tal como un croméforo, fluoréforo, radioisétopo o una enzima que tiene un sustrato cromogénico (Guillen
y col., 1998. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(14): 7888-7892).

Después, la exploracion se puede realizar usando procedimientos analiticos tales como espectrofotometria, fluo-
rimetria, separacién de células activadas por fluorescencia o recuento por escintilaciéon. En otros casos, puede ser
necesario analizar glucoproteinas aisladas o N-glucanos de células transformadas. El aislamiento de proteina se puede
realizar por técnicas conocidas en la técnica. En una realizacion preferida, una proteina indicadora se secreta al medio
y se purifica por cromatografia de afinidad (por ejemplo, cromatografia de afinidad de Ni o afinidad de glutatién S-
transferasa). En los casos en los que se prefiere un N-glucano aislado, se puede usar una enzima tal como endo-8-N-
acetilglucosaminidasa (Genzyme Co., Boston, MA, New England Biolabs, Beverly, MA) para escindir los N-glucanos
de glucoproteinas. Después, se pueden analizar proteinas aisladas o N-glucanos por cromatografia liquida (por ejem-
plo, HPLC), espectrometria de masas u otros medios adecuados. La Patente de Estados Unidos N° 5.595.900 describe
varios procedimientos por los que se pueden identificar células con estructuras de hidratos de carbono extracelulares
deseadas. En una realizacién preferida, se usa espectrometria de masas MALDI-TOF para analizar los N-glucanos
escindidos.

Antes de la seleccion de un transformante deseado, puede ser deseable agotar la poblacién transformada de célu-
las que tengan fenotipos indeseados. Por ejemplo, cuando se usa el procedimiento para incorporar una actividad de
manosidasa funcional en células, los transformantes deseados tendrdn niveles menores de manosa en la glucoproteina
celular. La exposicién de la poblacion transformada a un radioisétopo letal de manosa en el medio agota la poblacién
de transformantes que tienen el fenotipo indeseado, es decir, niveles altos de manosa incorporada (Huffaker y Rob-
bins (1983) Proc Natl Acad Sci USA. 80 (24): 7466-70). Alternativamente, se puede usar una lectina o un anticuerpo
citotéxico, dirigido contra un N-glucano indeseable, para agotar una poblacién transformada de fenotipos indeseados
(por ejemplo, Stanley y Siminovitch (1977) Somatic Cell Genet 3(4): 391-405). La Patente de Estados Unidos N°
5.595.900 describe varios procedimientos por los que se pueden identificar células con una estructura de hidrato de
carbono extracelular deseada. La realizacion de forma repetida de esta estrategia permite la incorporacién secuencial
de glucanos mds y mds complejos en eucariotas inferiores.

Para detectar células huésped que tengan sobre su superficie un alto grado del intermedio de N-glucano de tipo
humano GlcNAcMan;GlcNAc,, por ejemplo, se pueden seleccionar transformantes que permiten la transferencia més
eficaz de GIcNAc por GIcNAc Transferasa de UDP-GIcNAc en un ensayo celular in vitro. Esta exploracion se puede
realizar cultivando células que alojan la biblioteca introducida por transformacién bajo presion selectiva sobre una
placa de agar y transfiriendo colonias individuales a una placa de microtitulacién de 96 pocillos. Después de cultivar
las células, las células se centrifugan, las células se resuspenden en tampén y después de la adicién de UDP-GIcNAc
y GnTII, la liberacion de UDP se determina por HPLC o un ensayo ligado a enzimas para UDP. Alternativamente,
se puede usar UDP-GIcNAc y GnTII marcado radiactivamente, lavar las células y después buscar la liberacién de
GIcNAc radiactiva por N-acetilglucosaminidasa. Todo esto se puede realizar manualmente o de manera automatizada
mediante el uso de equipamiento de exploracién de alto rendimiento. Los transformantes que liberan mas UDP, en el
primer ensayo, o mas GIcNAc marcada radiactivamente en el segundo ensayo, se espera que tengan un mayor grado
de GlcNAcMan;GlcNAc, sobre su superficie y, por tanto, constituyen el fenotipo deseado. Se pueden adaptar ensayos
similares para buscar los N-glucanos en proteinas secretadas del mismo modo.

Alternativamente, se puede usar cualquier otra exploracion adecuada tal como un ensayo de unién de lectina
que sea capaz de poner de manifiesto patrones de glucosilacién alterados sobre la superficie de células transforma-
das. En este caso, la unién reducida de lectinas especificas para manosas terminales puede ser una herramienta de
seleccion adecuada. La lectina de Galantus nivalis se une especificamente a @-1,3 manosa terminal, que se espe-
ra que se reduzca si estd presente suficiente actividad de manosidasa II en el Golgi. También se puede enriquecer
en transformantes deseados realizando una etapa de separacién cromatografica que permita la retirada de células
que contienen un alto contenido de manosa terminal. Esta etapa de separacion se realizaria con una columna de
lectina que se une especificamente a células con un alto contenido de manosa terminal (por ejemplo, lectina de Ga-
lantus nivalis unida a agarosa, Sigma, St. Louis, MO) con respecto a las que tienen un bajo contenido de manosa
terminal.
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Ademads, se pueden crear directamente tales construcciones de proteina de fusion, ya que informacién adicional son
respecto a la localizacién de enzimas modificadoras de hidratos de carbono activas en diferentes huéspedes eucariotas
inferiores que estd disponible en la bibliografia cientifica. Por ejemplo, se conoce que §1,4-GalTr humana se puede
fusionar al dominio de membrana de MNT, una manosiltransferasa de S. cerevisiae y se localiza en el aparato de
Golgi mientras que conserva su actividad catalitica (Schwientek y col. (1995) J. Biol. Chem. 270 (10): 5483-9). Si S.
cerevisiae o un organismo relacionado es el huésped a modificar, se pueden incorporar directamente tales hallazgos
en la estrategia global para obtener N-glucanos complejos de tal huésped. Varios de tales fragmentos génicos en P.
pastoris se han identificado que estdn relacionados con glucosiltransferasas en S. cerevisiae y, por tanto, se podrian
usar con ese proposito.

Sitios de Integracion

Como un objetivo final de este esfuerzo de modificacién genética es una cepa de produccién de proteina robusta que
sea capaz de funcionar bien en un procedimiento de fermentacién industrial, la integracién de miiltiples genes en el cro-
mosoma del huésped (por ejemplo, fingico) implica preferiblemente una planificacién cuidadosa. La cepa modificada
probablemente se tiene que transformar con una variedad de diferentes genes y estos genes se tendrdn que transformar
de un modo estable para garantizar que la actividad deseada se mantenga a lo largo del procedimiento de fermentacion.
Como se describe en este documento, cualquier combinacién de diversas actividades enzimdticas deseadas se puede
introducir por ingenieria en el huésped de expresioén de proteina flingica, por ejemplo, sialiltransferasas, manosidasas,
fucosiltransferasas, galactosiltransferasas, glucosiltransferasas, GIcNAc transferasas, transportadores especificos del
RE y Golgi (por ejemplo, transportadores de cotransporte unidireccional y bidireccional para UDP-galactosa y otros
precursores), otras enzimas implicadas en el procesamiento de oligosacdridos y enzimas implicadas en la sintesis de
precursores de oligosacaridos activados tales como UDP-galactosa, CMP-dcido-N-acetilneuraminico. Los ejemplos
de procedimientos preferidos para modificar la glucosilacién en una célula huésped eucariota inferior, tal como Pichia
pastoris, se muestran en la Tabla 6.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 6

Algunas realizaciones preferidas para modificar glucosilacién en un microorganismo
eucariota inferior

Estructura Deseada Actividades Fuentes Deleciones | Transportadores
Cataliticas Adecuadas de| Génicas y/o Fosfatasas
Adecuadas Secuencias de | Adecuadas Adecuadas
Localizacion
MansGlcNAc, o -1,2-manosidasa |Mnsl (Extremo|OCH1 Ninguno
(murina, humana, [N, MNN4
Bacillus sp., S. cerevisiag) |MNN6
A. nidulans) Och1
(Extremo N,
S.
cerevisiae,
P. pastoris)
Ktr1 Mnn9
Mnt1 (S.
cerevisiae)
KDEL, HDEL
(Extremo C)
GleNAcMan:GlcNAc, |GIcNAc Ochl (Extremo|OCH1 Transportador de
Transferasa LIN, S.|MNN4 UDP-GIcNAc
(humana, murina,|cerevisiae, MNN6 (humano, murino,

de rata, etc.)

P. pastoris)
Extremo KTR1
Mnn1
(Extremo N,
S. cerevisiae)
Mnt1
(Extremo /V,
S. cerevisiae)
GDPasa
(Extremo /V,
S. cerevisiag)

K. lactis), UDPasa
(humana)
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Algunas realizaciones preferidas para modificar glucosilacion en un microorganismo
eucariota inferior

Estructura Deseada Actividades Fuentes Deleciones | Transportadores
Cataliticas Adecuadas de| Génicas y/o Fosfatasas
Adecuadas Secuencias de | Adecuadas Adecuadas
Localizacién
GlcNAcMans;GlcNAc, |Manosidasa |l Ktrl Mnn1 OCH'1 Transportador de
(Extremo N, MNN4 UDP-GIcNAc
S. cerevisiae) |MNN6 (humano, murino,
Mnt1 K. lactis), UDPasa
(Extremo N, (humana
S. cerevisiae)
Kre2/Mnt1
(S. cerevisiae)
Kre2 (P.
pastoris) Kirl
(S. cerevisiae)
Ktrl (P.
pastoris)
Mnn1 (S.
cerevisiae)
GlcNAC(2.4)- GlcNAc Mnn1 OCH1 transportador  de
Mans;GlcNAc, Transferasa Il, lll,[(Extremo N, MNN4 UDP-GIcNAc
v,V S. cerevisiae) |MNN6 (humano, murino,

Mnt1
(Extremo N)

(humana, murina)

S. cerevisiae)
Kre2/Mntl  (S.
cerevisiae)
Kre2
pastoris)

(P.
Ktr1
(S. cerevisiae)
Kirl (P.
pastoris) Mnn1
(S. cerevisiag)

K. lactis) UDPasa

(humano)
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Algunas realizaciones preferidas para modificar glucosilacion en un microorganismo
eucariota inferior

Estructura Deseada Actividades Fuentes Deleciones | Transportadores
Cataliticas Adecuadas de| Génicas y/o Fosfatasas
Adecuadas Secuencias de| Adecuadas Adecuadas
Localizaciéon
Gal(1-4GlcNACo-4- B-1,4-Galactosil Mnn1 OCH1 transportador  de
Man;GlcNAc, transferasa (Extremo N, MNN4 UDP-
(humana) S. cerevisiae) |MNN6 Galactosa
Mnt1 (humano,
(Extremo N, S. pombe)

S. cerevisiae)
Kre2/Mntl (S.
cerevisiae)
Kre2 (P.
pastoris) Ktrl
(S. cerevisiae)
Ktrl (P.
pastoris)

Mnn1 (S.
cerevisiae)
NANA4-Gal(:- o-2,6- KTR1 MNN1 OCH1 Transportador de
o GICNAC 2.4 Sialiltransferasa (Extremo N, MNN4 CMP-acido  Sialico
Mans;GlcNAC, (humana) a-2,3- S. cerevisiae) |MNN6 (humano)
Sialiltransferasa MNT1
(Extremo N,

S. cerevisiae)
Kre2/Mnt1

(S. cerevisiage)
Kre2 (P.
pastoris) Kirl
(S. cerevisiae)
Ktrl (P.
pastoris)
MNNT1 (S.
cerevisiae)

Como una estrategia para modificar la formacién de N-glucanos complejos en una célula huésped tal como un
eucariota inferior implica tanto la eliminacién como la adicién de actividades de glucosiltransferasa particulares, un
esquema comprensible intentard coordinar ambos requisitos. Los genes que codifican enzimas que son indeseables
sirven como sitios de integracién potenciales para genes que son deseables. Por ejemplo, la actividad de 1,6 mano-
siltransferasa es un distintivo de glucosilacién en muchos eucariotas inferiores conocidos. El gen que codifica alfa-

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335345 T3

1,6-manosiltransferasa (OCH1) se ha clonado de S. cerevisiae y mutaciones en el gen dan lugar a un fenotipo viable
con manosilacién reducida. El locus génico que codifica la actividad de alfa-1,6-manosiltransferasa, por lo tanto, es
una diana principal para la integracion de genes que codifican actividad de glucosiltransferasa. De un modo similar,
se puede elegir una diversidad de otros sitios de integracién cromosdmicos que, basdndose en un acontecimiento de
alteracién de gen en ese locus, se espera que: (1) mejoren la capacidad de las células de glucosilar de un modo mas
de tipo humano, (2) mejoren la capacidad de las células de secretar proteinas, (3) reduzcan la protedlisis de proteinas
extrafias y (4) mejoren otras caracteristicas del procedimiento que faciliten la purificacién o el propio procedimiento
de fermentacidn.

Glucoproteinas Diana

Los procedimientos descritos en este documento son ttiles para producir glucoproteinas, especialmente glucopro-
tefnas usadas terapéuticamente en seres humanos. Las glucoproteinas que tienen glucoformas especificas pueden ser
especialmente ttiles, por ejemplo, en la direccién de proteinas terapéuticas. Por ejemplo, se ha demostrado que ma-
nosa-6-fosfato dirige las proteinas al lisosoma, lo que puede ser esencial para la funcién apropiada de varias enzimas
relacionadas con trastornos de almacenamiento lisosomico tales como enfermedad de Gaucher, de Hunter, de Hurler,
de Scheie, de Fabry y de Tay-Sachs, por mencionar solamente unas pocas. Asimismo, la adicién de uno o mds res-
tos de 4cido sidlico a una cadena lateral de glucano puede aumentar la vida de una glucoproteina terapéutica in vivo
después de la administracién. Por consiguiente, las células huésped (por ejemplo, de eucariota inferior o mamifero) se
pueden modificar genéticamente para aumentar el alcance de 4cido sidlico terminal en glucoproteinas expresadas en
las células. Alternativamente, se puede conjugar 4cido sidlico a la proteina de interés in vitro antes de la administracién
usando una transferasa de 4cido sidlico y un sustrato apropiado. Se pueden emplear cambios en la composicién del
medio de cultivo ademads de la expresion de actividades enziméticas implicadas en glucosilacién de tipo humano para
producir glucoproteinas que se parecen mds estrechamente a formas humanas (Weikert y col. (1999) Nature Biotech-
nology 17, 1116-1121; Werner y col. (1998) Arzneimittelforschung 48(8): 870-880; Andersen y Goochee (1994) Cur.
Opin. Biotechnol. 5: 546-549; Yang y Butler (2000) Biotechnol. Bioengin. 68(4): 370-380). Se ha demostrado que
las modificaciones de glucano especificas de anticuerpos monoclonales (por ejemplo, la adicién de una GlcNAc de
biseccion) mejoran la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Umana y col. (1999) Nat. Biotechnol. 17(2):
176-80), lo que puede ser deseable para la produccién de anticuerpos u otras proteinas terapéuticas.

Las proteinas terapéuticas se administran tipicamente por inyeccidn, por via oral, por via pulmonar u otros medios.
Los ejemplos de glucoproteinas diana adecuadas que se pueden producir de acuerdo con la invencién incluyen, sin
limitacidn: eritropoyetina, citocinas tales como interferén-a, interferén-8 y interferén-y, interferén-w y granulocito-
CSF, factores de coagulacién tales como factor VIII, factor IX y proteina humana C, cadena « de receptor de IgE
soluble, IgG, fragmentos de IgG, IgM, interleucinas, urocinasa, quimasa, inhibidor de tripsina de urea, proteina de
unién de IGF, factor de crecimiento epidérmico, factor de liberacién de hormona del crecimiento, proteina de fusién
de anexina V, angiostatina, factor de crecimiento endotelial vascular 2, factor inhibidor de progenitor mieloide-1,
osteoprotegerina, a-1-antitripsina, ADNasa II y a-feto proteinas, AAT, thTBP-1 (onercept, también conocido como
proteina de unién a TNF 1), TACI-Ig (interaccionador de ligando de ciclofilina y modulador de calcio y activador
transmembrana), FSH (hormona estimuladora de foliculos), GM-CSF, GLP-1 (proteina similar a glucagén 1) con y
sin agonista de receptor FC de IL-1, sTNFr, (enbrel, también conocido como fusién de Fc de receptor de TNF soluble),
ATTII, rhThrombina, glucocerebrosidasa y CTLA4-Ig (Antigeno 4 asociado a Linfocitos T Citotéxicos-Ig).

Expresion de GnT- para Reforzar la Funcionalidad de Anticuerpos

La adicién de restos de N-acetilglucosamina a la estructura de GlcNAcMan;GIcNAc, por N-acetilglucosaminil-
transferasas II y III produce un denominado N-glucano GlcNAc;Man;GlcNAc, bisecado (Figura 15). Esta estructura
se ha implicado en una mayor citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Umana y col. (1999) Nat.
Biotechnol. 17(2): 176-80). La re-modificacién de glucoformas de inmunoglobulinas expresadas por células de ma-
mifero es una tarea tediosa y compleja. Especialmente en el caso de GnTIII, donde la sobre-expresion de esta enzima
se ha implicado en la inhibicién del crecimiento, se han tenido que emplear procedimientos que implican expresion
génica regulada (inducible) para producir inmunoglobulinas con N-glucanos bisecados (Umana y col. (1999) Biote-
chnol Bioeng. 65(5): 542-9; Umana y col. (1999) Nat. Biotechnol. 17(2): 176-80); Umana y col., documento WO
03/011878; Patente de Estados Unidos N°.6.602.684.

Por consiguiente, en otra realizacion, la invencidn proporciona sistemas y procedimientos para producir N-glucanos
de tipo humano que tienen N-acetilglucosamina (GlcNAc) de biseccién en una estructura central de trimanosa o
pentamanosa. Por tanto, las inmunoglobulinas que tienen N-glucanos bisecados se pueden producir de acuerdo con
los procedimientos de la presente invencion. Los sistemas y procedimientos descritos en este documento no padecerdn
problemas previos, por ejemplo, citotoxicidad asociada con sobre-expresiéon de GnTIII o ADCC, ya que las células
huésped de la invencién se modifican y seleccionan para ser células viables y preferiblemente robustas que producen
N-glucanos que tienen glucoformas de tipo humano sustancialmente modificadas tales como GIcNAc,Man;GIlcNAc,.
Por tanto, la adicién de una N-acetilglucosamina de biseccidn en una célula huésped de la invencién tendrd un efecto
insignificativo sobre el fenotipo de crecimiento o la viabilidad de estas células huésped.

Ademas, el trabajo de otros ha mostrado que no existe una correlacion lineal entre los niveles de expresion de
GnTIIl y el grado de ADCC. Umana y col. (1999) Nature Biotechnol. 17: 176-80. Por tanto, parece que es un desafio
encontrar el nivel de expresién 6ptimo en células de mamifero y mantener el mismo a lo largo de un procedimiento de
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fermentacién aprobado por la FDA. Sin embargo, en las células de la invencion, tales como células fiingicas, el hallar
un promotor de una fuerza apropiada para establecer un nivel de expresién de GnTIII robusto, fiable y 6ptimo, es una
tarea comparativamente sencilla para el especialista en la técnica.

Una célula huésped de levadura o unicelular o multicelular capaz de producir glucoproteinas con N-glucanos de
biseccién se modifica de acuerdo con la invencién introduciendo en la célula huésped la actividad de GnTIII de la
invencion (Ejemplo 12). La célula huésped se transforma con un 4cido nucleico que codifica los dominios de GnTIII
de la invencién (véase, por ejemplo, la Figura 24) que tienen actividad enzimatica, fusionado opcionalmente con un
péptido de direccidn sefial de célula heterélogo (por ejemplo, usando las bibliotecas y procedimientos asociados de la
invencién). Las células huésped modificadas para expresar la actividad de GnTIII de la invencién producirdn mayores
titulos de anticuerpos de lo que son capaces las células de mamifero. También producirdn anticuerpos con una mayor
potencia con respecto a ADCC.

Se ha demostrado que los anticuerpos producidos por lineas de células de mamifero transfectadas con GnTIII son
tan eficaces como los anticuerpos producidos por lineas celulares no transfectadas, pero a una concentracién 10-20
veces menor (Davies y col. (2001) Biotechnol. Bioeng. 74(4): 288-94). Un aumento de productividad del vehiculo de
produccién de la invencidn con respecto a sistemas de mamifero en un factor de veinte, y un aumento de diez veces
de la potencia dard como resultado una mejora de productividad neta de doscientos. Por tanto, se pueden producir
altos titulos de un anticuerpo que tiene una alta potencia (por ejemplo, hasta varios 6rdenes de magnitud mds potente
de lo que se puede producir actualmente) de acuerdo con los procedimientos de la presente invencion. El sistema y
procedimiento es seguro y proporciona anticuerpos de alta potencia con un bajo coste en periodos de tiempo cortos.
Las células huésped modificadas para expresar la actividad de GnTIII de acuerdo con la invencién producen inmuno-
globulinas que tienen N-glucanos bisecados a velocidades de al menos 50 mg/litro/dia hasta al menos 500 mg/litro/d{a.
Ademds, cada molécula de inmunoglobulina (Ig) (que comprende GlcNAc de biseccién) es mds potente que la misma
molécula de Ig producida sin GIcNAc de biseccion.

Lo siguiente son ejemplos que ilustran diversos aspectos de la invencion. Estos ejemplos no se deben considerar
como limitantes: los ejemplos se incluyen solamente con fines de ilustracién.
Ejemplo 1

Clonacion y Alteracion del gen OCH1 en P._pastoris

Generacion de un mutante de OCHI en P_pastoris

Una ORF de 1215 pb del gen OCHI de P. pastoris que codifica una supuesta a-1,6 manosiltransferasa se am-
plificé a partir de ADN gendmico de P. pastoris (cepa X-33, Invitrogen, Carlsbad, CA) usando los oligonucleétidos
5’-ATGGCGAAGGCAGATGGCAGT-3’ (SEC ID N°: 3) y 5’-TTAGTCCTTCCAACTTCCTTC-3" (SEC ID N°: 4)
que se disefiaron basidndose en la secuencia de OCHI de P. pastoris (Publicacién de Solicitud de Patente Japonesa
N° 8-336387). Posteriormente, se amplificaron 2685 pb cadena arriba y 1175 pb cadena abajo de la ORF del gen
OCH] de una genoteca de ADN gendmico de P. pastoris (Boehm, T. y col. (1999) Yeast 15(7): 563-72) usando los
oligonucledtidos internos 5’-ACTGCCATCTGCCTTCGCCAT-3" (SEC ID N°: 47) en el gen OCHI y 5’-GTAATAC
GACTCACTATAGGGC-3’ T7 (SEC ID N°: 48) y oligonucleétidos 5°-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ T3 (SEC
ID N°: 4), en la cadena principal del plasmido lambda ZAP II que lleva la biblioteca (Stratagene, La Jolla, CA). El
fragmento resultante de 5075 pb se clond en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se denominé PBKO.

Después de ensamblar una construccidon knockout génica que sustituyé la fase de lectura de OCHI con un gen
de resistencia HIS4, P. pastoris se transformé y las colonias se exploraron para sensibilidad a temperatura a 37°C.
Las mutantes de OCH|I de S. cerevisiae son sensibles a temperatura y crecen lentamente a temperaturas elevadas. Por
tanto, se pueden identificar homdlogos funcionales de OCHI en P. pastoris complementando un mutante de OCH1 de
S. cerevisiae con una genoteca de ADN o ADNc de P. pastoris. Aproximadamente 20 cepas sensibles a temperatura
se sometieron adicionalmente a una exploracién por PCR de colonias para identificar colonias con un gen de ochl
delecionado. Se obtuvieron varias deleciones de ochl.

El pBK9.1 linealizado, que tiene una secuencia de 2,1 kb cadena arriba y una secuencia de 1,5 kb cadena abajo
del casete del gen OCHI que lleva el gen HIS4 de Pichia, se introdujo por transformacién en BK1 de P. pastoris
[GS115 (his4 Invitrogen Corp., San Diego, CA) que lleva el gen de IFN-S humano en el locus de AOX/] para anular el
gen OCH] de tipo silvestre. La exploracidn inicial de transformantes se realiz6 usando medio de retirada de histidina
seguido de siembra por duplicado para seleccionar las colonias sensibles a temperatura. Veinte de doscientas de las
colonias positivas a histidina mostraron un fenotipo sensible a temperatura a 37°C. Para excluir la integracion aleatoria
de pBKO.1 en el genoma de Pichia, los 20 aislados sensibles a temperatura se sometieron a PCR de colonias usando
cebadores especificos para la secuencia cadena arriba del sitio de integracién y para la ORF de HIS4. Dos de las
veinte colonias eran defectuosas en ochl y se analizaron adicionalmente usando una transferencia de Southern y una
transferencia de Western indicando la alteracion de ochl funcional por la construccién knock-out de ochl. El ADN
gendmico se digirié usando dos enzimas de restriccion separadas Bglll y Clal para confirmar el knock-out de ochl y
para confirmar la integracion en la fase de lectura abierta. La transferencia de Western mostré mutantes de ochl que
carecian de una banda separada producida en el tipo silvestre de GS115 en 46,2 kDa.
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Ejemplo 2
Modificacion de P._pastoris con a-1,2-Manosidasa para Producir Precursores de IFN-3 que Contienen MansGIlcNAc,

Se requiere una a-1,2-manosidasa para el corte de MangGlcNAc, para producir MansGIcNAc,, un intermedio
esencial para la formacién de N-glucano complejo. Aunque la produccién de un precursor de MansGlcNAc, es esen-
cial, no es necesariamente suficiente para la produccién de glucanos hibridos y complejos debido a que el isémero
especifico de Mans;GIcNAc, puede o no ser un sustrato para GnTI. Un mutante de ochl de P. pastoris se modifica para
expresar interferén 8 humano secretado bajo el control de un promotor aox. Se construyé una genoteca de ADN por la
ligacion en fase del dominio catalitico de manosidasa IB humana (una @-1,2-manosidasa) con una sub-biblioteca que
incluye secuencias que codifican péptidos de localizacién de Golgi temprano y RE. La genoteca de ADN después se
introduce por transformacién en el organismo huésped, dando como resultado una poblacién genéticamente mixta en
la que los transformantes individuales expresan cada uno interferén-3 asi como un gen de manosidasa sintético de la
biblioteca. Las colonias de transformantes individuales se cultivan y la produccion de interferén se induce por adicién
de metanol. En estas condiciones, mds del 90% de la proteina secretada es interferén-f glucosilado.

Los sobrenadantes se purifican para retirar sales y contaminantes de bajo peso molecular por cromatografia en fase
inversa de silice Cjg. Los transformantes deseados que expresan a-1,2-manosidasa activa apropiadamente dirigida
producen interferén-g, que incluye N-glucanos de la estructura MansGlcNAc,, que tiene una masa molecular reducida
en comparacién con el interferon-8 de la cepa parental. El interferén-8 purificado se analiza por espectrometria de
masas MALDI-TOF y se identifican las colonias que expresan la forma deseada de interferén-f3.

Ejemplo 3

Generacion de una Cepa Mutante de ochl que Expresa una a-1,2-Manosidasa, GnTI y GnTII para la Produccion de
una Glucoproteina de Tipo Humano

La fase de lectura abierta de 1215 pb del gen de OCHI de P. pastoris asi como 2685 pb cadena arriba y 1175
pb cadena abajo se amplificé por PCR (véase también el documento WO 02/00879), se clond en el vector pCR2.1-
TOPO (Invitrogen) y se denominé PBk9. Para crear una cepa knock-out de ochl que contiene miltiples marcadores
auxotrofos, 100 pg de pJN329, un pldsmido que contiene un alelo mutante de ochl::URA3 flanqueado con sitios de
restriccion Sfil se digirié con Sfil y se usé para transformar la cepa de P. pastoris JC308 (Cereghino y Col. (2001)
Gene 263: 159-169) por electroporacion. Después de la incubacién de medio definido que carece de uracilo durante
10 dias a temperatura ambiente, se seleccionaron 1000 colonias y se volvieron a sembrar en estrias. Se sometieron
clones URA* que eran incapaces de desarrollarse a 37°C, pero que se desarrollaban a temperatura ambiente, a PCR
de colonias para ensayar la integracion correcta del alelo mutante ochl::URA3. Un clon que mostré el patréon de PCR
esperado se denominé YJN153. El dominio de Kringle 3 de plasminégeno humano (K3) se usé como una proteina
modelo. Un pldsmido marcado con Neo® que contenia el gen de K3 se introdujo por transformacion en la cepa YIN153
y una cepa resultante, que expresaba K3, se denominé BK64-1.

El plasmido pPB103, que contenia el gen de MNN2-2 de Kluyveromyces lactis que codifica un transportador de
UDP-N-acetilglucosamina de Golgi, se construyé clonando un fragmento romo de Bg/II-HindIlI del vector pDL02
(Abeijon y col. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 93: 5963-5968) en pBLADE-SX digerido con Bg/ll y BamHI
y con extremos romos que contenia el gen ADEI de P. pastoris (Cereghino y col. (2001) Gene 263: 159-169). Este
plasmido se linealizé con EcoNI y se introdujo por transformacién en la cepa BK64-1 por electroporacién y una cepa
que se habia confirmado que contenia el MNN2-2 por andlisis de PCR se denominé PBP1.

Se generé una biblioteca de construcciones de manosidasa, que comprenden fusiones en fase de los dominios lider
de varias proteinas de membrana de tipo [ o tipo Il de S. cerevisiae y P. pastoris fusionados con los dominios cataliticos
de varios genes de @-1,2-manosidasa de fuentes humanas, de ratén, de mosca, de gusano y de levadura (véase, por
ejemplo, el documento W0O02/00879, incorporado en este documento como referencia). Esta biblioteca se cre6 en un
vector de integracién de HIS4 de P. pastoris 'y se exploré linealizando con Sall, introduciendo por transformacién por
electroporacion en la cepa PBP1 y analizando los glucanos liberados de la proteina indicadora K3. Una construccién
activa elegida era una quimera de los nucledtidos 988-1296 (Extremo C) del gen SECI2 de levadura fusionado con
una delecion N-terminal del gen de a-1,2-manosidasa IA de ratén (Figura 3), que carecia de los 187 nucleétidos. Una
cepa de P. pastoris que expresa esta construccién se denominé PBP2.

Se generd una biblioteca de construcciones de GnTI, que comprendia fusiones en fase de la misma biblioteca lider
con los dominios cataliticos de genes de GnTI de fuentes humanas, de gusano, de rana y de mosca (documento WO
02/00879). Esta biblioteca se cred en un vector de integracién de ARG4 de P. pastoris y se exploré linealizando con
Aatll, introduciendo por transformacion por electroporacién en la cepa PBP2 y analizando los glucanos liberados
de K3. Un construccidén activa elegida era una quimera de los primeros 120 pb del gen de MNN9 de S. cerevisiae
fusionado con una delecion del gen de GnTI humana, que carecia de los primeros 154 pb. Una cepa de P. pastoris que
expresa esta construccion se denominé PBP-3. (Véase también la Figura 36).

Se gener6 una biblioteca de construcciones de GnTII, que comprendia fusiones en fase de la biblioteca lider
con los dominios cataliticos de los genes de GnTII de fuentes humanas y de rata (documento WO 02/00879). Esta
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biblioteca se creé en un vector de integracion de P. pastoris que contenfa el gen de NST® que otorga resistencia al
farmaco nourseotricina. Los plasmidos de biblioteca se linealizaron con EcoRI, se introdujeron por transformacién en
la cepa RDP27 por electroporacion y las cepas resultantes se exploraron por andlisis de los glucanos liberados de K3
purificada.

Materiales para las Siguientes Reacciones

El MOPS, cacodilato sédico, cloruro de manganeso, UDP-galactosa y CMP-dcido-N-acetilneuraminico eran de
Sigma. El 4cido trifluoroacético (TFA) era de Sigma/Aldrich, Saint Louis, MO. La a-2,6-sialiltransferasa de rata
recombinante de Spodoptera frugiperda y 51,4-galactosiltransferasa de leche bovina eran de Calbiochem (San Diego,
CA). La N-glucosidasa F de proteina, manosidasas y oligosacaridos eran de Glyko (San Rafael, CA). La resina de
DEAE de ToyoPearl era de TosoHaas. La resina quelante de metales “HisBind” era de Novagen (Madison, WI). Las
placas de aclaramiento de lisado de 96 pocillos eran de Promega (Madison, WI). Las placas de 96 pocillos de unién de
proteina eran de Millipore (Bedford, MA). Las sales y los agentes de tamponamiento eran de Sigma (St. Louis, MO).
Las matrices de MALDI eran de Aldrich (Milwaukee, WI).

Purificacion de Proteina

Se purific6 Kringle 3 usando un formato de 96 pocillos en un robot de manejo de muestras Beckman Biomek
2000 (Beckman/Coulter Ranch Cucamonga, CA). Se purificé Kringle 3 de medio de expresién usando un marcador
hexa-histidina C-terminal. La purificacion robética es una adaptacion del protocolo proporcionado por Novagen para
su resina HisBind. En resumen, un volumen asentado de 150 ul (ul) de resina se vierte en los pocillos de una placa
de unién de lisado de 96 pocillos, se lava con 3 volimenes de agua y se carga con 5 volimenes de NiSO, 50 mM
y se lava con 3 volimenes de tamp6n de unién (imidazol 5 mM, NaCl 0,5 M, Tris-HCI 20 mM pH 7,9). El medio
de expresién de proteina se diluye 3:2, medio/PBS (PO4 60 mM, KCI1 16 mM, NaCl 822 mM, pH 7,4) y se carga en
las columnas. Después del drenado, las columnas se lavan con 10 volimenes de tampdn de unién y 6 volimenes de
tamp6n de lavado (imidazol 30 mM, NaCl 0,5 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7,9) y la proteina se eluye con 6 volimenes
de tampo6n de elucion (imidazol 1M, NaCl 0,5 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7,9). Las glucoproteinas eluidas se evaporan
hasta sequedad por liofilizacién.

Liberacion de Glucanos Ligados a N

Los glucanos se liberan y separan de las glucoproteinas por una modificacién de un procedimiento descrito previa-
mente (Papac, y col. A. J. S. (1998) Glycobiology 8, 445-454). Los pocillos de una placa de 96 pocillos MultiScreen
IP (membrana Immobilon-P) (Millipore) se humectan con 100 ul de metanol, se lavan con 3X150 ul de agua y 50
ul de tamp6én RCM (urea 8 M, Tris 360 mM, EDTA 3,2 mM, pH 8,6), drenando con vacio ligero después de cada
adicion. Las muestras de proteina secadas se disuelven en 30 ul de tampén RCM y se transfieren a los pocillos que
contienen 10 ul de tampén RCM. Los pocillos se drenan y lavan dos veces con tampén RCM. Las proteinas se reducen
por adicién de 60 pl de DTT 0,1 M en tamp6n RCM durante 1 h a 37°C. Los pocillos se lavan tres veces con 300 ul de
agua y se carboximetilan por adicién de 60 ul de 4cido iodoacético 0,1 M durante 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavan de nuevo tres veces con agua y las membranas se bloquean por la adicién de 100 ul
de PVP 360 al 1% en agua durante 1 h a temperatura ambiente. Los pocillos se drenan y lavan tres veces con 300 ul
de agua y se desglucosilan por la adicién de 30 ul de NH;HCO; 10 mM pH 8,3 que contiene una milliunidad de N-
glucanasa (Glyko). Después de 16 horas a 37°C, la solucién que contiene los glucanos se eliminé por centrifugacion y
se evapord hasta sequedad.

Espectrometria de Masas de Desorcion e lonizacion por Ldser Asistida por Matriz-Tiempo de Vuelo

Los pesos moleculares de los glucanos se determinaron usando un espectrémetro de masas de MALDI-TOF Vo-
yager DE PRO lineal (Applied Biosciences) usando extraccion retrasada. Los glucanos secados de cada pocillo se
disolvieron en 15 ul de agua y 0,5 ul se aplicaron de forma puntual sobre placas de muestra de acero inoxidable y se
mezclaron con 0,5 yl de matriz S-DHB (9 mg/ml de dcido dihidroxibenzoico, 1 mg/ml de dcido S-metoxisalicilico en
1:1 agua/acetonitrilo TFA a 0,1%) y se dejaron secar.

Se generaron iones por irradiacién con un laser de nitrégeno pulsado (337 nm) con un tiempo de pulso de 4 ns. El
instrumento se acciond en el modo de extraccion retrasada con un retraso de 125 ns y con una tensién de aceleracién
de 20 kV. La tension de rejilla era 93,00%, la tension de cable de guia era del 0,10%, la presion interna era menor de
5 X 10-7 torr y el umbral de masa baja era 875 Da. Se generaron espectros a partir de la suma de 100-200 pulsos de
laser y se adquirieron con un digitalizador de 2 GHz. Se us6 el oligosacarido MansGlcNAc, como un patrén de peso
molecular externo. Todos los espectros se generaron con el instrumento en el modo de i6n positivo. La precision de
masa estimada de los espectros era del 0,5%.
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Ejemplo 4

Modificacion de P_pastoris para Producir MansGlcNAc, como la Estructura de N-Glucano Predominante usando una
Genoteca de ADN combinatoria

Un mutante de ochl de P. pastoris (véase los Ejemplos 1 y 3) se modificé para expresar y secretar proteinas
tales como el dominio de kringle 3 del plasminégeno humano (K3) bajo el control del promotor AOXI inducible. El
dominio de Kringle 3 de plasminégeno humano (K3) se us6 como una proteina modelo. Un fragmento de ADN que
codifica el K3 se amplificé usando polimerasa Pfu turbo (Strategene, La Jolla, CA) y se clond en los sitios EcoRI y
Xbal de pPICZaA (Invitrogen, Carlsbad, CA), dando como resultando un marcador 6-His C-terminal. Para mejorar
la eficacia de glucosilacion ligada a N de K3 (Hayes y col. 1975 J. Arch. Biochem. Biophys. 171, 651-655), Pross se
sustituy6 con Ser, usando mutagénesis dirigida. El pldsmido resultante se denominé pBK64. La secuencia correcta
de la construccién de PCR se confirmé por secuenciaciéon de ADN.

Se construy6 una genoteca de ADN combinatoria por la ligacién en fase de dominios cataliticos de a-1,2-manosi-
dasa IB murina (Genbank AN 6678787) y IA (Genbank AN 6754619) con una sub-biblioteca que incluye secuencias
que codifican péptidos de localizacién de vesicula Cop II, RE y Golgi temprano de acuerdo con la Tabla 6. La ge-
noteca de ADN combinada se usé para generar construcciones de fusién individuales, que después se introdujeron
por transformacién en el organismo huésped que expresa K3, dando como resultado una poblacién genéticamente
mixta en la que los transformantes individuales expresan cada uno K3 asi como un gen de fusion de sefial de loca-
lizacién/manosidasa de la biblioteca. Los transformantes individuales se cultivaron y la produccién de K3 se indujo
por transferencia a un medio que contenia metanol. En estas condiciones, después de 24 horas de induccién, més del
90% de la proteina en el medio era K3. La proteina indicadora K3 se purific6 del sobrenadante para eliminar sales y
contaminantes de bajo peso molecular por cromatografia de afinidad de Ni. Después de la purificacion por afinidad,
la proteina se someti6 a precipitacion salina por cromatografia de exclusién por tamafio en una resina Sephadex G10
(Sigma, St. Louis, MO) y se someti6 directamente a andlisis de MALDI-TOF descrito mds adelante o los N-glucanos
se eliminaron por digestién con PNGasa como se describe mas adelante (liberacién de N-glucanos) y se sometieron a
andlisis de MALDI-TOF Miele y col. (1997) Biotechnol. Appl. Biochem. 25: 151-157.

Siguiendo esta estrategia, se obtuvo un conjunto diverso de transformantes; algunos no mostraron modificacién
de los N-glucanos en comparacién con la cepa knock-out de ochl, y otros mostraron un alto grado de corte de ma-
nosa (Figuras 5D y 5E). Los transformantes deseados que expresan a-1,2-manosidasa activa dirigida apropiadamente
produjeron K3 con N-glucanos de la estructura MansGIcNAc,. Esto otorga una masa molecular reducida a la gluco-
protefna en comparacion con la K3 de la cepa de delecién de ochl parental, una diferencia que se detecté de forma
sencilla por espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 5). La Tabla 7 indica los niveles de produccién relativos
de MansGlcNAc,.

TABLA 7

Una genoteca de ADN combinatoria representativa de secuencias de localizacion/dominios cataliticos que muestra
niveles relativos de produccion de MansGIcNAc,

Secuencias de Péptido de Direccion
MNS1 MNS1 MNS1 | SEC12 SEC12

m (s) (m) (0] (s) (m)
8 |manosidasa FB4 FB5 FB6 FB7 FB8
:"—E 1AA187 de ratén ++ + - ++ +4+++
§ manosidasa GB4 GB5 GB6 GB7 GB8
_8 1BA58 de ratén ++ + + ++ +
€ |manosidasa GC4 | GC5 | GCe | GC7 | GCs8
8 1BA99 de ratén - +4+ + + +

manosidasa GD4 GD5 GD6 GD7 GD8

1BA170 de ratén - - - + +
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TABLA 8

Otra genoteca de ADN combinatoria de secuencias de localizacion/dominios cataliticos que muestra niveles
relativos de produccion de MansGlcNAc,

Secuencias de Péptido de Direccion
VAN1 VAN1 VAN1 MNN10 | MNN10 | MNN10

@ (s) (m) (U] (s) (m) U]

2 | manosidasa | BC18-5 BC19 BC20 BC27 BC28 BC29
E 1B A80 de +H+++ ++++ +++ +++++ +++++ +++
% C. elegans

2 | manosidasa | BB18 BB19 BB20 BB18 BB19 BB20
.g 1B A31 de +++++ +H+++ ++++ +H+++ +++++ ++++
Q | C. elegans

Se seleccionaron péptidos de direccién de MNS I (SwissProt P32906) en S. cerevisiae (largo, medio y corto) (véase

anteriormente Bibliotecas de Acido Nucleico; Genoteca de ADN Combinatoria de Construcciones de fusién) y SECI2
(SwissProt P11655) en S. cerevisiae (988-1140 nucleétidos: corto) y (988-1296: medio). Aunque la mayoria de las
secuencias de péptido de direccion eran deleciones N-terminales, algunas secuencias de péptido de direccidn, tales
como SECI2, eran deleciones C-terminales. Los dominios cataliticos usados en este experimento se seleccionaron de
manosidasa 1A de ratén con una deleciéon N-terminal de 187 aminoécidos; y manosidasa 1B de ratén con una delecién
de 58, 99 y 170 aminodcidos. El niimero de (+), como se usa en este documento, indica los niveles relativos de
produccion de MansGIcNAc,. La notacién (-) indica ninguna produccion aparente de MansGlcNAc,. La notacién (+)
indica menos del 10% de produccién de MansGlcNAc,. La notacién (+ +) aproximadamente el 10-20% de produccién
de Man;GIcNAc,. La notacién con (+++) indica aproximadamente el 20-40% de produccién de MansGIcNAc,. La
notacién con (++++) indica aproximadamente el 50% de produccién de MansGIcNAc,. La notacién con (+++++)
indica mas del 50% de produccién de MansGIcNAc,.

La Tabla 9 muestra la cantidad relativa de Mans;GIlcNAc, en K3 secretada. Se generaron seiscientas ocho (608)
cepas diferentes de P. pastoris, Aochl transformando las mismas con una tnica construccién de una biblioteca genética

combinatoria que se generd fusionando diecinueve (19) dominios cataliticos de a-1,2-manosidasa con treinta y dos
(32) lideres ftingicos de RE y Golgi cis.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 9
Cantidad de MansGlcNAc, en K3 secretada Numero de
(% de glucanos totales) construcciones (%)
N.D.* 19 (3,1)
0-10% 341 (56,1)
10-20% 50 (8,2)
20-40% 75 (12,3)
40-60% 72 (11,8)
Mas del 60% 51(8,4) T
Total 608 (100)

* Varias construcciones de fusién no se ensayaron debido a que los
correspondientes plasmidos no se podian propagar en E. coli antes
de la introduccién por transformacion en P. pastoris.

1 Los clones con el mayor grado de corte de MansGlcNAc, (30/51)
se analizaron adicionalmente para actividad de manosidasa en el
sobrenadante del medio. La mayoria (28/30) mostré una actividad
de manosidasa detectable en el sobrenadante (por ejemplo, Figura
4B). Solamente dos construcciones presentaron niveles altos de
MansGlcNAc, aunque carecian de actividad de manosidasa en el

medio (por ejemplo, Figura 4C).

La Tabla 7 muestra dos construcciones pFB8 y pGCS, entre otras, que presentan MansGlcNAc,. La Tabla 8
muestra una construccién mas preferida, pBC18-5, una secuencia de péptido de direccion de VANI(s) de S. cerevisiae
(de SwissProt 23642) ligada en fase con una delecién N-terminal de 80 amino4cidos de manosidasa IB de C. elegans
(Genbank AN CAA98114) (Vanl (s) de Saccharomyces/manosidasa IB A80 de C. elegans). Esta construccion de
fusién también produce una estructura predominante de MansGIcNAc,, como se muestra en la Figura SE. Se demostré
que esta construccion produce mas del 50% de MansGIcNAc, (+++++).

Generacion de una biblioteca de localizacion/manosidasa combinatoria

La generacion de una genoteca de ADN combinatoria de dominios cataliticos de a-1,2-manosidasa fusionados con
péptidos de direccion requirié la amplificacién de dominios de manosidasa con longitudes variables de deleciones N-
terminales de varios organismos. Para conseguir este objetivo, las fases de lectura abierta (ORF) de longitud com-
pleta de @-1,2-manosidasas se amplificaron por PCR de ADNc o ADN genémico obtenido de las siguientes fuentes:
Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Aspergillus nidulans y Penicillium
citrinum. En cada caso, el ADN se incub6 en presencia de cebadores oligonucleotidicos especificos para la secuencia
deseada de manosidasa ademds de reactivos requeridos para realizar la reaccién de PCR. Por ejemplo, para amplificar
la ORF de la @-1,2-manosidasa IA de M. musculus, los cebadores 5’-ATGCCCGTGGGGGGCCTGTTGCCGCTCTT
CAGTAGC (SEC ID N°: 52) y el cebador 3’-TCATTTCTCTTTGCCATCAATTTCCTTCTTCTGTTCACGG (SEC
ID N°: 53) se incubaron en presencia de ADN polimerasa Pfu (Stratagene, La Jolla, CA) y se amplificaron en las
condiciones recomendadas por Stratagene usando los pardmetros de ciclado: 94°C durante 1 min (1 ciclo); 94°C du-
rante 30 s, 68°C durante 30 s, 72°C durante 3 min (30 ciclos). Después de la amplificacion, la secuencia de ADN que
codifica la ORF se incubé a 72°C durante 5 min con 1 U de ADN polimerasa de Taq (Promega, Madison, WI) antes de
la ligacién en pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se introdujo por transformacién en E. coli TOP10 quimi-
camente competente, como se recomienda por Invitrogen. El producto de PCR clonado se confirmé por secuenciacién
ABI usando cebadores especificos para la ORF de manosidasa.

Para generar los truncamientos N-terminales deseados de cada manosidasa, toda la ORF de cada manosidasa se

us6 como el molde en una ronda posterior de reacciones de PCR en la que la posicién de hibridacion del cebador 5°
era especifica para el extremo 5’ del truncamiento deseado y el cebador 3’ permanecié especifico para el extremo 3’
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original de la ORF. Para facilitar la subclonacién del fragmento de manosidasa truncado en el vector de expresion de
levadura, se introdujeron sitios de restriccion Ascl y Pacl de pJN347 (Figura 2C) en cada producto de truncamiento,
respectivamente en los extremos 5° y 3’. El nimero y la posicién de los truncamientos N-terminales generados para
cada ORF de manosidasa dependia de la posicion de la regién transmembrana (TM) en relacién al dominio catalitico
(CD). Por ejemplo, si la regién del tallo localizada entre la TM y CD era menor de 150 pb, entonces solamente
se generd un truncamiento para esa proteina. Sin embargo, si la region del tallo era mayor de 150 pb, entonces se
generaron uno o dos truncamientos dependiendo de la longitud de la regién de tallo.

Un ejemplo de como se generaron truncamientos para la manosidasa IA de M. musculus (Genbank AN 6678787)
se describe en este documento, usdndose una estrategia similar para las demds manosidasas. La Figura 3 ilustra la
OREF de la a-1,2-manosidasa IA de M. musculus con los dominios predichos transmembrana y cataliticos resaltados
en negrita. Basdndose en esta estructura, se disefiaron tres cebadores 5° (posiciones de hibridacién subrayadas en la
Figura 3) para generar las deleciones N-terminales A65, A105 y A187. Usando la delecién A65 N-terminal como
un ejemplo, el cebador 5’ usado fue 5’-GGCGCGCCGACTCCTCCAAGCTGCTCAGCGGGGTCCTGTTCCAC-
3> (SEC ID N 54) (con el sitio de restriccion Ascl resaltado en negrita) junto con el cebador 3° 5’-
CCTTAATTAATCATTTCTCTTTGCCATCAATTTCCTTCTTCTGTTCACGG-3’ (SEC ID N°: 55) (con el sitio de
restriccién de Pacl resaltado en negrita). Estos dos cebadores se usaron para amplificar un fragmento de 1561 pb en las
condiciones resumidas anteriormente para amplificar la ORF de manosidasa 1A de M. musculus de longitud completa.
Ademds, al igual que el producto obtenido para la ORF de longitud completa, el producto truncado también se incubd
con ADN polimerasa de Taqg, se 1ligé en pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA), se introdujo por transformacién en
TOP 10y se secuenci6 por ABI. Después de haber amplificado y confirmado la secuencia del fragmento de manosidasa
truncado, el pldsmido resultante, pCR2.1-A65mMannlA, se digirié con Ascl y Pacl en tamp6n N° 4 de New England
Biolabs (Beverly, MA) durante 16 h a 37°C. En paralelo, el pJN347 (Figura 2C) se digiri6 con las mismas enzimas y
se incubd como se ha descrito anteriormente. Después de la digestion, tanto la cadena principal de pJN347 (Figura 2C)
como el dominio catalitico truncado se extrajeron en gel y se ligaron usando el Kit de Ligacién Quick (New England
Biolabs, Beverly, MA), como se recomienda por los fabricantes, y se introdujo por transformacion en células DHS«
quimicamente competentes (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se usé PCR de colonias para confirmar la generacién de la
construccién de manosidasa IA A65 de ratén pJN347.

Al haber generado una biblioteca de dominios cataliticos de a-1,2-manosidasa truncados en el vector de expresion
de levadura pJN347 (Figura 2C), la etapa remanente para generar la biblioteca de péptido de direccién/dominio ca-
talitico era clonar en fase las secuencias de péptido de direccion (Figura 2). Tanto las construcciones de manosidasa
de pJN347 (Figura 2D) como las construcciones de péptido de direccién de pCR2.1-TOPO (Figura 2B) como tales se
incubaron durante una noche a 37°C en tampén N° 4 de New England Biolabs en presencia de las enzimas de restric-
cion Notl y Ascl. Después de la digestion, tanto la cadena principal de manosidasa de pJN347 como las regiones de
péptido de direccion se extrajeron en gel y se ligaron usando el Kit de Ligacién Quick (New England Biolabs, Beverly,
MA), como se recomienda por los fabricantes, y se introdujeron por transformacion en células DHS« quimicamente
competentes (Invitrogen, Carlsbad, CA). Posteriormente, las construcciones de péptido de direccién/manosidasa de
pIN347 se secuenciaron por ABI para confirmar que las fusiones generadas estaban en fase. El tamafio estimado de
la biblioteca final de péptido de direccién/alfa-1,2-manosidasa contiene mas de 1300 construcciones generadas por la
estrategia que se ha descrito anteriormente. La Figura 2 ilustra la construccion de la genoteca de ADN combinatoria.

Modificacion de una cepa knock-out de OCHI de P._pastoris con miiltiples marcadores auxdtrofos

La primera etapa en la construccién de plasmido implicé crear un conjunto de pldsmidos universales que
contienen regiones de ADN del gen KEXI de P. pastoris (Boehm y col. Yeast 1999 May; 15(7): 563-72) co-
mo separadores para las regiones 5’ y 3’ de los genes a anular. Los pldsmidos también contenian el Ura-blas-
ter de S. cerevisiae (Alani y col. (1987) Genetics 116: 541-545) como un separador para los marcadores auxo-
trofos y un casete de expresion con un sitio de clonacién mdltiple para la inserciéon de un gen extrafio. Un frag-
mento de 0,9 kb de la region KEXI-5" de P. pastoris se amplificé por PCR usando los cebadores GGCGAGCT
CGGCCTACCCGGCCAAGGCTGAGATCATTTGTCCAGCTTCA GA (SEC ID N°: 56) y GCCCACGTCGACG
GATCCGTTTAAACATCGATTGGAGAGGCTGACACC GCTACTA (SEC ID N°: 57) y ADN gendémico de P. pas-
toris como un molde y se cloné en los sitios Sacl, Sall de pUC19 (New England Biolabs, Beverly, MA). El plasmido
resultante se corté con BamHI 'y Sall y un fragmento de 0,8 kb de la regiéon KEX1-3’ que se habia amplificado usando
los cebadores CGGGATCCACTAGTATTTAAATCATATGTGCGAGTGTACAACTCTTCCC ACATGG (SEC ID N°:
58) y GGACGCGTCGACGGCCTACCCGGCCGTACGAGGAATTTCTCGG ATGACTCTTTTC (SEC ID N°: 59) se
clond en los sitios abiertos creando pJN262. Este plasmido se corté con BamHI y el fragmento de 3,8 kb de BamHI,
Bglll de pNKY51 (Alani y col. (1987) Genetics 116: 541-545) se insert6 en las dos posibles orientaciones dando como
resultado los pldsmidos pJN263 (Figura 4A) y pJN284 (Figura 4B).

Se cre6 un casete de expresion con Notl 'y Pacl como sitios de clonacion. El promotor de GAPDH de P. pastoris se
amplificé usando los cebadores CGGGATCCCTCGAGAGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGCCT (SEC ID
N° 60) y GGACATGCATGCACTAGTGCGGCCGCCACGTGATAGTTGTTCAATTGATTGAAATAGGGAC AA
(SEC ID N°: 61) y el plasmido pGAPZ-A (Invitrogen) como molde y se cloné en los sitios BamHI, Sphl de pUC19
(New England Biolabs, Beverly, MA) (Figura 4B). El plasmido resultante se corté con Spel y Sphl y la region de
terminador de la transcripcion (“TT”) CYC1 que se habia amplificado usando los cebadores CCTTGCTAGCTTAAT
TAACCGCGGCACGTCCGACGGCGGCCCA CGGGTCCCA (SEC ID N°: 62) y GGACATGCATGCGGATCCCT
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TAAGAGCCGGCAGCTTGCAAATTAAAGCCTTCGAGCGTCC C (SEC ID N°: 63) y el pldsmido pPICZ-A (Invi-
trogen) como un molde se clond en los sitios abiertos creando pJN261 (Figura 4B).

Se cred un pldsmido knockout para el gen OCHI de P. pastoris digiriendo pJN263 son Sall y Spel y un fragmen-
to de ADN de 2,9 kb de la regiéon OCHI-5’, que se habia amplificado usando los cebadores GAACCACGTCGAC
GGCCATTGCGGCCAAAACCTTTTTTCCTATT CAAACACAAGGCATTGC (SEC ID N° 64) y CTCCAATAC
TAGTCGAAGATTATCTTCTACGGTGCCTGGACTC (SEC ID N° 65) y ADN genémico de P. pastoris como
un molde se clond en los sitios abiertos (Figura 4C). El plasmido resultante se cortd con EcoRI y Pmel y un
fragmento de ADN de 1,0 kb de la regiéon 3° de OCH que se habia generado usando los cebadores TGGAAG
GTTTAAACAAAGCTAGAGTAAAATAGATATAGCGAG ATTAGAGAATG (SEC ID N° 66) y AAGAATTC
GGCTGGAAGGCCTTGTACCTTGATGTAGTTCCCGTT TTCATC (SEC ID N°: 67) se insert6 para generar pJN298
(Figura 4C). Para permitir la posibilidad de usar simultdneamente el plasmido para introducir un nuevo gen, el casete
de expresién de BamHI de pJN261 (Figura 4B) se cloné en el unico sitio BamHI de pJN298 (Figura 4C) para crear
pIN299 (Figura 4E).

El casete de P. pastoris Ura3-blaster se construyé usando una estrategia similar a la descrita en Lu y col. (1998)
Appl. Microbiol. Biotechnol. 49: 141-146. Un fragmento de 2,0 kb de Pstl, Spel de URA3 de P. pastoris se insert
en los sitios Pstl, Xbal de pUC19 (New England Biolabs, Beverly, MA) para crear pJN306 (Figura 4D). Después,
un fragmento de ADN de 0,7 kb de Sacl, Pvull de la fase de lectura abierta de lacZ se cloné en los sitios Sacl,
Smal para producir pJN308 (Figura 4D). Después de la digestién de pJN308 (Figura 4D) con Pstl y tratamiento con
ADN polimerasa de T4, el fragmento Sacl-Pvull de lacZ en el que se habian formado extremos romos con ADN
polimerasa de T4 se insert6 generando pJN315 (Figura 4D). El casete lacZ/URA3 se liber6 por digestiéon con Sacl
y Sphl, se crearon extremos romos con ADN polimerasa de T4 y se cloné en la cadena principal de pJN299 que se
habia digerido con Pmel y Aflll y se crearon extremos romos con ADN polimerasa de T4. El pldsmido resultante se
denominé pJN329 (Figura 4E).

Un plasmido de expresién marcado con HIS4 se cred cortando pJN261 (Figura 4F) con EcolCRI (Figura
4F). Un fragmento de 2,7 kb del gen HIS4 de Pichia pastoris que se habia amplificado usando los cebadores
GCCCAAGCCGGCCTTAAGGGATCTCCTGATGACTGACTCACTGATAATA AAAATACGG (SEC ID N°: 68) y
GGGCGCGTATTTAAATACTAGTGGATCTATCGAATCTAAATGTAAGTTA AAATCTCTAA (SEC ID N°: 69) cor-
tado con NgoMIV'y Swal y en los que después se habian formado extremos romos usando ADN polimerasa de T4,
se ligd entonces en el sitio abierto. Este plasmido se denominé pJN337 (Figura 4F). Para construir un pldsmido con
un sitio de clonacién miiltiple adecuado para la construccién de biblioteca de fusién, pJN337 se corté con Notl y
Pacl y los dos oligonucleétidos GGCCGCCTGCAGATTTAAATGAATTCGGCGCGCCTTAAT (SEC ID N°: 70) y
TAAGGCGCGCCGAATTCATTTAAATCTGCAGGGC (SEC ID N°: 71) que se habian hibridado in vitro se ligaron
en los sitios abiertos, creando pJN347 (Figura 4F).

Para crear una cepa knockout de ochl que contiene multiples marcadores auxétrofos, 100 ug de pJN329 se digi-
rieron con Sfil y se usaron para transformar la cepa de P. pastoris JC308 (Cereghino y col. (2001) Gene 263: 159-
169) por electroporacién. Después de la transformacién, las placas de retirada de URA se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 dias. Mil (1000) colonias se seleccionaron y volvieron a sembrar en estrias. Los 1000 clones
después se sembraron en estrias en 2 conjuntos de placas de retirada de URA. Un conjunto se incubé a temperatura
ambiente, mientras que el segundo conjunto se incubd a 37°C. Los clones que no eran capaces de desarrollarse a 37°C,
pero que se desarrollaron a temperatura ambiente, se sometieron a PCR de colonias para ensayar el knockout correcto
de OCHI. Un clon que mostr6 la sefial de PCR esperada (aproximadamente 4,5 kb) se denominé YIN153.

Ejemplo 5
Caracterizacion de la Genoteca de ADN combinatoria

Los transformantes positivos explorados por PCR de colonias que confirman la integracion de la construccién de
manosidasa en el genoma de P. pastoris se cultivaron posteriormente a temperatura ambiente en medio complejo de
metanol tamponado con BMGY 50 mol constituido por extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, tampén fosfato
potasico 100 mM, pH 6,0, base de nitrégeno de levadura al 1,34%, 4 X 10~°% de biotina y glicerol al 1% como un
medio de cultivo) hasta DOg4y, nm 2-6, punto en el cual se lavaron con medio BMMY 10 mol (medio complejo de
metanol tamponado constituido por extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, tampén fosfato potasico 100 mM, pH
6,0, base de nitrégeno de levadura al 1,34%, 4 X 10% de biotina y metanol al 1,5% como un medio de cultivo)
antes de la induccién de la proteina indicadora durante 24 horas a temperatura ambiente en 5 ml de BMMY. En con-
secuencia, la protefna indicadora se aislé y analiz6 como se describe en el Ejemplo 3 para caracterizar su estructura
de glucano. Usando los péptidos de direccién en la Tabla 6, los dominios cataliticos de manosidasa localizados en el
RE o el Golgi mostraron un nivel significativo de corte de un glucano que contiene predominantemente MangGlcNAc,
hasta un glucano que contiene predominantemente MansGIcNAc,. Esto es evidente cuando la estructura de glucano
de la glucoproteina indicadora se compara entre la del knockout de ochl de P. pastoris en las Figuras 5C y 6C y
la misma cepa transformada con construcciones de manosidasa de M. musculus como se muestra en las Figuras 5D,
SE, 6D-6F. Las Figuras 5 y 6 muestran la expresion de construcciones generadas a partir de la genoteca de ADN
combinatoria que muestran actividad de manosidasa significativa en P. pastoris. La expresion de pGCS (MNS1 (m)
de Saccharomyces/manosidasa IB A99 de ratén) (Figuras 5D y 6E) produjo una proteina que tiene aproximadamen-
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te el 30% de todos los glucanos cortados hasta MansGIcNAc,, mientras que la expresion de pFB8 (SECI2 (m) de
Saccharomyces/manosidasa IA A187 de ratén) (Figura 6F) produjo aproximadamente el 50% de MansGIcNAc, y la
expresion de pBC18-5 (VAN (s) de Saccharomyces/manosidasa IB A80 de C. elegans) (Figura SE) produjo el 70%
de Mans;GIcNAc,.

Ejemplo 6
Corte in vivo por a-1,2-manosidasa

Para garantizar que las cepas modificadas novedosas del Ejemplo 4 de hecho producian la estructura de
Man;GIcNAc, deseada in vivo, los sobrenadantes celulares se ensayaron para actividad de manosidasa (véase las
Figuras 7-9). Para cada construccién/cepa huésped descrita mds adelante, se realiz6 HPLC a 30°C con una columna
de 4,0 mm x 250 mm de Altech (Avondale, PA, EE.UU.) de resina Econosil-NH, (5 um) a un caudal de 1,0 ml/min
durante 40 min. En las Figuras 7 y 8, la degradacién del ManyGlcNAc, convencional [b] se demostré que tenia lugar
dando como resultado un pico que se correlaciona con MangGIcNAc,. En la Figura 7, el ManyGIcNAc, [b] conven-
cional eluy6 a 24,61 min y MansGlcNAc, [a] eluy6 a 18,59 min. En la Figura 8, Man,GIcNAc, eluy6 a 21,37 min y
Mans;GLcNAc, a 15,67 min. En la Figura 9, el MangGLcNAc, convencional [b] se demostrd que elufa a 20,88 min.

Las células de P. pastoris que comprenden el plasmido pFB8 (SECI2 (m) de Saccharomyces/manosidasa IA A187
de ratén) se cultivaron a 30°C en BMGY hasta una DOy, de aproximadamente 10. Las células se recuperaron por
centrifugacion y se transfirieron a BMMY para inducir la produccién de K3 (kringle 3 de plasminégeno humano) bajo
el control de un promotor AOX/. Después de 24 horas de induccion, las células se retiraron por centrifugacion para
producir un sobrenadante esencialmente claro. Una alicuota del sobrenadante se retird para ensayos de manosidasa y
el resto se usé para la recuperacion de K3 soluble secretada. Una tinica etapa de purificacién usando cromatografia
de CM-sepharose y un gradiente de elucién de NaAc 25 mM, pH 5,0 a NaAc 25 mM, pH 5,0, NaCl 1 M, dio como
resultado una K3 al 95% pura que eluia entre NaCl 300-500 mM. EI andlisis de N-glucano de los glucanos obtenidos
de K3 se muestra en la Figura 6F. La alicuota retirada anteriormente del sobrenadante se ensay6 adicionalmente pa-
ra la presencia de actividad de manosidasa secretada. Un patrén disponible en el mercado de oligomanosa 9 de tipo
ligado a N marcada con 2-aminobenzamida (Man9-2-AB) (Glyko, Novato, CA) se afiadié a: BMMY (Figura 7A), el
sobrenadante de la anterior alicuota (Figura 7B) y BMMY que contenia 10 ng de 75 mU/ml de a-1,2-manosidasa de
Trichoderma reesei (obtenido de Contreras y col., documento WO 02/00856 A2) (Figura 7C). Después de la incuba-
cioén durante 24 horas a temperatura ambiente, las muestras se analizaron por HPLC de amino silice para determinar
el alcance del corte de manosidasa.

Las células de P. pastoris que comprendian el plasmido pGCS (MNS1 (m) de Saccharomyces/manosidasa IB A99
de ratén) se cultivaron y ensayaron de forma similar. Las células se cultivaron a temperatura ambiente en BMGY
hasta una DO600 de aproximadamente 10. Las células se recogieron por centrifugacion y se transfirieron a BMYY
para inducir la produccién de K3 bajo el control de un promotor AOXI. Después de 24 horas de induccidn, las células
se retiraron por centrifugacién para producir un sobrenadante esencialmente claro. Una alicuota del sobrenadante se
retird para ensayos de manosidasa y el resto se usé para la recuperacion de K3 soluble secretada. Una tnica etapa
de purificacién usando cromatografia de CM-sepharose y un gradiente de elucién de NaAc 25 mM, pH 5,0 a NaAc
25 mM, pH 5,0, NaCl 1 M, dio como resultado una K3 al 95% pura que eluia entre NaCl 300-500 mM. El andlisis
de N-glucano de los glucanos obtenidos de K3 se muestra en la Figura 5D. La alicuota retirada anteriormente del
sobrenadante se ensay6 adicionalmente para la presencia de actividad de manosidasa secretada como se muestra
en la Figura 8B. Un patrén disponible en el mercado de Man9-2-AB (Glyko, Novato, CA) se afiadié6 a: BMMY
(Figura 8A), el sobrenadante de la anterior alicuota (Figura 8B) y BMMY que contenia 10 ng de 75 mU/ml de a-1,2-
manosidasa de Trichoderma reesei (obtenido de Contreras y col., documento WO 02/00856 A2) (Figura 8C). Después
de la incubacién durante 24 horas a temperatura ambiente, las muestras se analizaron por HPLC de amino silice para
determinar el alcance del corte de manosidasa.

Man9-2-AB se usé como sustrato y es evidente que después de 24 horas de incubacion, la actividad de mano-
sidasa practicamente estaba ausente en el sobrenadante del producto de digestion de la cepa pFB8 (SECI2 (m) de
Saccharomyces/manosidasa IA A187 de ratén) (Figura 7B) y el producto de digestion de pGCS (MNS1 (m) de Sac-
charomyces/manosidasa 1B A99 de rat6n) (Figura 8B) mientras que el control positivo (a-1,2-manosidasa purificada
de T. reesei obtenida de Contreras) conduce a la conversiéon completa de ManyGlcNAc, a MansGIcNAc, en las mis-
mas condiciones, como se muestra en las Figuras 7C y 8C. Estos son datos concluyentes que muestran el corte de
manosidasa in vivo en la cepa pGCS de P. pastoris; y la cepa pFB8, que es claramente diferente de lo que se habia
descrito hasta la fecha (Contreras y col., documento WO 02/00856 A2).

La Figura 9 confirma adicionalmente la localizacién y la actividad de la enzima manosidasa. Se cultivé P. pastoris
que comprende pBC18-5 (VANI1(s) de Saccharomyces/manosidasa IB A80 de C. elegans) a temperatura ambiente en
BMGY hasta una DO600 de aproximadamente 10. Las células se recuperaron por centrifugacién y se transfirieron a
BMMY para inducir la produccién de K3 bajo el control de un promotor AOX1. Después de 24 horas de induccion,
las células se retiraron por centrifugacion para producir un sobrenadante esencialmente claro. Una alicuota del so-
brenadante se retir6é para ensayos de manosidasa y el resto se usé para la recuperacion de K3 soluble secretada. Una
Unica etapa de purificacién usando cromatografia de CM-sepharose y un gradiente de elucién de NaAc 25 mM, pH
5,0 a NaAc 25 mM, pH 5,0, NaCl 1 M, dio como resultado una K3 al 95% pura que eluia entre NaCl 300-500 mM. El
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analisis de N-glucano de los glucanos obtenidos de K3 se muestra en la Figura SE. La alicuota retirada anteriormente
del sobrenadante se ensayé adicionalmente para la presencia de actividad de manosidasa secretada como se mues-
tra en la Figura 9B. Un patrén disponible en el mercado de ManB-2-AB (Glyko, Novato, CA) se afiadié a: BMMY
(Figura 9A), sobrenadante de la anterior alicuota de pBC18-5 (VANI(s) de Saccharomyces/manosidasa IB A80 de C.
elegans (Figura 9B) y BMMY que contenia medio de una construccién de fusién diferente pDD28-3 (MNN10(m)
de Saccharomyces (de SwissProt 50108)/manosidasa IB A99 de H. sapiens) (Figura 9C). Después de la incubacién
durante 24 horas a temperatura ambiente, las muestras se analizaron por HPLC de amino silice para determinar el
alcance del corte de manosidasa. La Figura 9B demuestra la actividad de manosidasa intracelular en comparacién con
una construccién de fusion pDD28-3 (MNN10(m) de Saccharomyces/manosidasa IB A99 de H. sapiens) que muestra
un resultado negativo (Figura 9C).

Ejemplo 7
Ensayo de Optimo de pH de a-1,2-manosidasa modificada

Se cultivaron células de P. pastoris que comprendian el pldsmido pBB27-2 (MNN10(s) de Saccharomyces (de
SwissProt 50108)/manosidasa IB A31 de C. elegans) a temperatura ambiente en BMGY hasta una DO600 de aproxi-
madamente 17. Aproximadamente 80 ul de estas células se inocularon en 600 ul de BMGY vy se cultivaron durante
una noche. Posteriormente, las células se recogieron por centrifugacién y se transfirieron a BMMY para inducir la
produccién de K3 (kringle 3 de plasminégeno humano) bajo el control de un promotor AOX1. Después de 24 horas de
induccién, las células se retiraron por centrifugacién para producir un sobrenadante esencialmente claro (pH 6,43). El
sobrenadante se retiré para ensayos de 6ptimo de pH de manosidasa. Se afiadié MangGIlcNAc, marcado con fluores-
cencia (0,5 ug) a 20 ul de sobrenadante ajustado a diversos pH (Figura 11) y se incubé durante 8 horas a temperatura
ambiente. Después de la incubacidn, la muestra se analizé por HPLC usando una columna de silice unida a amino,
de perlas de 5 micrometros, Econosil NH2 4,6 X 250 mm (Altech, Avondale, PA). El caudal fue 1,0 ml/min durante
40 min y la columna se mantuvo a 30°C. Después de eluir de forma isocratica (68% A:32% B) durante 3 min, se
empled un gradiente de disolvente lineal (68% A:32% B a 40% A:60% B) a lo largo de 27 min para eluir los glucanos
(18). Disolvente A (acetonitrilo) y el disolvente B (formato de amonio, 50 mM, pH 4,5). La columna se equilibré con
disolvente (68% A:32% B) durante 20 min entre ciclos.

Ejemplo 8
Modificacion de P._pastoris para Producir N-glucanos con la Estructura GlcNAcMansGIlcNAc,

Se requiere actividad de GIcNAc Transferasa I para la maduracién de N-glucanos complejos e hibridos (Patente de
Estados Unidos N° 5.834.251). MansGIcNAc, se puede cortar solamente por manosidasa II, una etapa necesaria en la
formacién de glucoformas humanas, después de la adicion de N-acetilglucosamina al resto de @-1,3-manosa terminal
del tallo de trimanosa por GlcNAc Transferasa I (Schachter, 1991 Glycobiology 1(5): 453-461). Por consiguiente,
se prepard una genoteca de ADN combinatoria que incluia fragmentos de ADN que codificaban dominios cataliticos
dirigidos de forma adecuada de genes de GIcNAc Transferasa I de C. elegans y Homo sapiens; y secuencias de
localizacién de GLS, MNS, SEC, MNN9, VANI, ANP1, HOCI, MNN10, MNN11, MNTI, KTRI, KTR2, MNN2, MNNS5,
YURI, MNN1 y MNNG6 de supuestas a-1,2-manosiltransferasas de S. cerevisiae y P. pastoris basdndose en la homologia
de S. cerevisiae: D2, D9 y J3, que son homdlogos de KTR. La Tabla 10 incluye, pero no limita, secuencias de péptido
de direccion tales como SEC 'y OCHI, de GnTl de P. pastoris y K. lactis (Véase la Tabla 6 y la Tabla 10).

TABLA 10

Una biblioteca combinatoria representativa de secuencias de péptido de direccion/dominio catalitico para
UDP-N-Acetilglucosaminil Transferasa I (GnTI)

Péptido de direccion

OCHI(s) | OCHIm) | OCHKl) | MNN9(s) | MNN9(m)
Ser humano, GnTl, A38 | PB105 | PB106 PB107 | PB104 N/A

Ser humano, GnTIl, A86 | NB12 NB13 NB14 | NB15 NB

C. elegans, GnTl, AB8 | OA12 OA13 OA14 OA15 OA16

C. elegans, GnTl, A35 | PA12 PA13 PA14 PA15 PA16

C. elegans, GnTl, A63 | PB12 PB13 PB14 PB15 PB16

X. laevis, GnTI, A33 QA12 QA13 QA14 | QA15 QA186

X. laevis, GnTI, A103 QB12 QB13 QB14 | QB15 QB16

Do
mi
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Las secuencias de péptido de direccion se seleccionaron de OCHI en P. pastoris (largo, medio y corto) (véase
Ejemplo 4) y MNN9 (SwissProt P39107) en S. cerevisiae (corto y medio). Se seleccionaron dominios cataliticos de
GnTI humana con una delecién N-terminal de 38 y 86 aminodcidos, GnTI de C. elegans (gly-12) con una delecién de
35 y 63 aminodécidos asi como GnTI de C. elegans (gly-14) con una delecién N-terminal de 88 aminodcidos y GnTI
de X. laevis con una delecion N-terminal de 33 y 103 aminodacidos, respectivamente.

Una porcién del gen que codifica N-acetilglucosaminil Transferasa I humana (MGATI, N° de Acceso NM002406),
que carece de los primeros 154 pb, se amplificé por PCR usando los oligonucleétidos 5’-TGGCAGGCGCGCCT
CAGTCAGCGCTCTCG-3’ (SEC ID N°: 72) y 5’-AGGTTAATTA AGTGCTAATTCCAGCTAGG-3’ (SEC ID N
73) y el vector pHG4.5 (ATCC# 79003) como molde. El producto de PCR resultante se cloné en pCR2.1-TOPO y se
confirmé la secuencia correcta. Después de la digestion con Ascl y Pacl, 1a GnTI truncada se inserté en el plasmido
pIN346 para crear pNA. Después de la digestion de pJN271 con Notl y Asc, el inserto de 120 pb se ligd en pNa para
generar una fusién en fase del dominio transmembrana de MNN9 con la GnTI, creando pNA1 5.

El organismo huésped es una cepa de P. pastoris que es deficiente en hipermanosilacién (por ejemplo, un mutante
de ochl), proporciona el sustrato UDP-GIcNAc en el Golgi y/o RE (es decir, contiene un transportador funcional de
UDP-GIcNAc) y proporciona N-glucanos de la estructura MansGIcNAC, en el Golgi y/o RE (por ejemplo, pFBS8 de P.
pastoris (SEC12(m) de Saccharomyces/manosidasa IA A187 de ratén) de antes). En primer lugar, pFB8 de P. pastoris
se transform6 con pPB103 que contenia el gen MNN2-2 de Kluyveromyces lactis (Genbank AN AF106080) (que
codifica el transportador de UDP-GIcNAc) clonado en el sitio BamHI 'y BgllI del plasmido pBLADE-SX (Cereghino
y col. (2001) Gene 263: 159-169). Después, la genoteca de ADN combinatoria que se ha mencionado anteriormente
que codifica una combinacién de genes de GnTI/localizacién exdgenos o endégenos se transformd y las colonias
se seleccionaron y analizaron para la presencia de la construcciéon de GnTI por PCR de colonias. La eficacia de
transformacion e integracion estaba generalmente por encima del 80% y la exploracién de PCR se puede omitir una
vez que se han establecido pardmetros de transformacién robustos.

Purificacion de Proteina

Se purificé K3 del medio por cromatografia de afinidad de Ni utilizando un formato de 96 pocillos en un robot
de laboratorio Beckman BioMek 2000. La purificacién robética es una adaptacién del protocolo proporcionado por
Novagen para su resina HisBind. Se puede realizar otro procedimiento de exploracién usando un anticuerpo de unién
de GIcNAc terminal especifico o una lectina tal como la lectinas GSII de Griffonia simplificolia, que se une a la
GlcNAc (EY Laboratories, San Mateo, CA). Estas exploraciones se pueden automatizar usando lectinas o anticuerpos
que se han modificado con marcadores fluorescentes tales como FITC o analizar por MALDI-TOF.

La K3 secretada se puede purificar por cromatografia de afinidad de Ni, cuantificar y cantidades iguales de proteina
se pueden unir a una placa de 96 pocillos de alta unién a proteina. Después del bloqueo con BSA, las placas se pueden
sondar con una lectina GSII-FACS y explorar para una respuesta fluorescente maxima. Un procedimiento preferido
para detectar las anteriores proteinas glucosiladas implica la exploracién por espectrometria de masas MALDI-TOF
después de la purificacion por afinidad de K3 secretada del sobrenadante de transformantes cultivados en 96 pocillos.
Las colonias transformadas se seleccionaron y desarrollaron hasta una DO600 de 10 en una placa de 2 ml, 96 pocillos
en BMGY a 30°C. Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron en BMMY y se resuspendieron en 250 ul
de BMMY. Después de 24 horas de induccion, las células se retiraron por centrifugacion, el sobrenadante se recuperd
y K3 se purificé del sobrenadante por cromatografia de afinidad de Ni. Los N-glucanos se liberaron y analizaron por
espectrometria de masas de extraccion retrasada MALDI-TOF como se describe en este documento.

En resumen, los procedimientos de la invencién produjeron cepas de P. pastoris que producen
GlcNAcMans;GleNAc, con alto rendimiento, como se muestra en la Figura 10B. Al menos el 60% de los N-glucanos
son GIcNAcMan;GlcNAc,. Hasta la fecha, no existen informes que describen la formacién de GlcNAcMan;GIcNAc,
en glucoproteinas solubles secretadas en ninguna levadura. Los resultados presentados en este documento muestran
que la adicién del transportador de UDP-GIcNAc junto con la actividad de GnTI produce una estructura predominante
de GlcNAcMan;GIcNAc,, que se confirma por el pico en 1457 (m/z) (Figura 10B).

Construccion de la cepa PBP-3

La cepa de P. pastoris que expresa K3, (Aochl, arg-, ade-, his-) se transformé sucesivamente con los siguientes
vectores. En primer lugar, pFB8 (SECI2 (m) de Saccharomyces/manosidasa IA A1887 de ratén) se introdujo por
transformacion en la cepa de P. pastoris por electroporacién. En segundo lugar, pPB103 que contenia el gen MNN2-
2 de Kluyveromyces lactis (Genbank AN AF106080) (que codifica el transportador de UDP-GIcNAc) clonado en el
plasmido pBLADE-SX (Cereghino y col. (2001) Gene 263: 159-169) digerido con las enzimas BanaHI y BglIl se
introdujo por transformacion en la cepa de P. pastoris. En tercer lugar, pPB104 que contenia el gen que codifica
MNN9(s) de Saccharomyces/GnTI A38 humana clonado como fragmento de Notl-Pacl en pJN336 se introdujo por
transformacion en la cepa de P. pastoris.
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Ejemplo 9
Modificacion de Células de K. lactis para Producir N-glucanos con la Estructura MansGIlcNAc,

Identificacion y Alteracion del gen OCHI de K. lactis

El gen OCH1 de la levadura de gemacion S. cerevisiae codifica una 1,6-manosiltransferasa que es responsable de
la primera adicién de manosa localizada en Golgi a la estructura de N-glucano MangGlcNAc, en proteinas secreta-
das (Nakanishi-Shindo y col. (1993) J. Biol. Chem.; 268(35): 26338-45). Esta transferencia de manosa se reconoce
generalmente como la etapa inicial clave en la polimanosilacién especifica de hongos de estructuras de N-glucano (Na-
kanishi-Shindo y col. (1993) J. Biol. Chem. 268 (35): 26338-26345; Nakayama y col. (1992) EMBO J. 11 (7):2511-
19; Morin-Ganet y col. (2000) Traffic 1 (1): 56-68). La delecién de este gen en S. cerevisiae da como resultado una
estructura de N-glucano significativamente mds corta que no incluye esta polimanosilacién tipica o un defecto de
crecimiento a temperaturas elevadas (Nakayama y col. (1992) EMBO J. 11 (7): 2511-19).

La secuencia de Ochlp de S. cerevisiae se alineé con homélogos conocidos de Candida albicans (N° de acceso de
Genbank AAL49987) y P. pastoris junto con las proteinas Hocl de S. cerevisiae (Neiman y col (1997) Genetics 145
(3): 637-45) y K. lactis (base de datos PENDANT EST) que son manosiltransferasas relacionadas pero distintas. Las
regiones de alta homologia que eran comunes entre homologos de Ochlp pero distintos de los homdlogos de Hoclp
se usaron para disefiar pares de cebadores degenerados que se dirigieron contra ADN gendmico de la cepa de K.
lactis MG1/2 (Bianchi y col (1987) Current Genetics 12: 185-192). La amplificacién por PCR con cebadores RCD33
(CCAGAAGAATTCAATTYTGYCARTGG) (SEC ID N°: 74) y RCD34 (CAGTGAAAATACCTGGNCCNGTCCA)
(SEC ID N°: 75) dio como resultado un producto de 302 pb que se cloné y secuencid y se demostré que la traduccion
predicha tenia un alto grado de homologia con la proteinas de Ochl (>55% con Ochlp de S. cerivisiae).

El producto de PCR de 302 pb se usé para sondar una transferencia de Southern de ADN gendmico de la cepa
de K. lactis (MG1/2) con alta rigurosidad (Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Se observé hibridacién en un patrén coherente con
un dnico gen que indica que este segmento de 302 pb se corresponde a una porcién del genoma de K. lactis y que
K. lactis (KIOCH1) contiene una tnica copia del gen. Para clonar todo el gen KIOCH1, la transferencia de Southern
se usé para mapear el locus gendmico. Por consiguiente, un fragmento de 5,2 kb de BamHI/PstI se cloné digiriendo
ADN genémico y ligando esos fragmentos en el intervalo de 5,2 kb en pUC19 (New England Biolabs, Beverly, MA)
para crear una biblioteca subgendmica de K. lactis. Esta biblioteca subgendmica se introdujo por transformacién en E.
coli'y se ensayaron varios cientos de clones por PCR de colonias usando RCD 33/34. El clon de 5,2 kb que contenia el
gen predicho de KIOCHI] se secuenci6 y una fase de lectura abierta de 1362 pb que codificaba una proteina predicha,
es decir, idéntica en el 46,5% con el gen OCH1 de S. cerevisiae. La secuencia de 5,2 kb se usé para preparar cebadores
para la construccién de un alelo de delecién ochl:: KAN® usando un procedimiento de solapamiento de PCR (Davidson
y col. (2002) Microbiol. 148(Pt8): 2607-15). Este alelo de delecién se introdujo por transformacién en dos cepas de
K. lactis y se seleccionaron las colonias resistentes a G418. Estas colonias se exploraron tanto por PCR como por
sensibilidad a temperatura para obtener una cepa a la que se habia delecionado la ORF de OCH1. Los resultados del
experimento muestran cepas que ponen de manifiesto un patrén de PCR mutante, que se caracterizaron por andlisis de
desarrollo a diversas temperaturas y andlisis de hidratos de carbono de N-glucano de proteinas secretadas y de pared
celular después de la digestion con PNGasa. La mutacién de ochl otorgd una sensibilidad a temperatura que permitié
que las cepas se desarrollaran a 30°C pero no a 35°C. La Figura 12A muestra un andlisis de MALDI-TOF de una cepa
de K. lactis de tipo silvestre que produce N-glucanos de MangGlcNAc, [c] y mds.

Identificacion, Clonacion y Alteracion del gen MNNI de K. lactis

El MNNI de S. cerevisiae es el gen estructural de la @-1,3-manosiltransferasa de Golgi. El producto de MNNI es
una proteina de membrana de tipo II de 762 aminoacidos (Yip y col. (1994) Proc Natl Acad Sci USA. 91 (7): 2723-
7). Tanto los oligosacaridos ligados a N como los ligados a O aislados de mutantes de mnnl carecen de enlaces a-1,3-
manosa (Raschke y col. (1973) J Biol Chem. 248(13):4660-66).

La secuencia de Mnnlp de S. cerevisiae se usé para buscar las secuencias gendmicas traducidas de K. lactis
(PEDANT). Se identificé una secuencia de ADN de 405 pb que codifica un supuesto fragmento de proteina de si-
militud significativa con Mnnlp. Un segmento interno de esta secuencia se amplificé posteriormente por PCR con
los cebadores KMN1 (TGCCATCTTT-TAGGTCCAGGCCCGTTC) (SEC ID N°: 76) y KMN2 (GATCCCACGACG
CATCGTATTTCTTTC), (SEC ID N°: 77) y se usé para sondar una transferencia de Southern de ADN genémico de
la cepa de K. lactis (MG1/2). Basandose en los datos de hibridacién de Southern se clond un fragmento de 4,2 kb de
BamHI-Pstl generando una biblioteca seleccionada por tamafio como se describe en este documento. Un tnico clon
que contenia el gen MNNI de K. lactis se identificé por PCR de colonias completas usando los cebadores KMNI y
KMN2 y se secuencid. Dentro de este clon se identificé una ORF de 2241 pb que codificaba una proteina predicha que
era idéntica en el 34% con el gen MNNI de S. cerevisiae. Los cebadores se disefiaron para la construccién de un alelo
de delecién de mnnl::NAT® usando el procedimiento de solapamiento de PCR (Davidson y col. (2002) Microbiol. 148
(Pt 8): 2607-15).

Este alelo de alteracion se introdujo por transformacién en una cepa de K. lactis por electroporacion y se selec-
cionaron transformantes resistentes a nourseotricina y se amplificaron por PCR para inserciéon homéloga del alelo de
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alteracion. Las cepas que ponen de manifiesto un patréon de PCR mutante se pueden someter a andlisis de hidratos de
carbono de N-glucano de un gen indicador conocido.

La Figura 12B ilustra los N-glucanos de la cepa de delecion de ochll mml de K. lactis observada después de la
digestion con PNGasa por MALDI-TOF como se describe en este documento. El pico predominante en 1908 (m/z)
indic6 que [d] es coherente con la masa de ManyGIcNAc,.

Se describen procedimientos y reactivos adicionales que se pueden usar en los procedimientos para modificar la
glucosilacion en la bibliografia, tal como la Patente de Estados Unidos N° 5.955,422, Patente de Estados Unidos N°
4.775.622, Patente de Estados Unidos N° 6.017.743, Patente de Estados Unidos N° 4.925.796, Patente de Estados
Unidos N° 5.766.910, Patente de Estados Unidos N° 5.834.251, Patente de Estados Unidos N° 5.910.570, Patente de
Estados Unidos N° 5.849.904, Patente de Estados Unidos N° 5.955.347, Patente de Estados Unidos N° 5.962.294,
Patente de Estados Unidos N° 5.135.854, Patente de Estados Unidos N° 4.935.349, Patente de Estados Unidos N°
5.707.828 y Patente de Estados Unidos N° 5.047.335. Se pueden obtener sistemas de expresioén en levadura apropiados
de fuentes tales como la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, Rockville, MD. Los vectores estdn disponibles en el
mercado en una diversidad de fuentes.

Ejemplo 10

Identificacion, clonacion y delecion del gen ALG3 en P. pastoris y K. lactis

Se generaron cebadores degenerados basandose en un alineamiento de secuencias de proteinas Alg3 de S. cere-
visiae, H. sapiens y D. melanogaster y se usaron para amplificar un producto de 83 pb del ADN gendmico de P.
pastoris: 5’-GGTGTTTTGTTTTCTAGATCTTTGCAYTAYCARTT-3" (SEC ID N°: 78) y 5’-AGAATTTGGTGGG
TAAGAATTCCARCACCAYTCRTG-3’ (SEC ID N° 79). El producto de PCR resultante se clond en el vector
pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y el andlisis de secuencia puso de manifiesto homologia con homdlogos cono-
cidos de ALG3/RHKI1/NOT56 (Genbank NC_001134.2, AF309689, NC_003424.1). Posteriormente, 1929 pb cade-
na arriba y 2738 pb cadena abajo del producto de PCR inicial se amplificaron de una genoteca de ADN genémi-
co de P. pastoris (Boehm (1999) Yeast 15 (7): 563-72) usando los oligonucleétidos internos 5°’-CCTAAGCTGG
TATGCGTTCTCTTTGCCATATC-3’ (SEC ID N°: 80) y 5’-GCGG CATAAACAATAATAGATG CTATAAAG-3’
(SEC ID N°: 81) junto con T3 (5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’) (SEC ID N°: 49) y T7 (5’-GTAATACGACT
CACTATAGGGC-3’) (SEC ID N°: 48) (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA) en la cadena principal del plas-
mido lambda ZAP II que lleva la biblioteca (Stratagene, La Jolla, CA). Los fragmentos resultantes se clonaron en el
vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y se secuenciaron. A partir de esta secuencia se identificé una ORF de 1395 pb que
codifica una proteina con una identidad del 35% y una similitud del 53% con el gen ALG3 de S. cerevisiae (usando
programas BLAST). El gen se denominé PpALG3.

La secuencia de PpALG3 se us6 para crear un conjunto de cebadores para generar una construccién de delecion

del gen PpALG3 por solapamiento de PCR (Davidson y col (2002) Microbiol. 148(Pt 8): 2607-15). Los siguientes
cebadores se usaron para amplificar regiones de 1 kb 5’ y 3’ de la ORF de PpALG3 y el gen KANR, respectivamente:

RCD142 (5'-CCACATCATCCGTGCTACATATAG-3") (SEC ID N2: 82),

RCD144 (5'-ACGAGGCAAGCTAAACAGATCTCGAAGTATCGAGGGTTAT CCAG-3")
(SEC ID Ne: 83),

RCD145 (5-CCATCCAGTGTCGAAAACGAGCCAATGGTTCATGTCTATAAATC-3))
(SEC ID Ne: 84),

RCD147 (5'-AGCCTCAGCGCCAACAAGCGATGG-3') (SEC ID N2: 85),

RCD143 (5'-CTGGATAACCCTCGATACTTCGAGATCTGTTTAGCTTGCCTCGT-3")
(SEC ID Ne: 86)

y
RCD146 (5'-GATTTATAGACATGAACCATTGGCTCGTTTTCGACACTGGATGG-3)

(SEC ID Ne: 87).
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Posteriormente, los cebadores RCD 142 y RCD 147 se usaron para solapar los tres productos de PCR resultantes
en un tnico alelo de delecion de 3,6 kb alg3::KANR.

Identificacion, clonacion 'y delecion del gen ALG3 en K. lactis

Las secuencias de ALG3p de S. cerevisiae, Drosophila melanogaster, Homo sapiens etc., se alinearon con secuen-
cias de K. lactis (base de datos PENDANT EST). Las regiones de alta homologia que eran homélogos en comtin pero
distintos en la secuencia exacta de los homdlogos se usaron para crear pares de cebadores degenerados que se dirigie-
ron contra ADN gendmico de la cepa de K. lactis MG1/2 (Bianchi y col., 1987). En el caso de ALG3, la amplificacién
por PCR con los cebadores KAL-1 (5’-ATCCTTTACCGATGCTGTAT-3") (SEC ID N°: 88) y KAL-2 (5’-ATAACAG
TATGTGTTACACGCGTGTAG-3’) (SEC ID N°: 89) dio como resultado un producto que se clond y secuencid y se
demostr6 que la traduccién predicha tenia un alto grado de homologia con proteinas de Alg3p (>50% con Alg3p de S.
cerevisiae).

El producto de PCR se us6 para sondar una transferencia de Southern de ADN gendmico de la cepa de K. lactis
(MG1/2) con alta rigurosidad (Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a ed., Cold Spring Har-
bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Se observé hibridacién en un patrén coherente con un tinico
gen. Esta transferencia de Southern se usé para mapear los loci genémicos. Los fragmentos gendémicos se clonaron
digiriendo ADN genémico y ligando esos fragmentos en el intervalo de tamafio apropiado en pUC19 para crear una
biblioteca subgenémica de K. lactis. Esta biblioteca subgendmica se introdujo por transformacion en E. coli y se ensa-
yaron varios cientos de clones por PCR de colonias, usando los cebadores KAL-1 y KAL-2. Los clones que contenian
los genes predichos KIALG3 y KIALG61 se secuenciaron y se identificaron las fases de lectura abiertas.

Los cebadores para la construccion de un alelo de delecion alg3::NATR, usando un procedimiento de solapamiento
de PCR (Davidson y col. (2002) Microbiol. 148(Pt8): 2607-15), se disefiaron y el alelo de delecién resultante se
introdujo por transformacién en dos cepas de K. lactis y se seleccionaron las colonias resistentes a NAT. Estas colonias
se exploraron por PCR y se obtuvieron transformantes en los que la ORF de ALG3 se sustituyé con el alelo mutante
ochl::NATX.

Ejemplo 11

Generacion de una cepa mutante de alg3 ochl que expresa una a-1,2-manosidasa, GnT1 y GnTII para la produccion
de una glucoproteina de tipo humano

Se gener6 una construccion de delecién de alg3::KANR de P. pastoris como se ha descrito en el Ejemplo 10.
Aproximadamente 5 ug del producto de PCR resultante se introdujeron por transformacién en la cepa PBP-3 (véase
el Ejemplo 3) y se seleccionaron colonias en medio YPD que contenfa 200 ug/ml de G418. Se confirm6 que una cepa
de 20 exploradas por PCR contenia la integracion correcta del alelo mutante de alg3::KAN® y que carecia del alelo de
tipo silvestre. Esta cepa se denominé RDP27 (Figura 36).

Después se generd una biblioteca de construcciones de GnTII, que comprendia fusiones en fase de la biblioteca
lider con los dominios cataliticos de los genes de GnTII de fuentes humanas y de rata (documento WO 02/00879).
Esta biblioteca se cre6 en un vector de integracion de P. pastoris que contenia el gen de NSPR que otorga resistencia
al farmaco nourseotricina. Los pldsmidos de biblioteca se linealizaron con EcoRI, se introdujeron por transformacién
en la cepa RDP27 por electroporacion y las cepas resultantes se exploraron por andlisis de los glucanos liberados de
K3 purificada. Una cepa de P. pastoris que expresa la GnTII de rata fusionada en fase con la construccién MNNY (s)
de S. cerevisiae se denominé PBP6-5 (Figura 36).

Generacion de construcciones de expresion de GnTII

La construcciéon de un vector de expresion de GnTI (pNA15) que contenia un gen de GnTI humana fusionado
con la parte N-terminal del gen MNN9 de S. cerevisiae se describe en Choi y col. (2003) Proc Natl Acad Sci U S
A. 100(9): 5022-27). De un modo similar se cloné el gen de GnTII de rata. El gen de GnTII de rata (nimero de
acceso de GenBank U21662) se amplific por PCR usando la polimerasa Takara EX Tag™ (Panvera) de genoteca de
ADNCc de higado de rata (Clontech) con los cebadores RAT1 (5’-TTCCTCACTGCAGTCTTCTATAACT-3") (SEC
ID N°: 90) y RAT2 (5’-TGGAGACCATGAGGTTCCGCATCTAC-3’) (SEC ID N°: 91). El producto de PCR después
se clond en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y se secuencié. Usando este vector como un molde, el fragmento
Ascl-Pacl de GnTII, que codifica los aminoacidos 88-443, se amplificé con polimerasa Pfu Turbo (Stratagene) y los
cebadores,

RAT44 (5’-TTGGCGCGCCTCCCTAGTGTACCAGTTGAACTTTG-3') (SEC ID Ne2: 92)

y
RAT11  (5-GATTAATTAACTCACTGCAGTCTTCTATAACT-3) (SEC ID N2 93)
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respectivamente, los sitios de restriccién de Ascl y Pacl introducidos estdn subrayados). Después de la confirmacién
por secuenciacion, el dominio catalitico de GnTII de rata se cloné cadena abajo del promotor PMAI como un frag-
mento de Ascl-Pacl en pBP124. En la etapa final, el fragmento génico que codifica la sefial de localizacién de Mnn2
de S. cerevisiae se clon6 de pJN281 como fragmento de Nofl-Ascl para generar una fusién en fase con el dominio
catalitico de GnTII, para generar el plasmido pTC53.

Ejemplo 12
Clonacion y Expresion De GnTIII Para Producir GlcNAc de Biseccion que Refuerzan la Funcionalidad de Anticuerpo

La adicién de una N-acetilglucosamina a la estructura de GIcNAc,Man;GIcNAc, por N-acetilglucosaminiltrans-
ferasas III produce un denominado N-glucano bisecado (véase la Figura 15). Esta estructura se ha implicado en una
mayor citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Umana y col. (1999) Nat. Biotechnol. 17(2): 176-
80).

Una célula huésped tal como una cepa de levadura capaz de producir glucoproteinas con N-glucanos bisecados se
modifica de acuerdo con la invencién introduciendo en la célula huésped una actividad de GnTIII. Preferiblemente, la
célula huésped se transforma con un 4cido nucleico que codifica GnTIII (por ejemplo, una de mamifero tal como la
GnTIII murina mostrada en la Figura 24) o un dominio del mismo que tiene actividad enzimaética, fusionado opcio-
nalmente con un péptido de direccidn sefial celular heterélogo (por ejemplo, usando las bibliotecas y procedimientos
asociados de la invencion).

Las IgG estan constituidas por dos cadenas pesadas (Vy, Cyl, Cy2 y Cy3 en la Figura 22), interconectadas en la
region bisagra mediante tres puentes disulfuro, y dos cadenas ligeras (V, C. en la Figura 22). Las cadenas ligeras
(dominios V y Cp) estdn unidas por otro puente disulfuro con la porcién Cyl de la cadena pesada y junto con el
fragmento Cy1 y Vy establecen la denominada regién Fab. Los antigenos se unen a la porcién terminal de la regién
Fab. La region Fc de IgG estd constituida por la region Cy3, la Cy2 y la bisagra y es responsable de ejercer las
denominadas funciones efectoras (véase mas adelante).

La funcién principal de anticuerpos es la unién a un antigeno. Sin embargo, a menos que la unién a antigeno inac-
tive directamente el antigeno (tal como en el caso de toxinas bacterianas), la mera unién es insignificativa a menos que
se desencadenan las denominadas funciones efectoras. Los anticuerpos de la subclase IgG ejercen dos funciones efec-
toras principales: la activacion del sistema de complemento y la induccién de fagocitosis. El sistema de complemento
esta constituido por un grupo complejo de proteinas séricas implicadas en el control de acontecimientos inflamato-
rios, en la activacién de fagocitos y en la destruccion litica de membranas celulares. La activacion del complemento
comienza con la unién del complejo C1 a la porcién Fe de dos IgG en estrecha proximidad. El C1 esté constituido por
una molécula, C1q y dos moléculas Cle y Cls. La fagocitosis se inicia mediante una interaccién entre el fragmento
Fc de IgG y los receptores Fc-gamma (FcyRI, 1T y III en la Figura 22). Los receptores Fc se expresan principalmente
sobre la superficie de células efectoras del sistema inmune, en particular, macréfagos, monocitos, células mieloides y
células dendriticas.

La porcién Cy2 aloja un sitio de N-glucosilacion conservado en asparagina 297 (Asn297). Los N-glucanos de
Asn297 son altamente heterogéneos y se conoce que afectan a la unién de receptor Fc y la activacién del comple-
mento. Solamente una minoria (es decir, aproximadamente el 15-20%) de las IgG llevan un N-glucano disialilado y
el 3-10% tienen uno monosialilado (revisado en Jefferis (2001) Biopharm. 14:19-26). De forma interesante, la estruc-
tura minima de N-glucano que se muestra que es necesaria para anticuerpos completamente funcionales capaces de
activacion de complemento y unién de receptor Fc es un pentasacarido con restos de N-acetilglucosamina terminales
(GlcNAc,Man;) (revisado en Jefferis, R., Glycosylation of human IgG Antibodies. BioPharm, 2001). Los anticuerpos
con menos de un N-glucano GlcNAc,Man; o sin N-glucosilacién en Asn297 todavia pueden ser capaces de unirse a
un antigeno pero, muy probablemente, no activaran los acontecimientos cruciales aguas abajo tales como fagocitos y
activacion de complemento. Ademas, los anticuerpos con N-glucanos de tipo fungico unidos a Asn297, con toda pro-
babilidad, provocaran una respuesta inmune en un organismo mamifero que convertird ese anticuerpo en initil como
una glucoproteina terapéutica.

Clonacion Y Expresion De GnTIII

El fragmento de ADN que codifica parte de la proteina GnTIII de ratén que carece del dominio TM se amplifica
por PCR a partir de ADN genémico murino (u otro mamifero) usando los cebadores

directo (5'-TCCTGGCGCGCCTTCCCGAGAGAACTGGCCTCCCTC-3') (SEC ID Ne:
94)
e inverso (5-AATTAATTAACCCTAGCCCTCCGCTGTATCCAACTTG-3') (SEC ID Ne: 95)
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Esos cebadores incluyen sitios de restriccion Ascl y Pacl que se pueden usar para clonar en el vector adecuado para la
fusién con la biblioteca lider.

Las secuencias de 4cido nucleico (SEC ID N°: 45) y de aminoécidos (SEC ID N°: 46) de GnTIII murina se muestran
en la Figura 24.

Clonacion de Secuencias que Codifican Inmunoglobulina

Se han publicado protocolos para la clonacién de las regiones variables de anticuerpos, incluyendo secuencias de
cebador, previamente. Las fuentes de anticuerpos y genes codificantes pueden ser, entre otras, células B humanas in-
munizadas in vitro (véase, por ejemplo, Borreback y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 3995-3999), linfocitos
de sangre periférica o células B humanas tinicas (véase, por ejemplo, Lagerkvist y col. (1995) Biotechniques 18: 862-
869; y Temess y col. (1997) Hum. Immunol. 56: 17-27) y ratones transgénicos que contienen loci de inmunoglobulina
humana, que permiten la creacién de lineas celulares de hibridoma.

Usando técnicas de ADN recombinante convencionales, se pueden clonar secuencias de dcido nucleico que co-
difican anticuerpo. Las fuentes de informacién genética que codifican inmunoglobulinas de interés son tipicamente
preparaciones de ARN total de células de interés, tales como linfocitos sanguineos o lineas celulares de hibridoma.
Por ejemplo, empleando un protocolo basado en PCR con cebadores especificos, se pueden clonar regiones variables
mediante transcripcién inversa iniciada a partir de un cebador especifico de secuencia que hibrida con el sitio del
dominio Cyl de IgG y un segundo cebador que codifica los aminoacidos 111-118 de la regién constante kappa mu-
rina. Después, los ADNc que codifican Vy y Vi se pueden amplificar como se ha publicado previamente (véase, por
ejemplo, Graziano y col. (1995) J Immunol. 155(10): 4996-5002; Welschof y col. (1995) J. Immunol. Methods 179:
203-214; y Orlandi y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3833). También se han publicado procedimientos
de clonacién para inmunoglobulinas completas (cadenas pesada y ligera) (véase, por ejemplo, Buckel y col. (1987)
Gene 51: 13-19; Recinos y col. (1994) Gene 149: 385-386; Recinos y col. (1995) Gene 158: 311-12). Se han descri-
to protocolos adicionales para la clonacién y generacién de fragmentos de anticuerpo y construcciones de expresion
de anticuerpo en Antibody Engineering, Kontermann y Diibel (2001), Eds., Springer Verlag: Berlin Heidelberg New
York.

Se han descrito plasmidos de expresion fingicos que codifican la cadena pesada y ligera de inmunoglobulinas
(véase, por ejemplo, Abdel-Salam y col. (2001) Appl. Microbiol. Biotechnol. 56: 157-164; y Ogunjimi y col. (1999)
Biotechnology Letters 21: 561-567). Por tanto, se pueden generar plasmidos de expresiéon que alojan las regiones
constantes de inmunoglobulinas. Para facilitar la clonacioén de regiones variables en estos vectores de expresion, se
pueden poner sitios de restriccién adecuados en estrecha proximidad con los extremos de las regiones variables. Las
regiones constantes se pueden construir de tal manera que las regiones variables se puedan fusionar de forma sencilla
en fase con las mismas por un simple experimento de digestién por restriccidén/ligacion. La Figura 23 muestra una
revisién esquematica de tal construccién de expresion, disefiada de un modo muy modular, que permite el intercambio
sencillo de promotores, terminadores de la transcripcién, dominios de direccién de integracion e incluso marcadores
de seleccion.

Como se muestra en la Figura 23, los dominios V| asi como Vy de eleccion se pueden clonar de forma sencilla
en fase con las regiones C, y Cy, respectivamente. La integracion inicial se dirige al locus de AOX de P. pastoris (0
un locus homoélogo en otra célula fiingica) y el promotor AOX inducible por metanol dirigird la expresién. Alternati-
vamente se puede usar cualquier otro casete de promotor constitutivo o inducible deseado. Por tanto, si se desea, las
regiones AOX 5° y AOX 3’ asi como los fragmentos de terminador de la transcripcién (TT) se pueden sustituir de
forma sencilla con diferentes dominios de TT, promotor y de direccidon de integracién para optimizar la expresion.
Inicialmente, la sefial de secrecidn de factor alfa con el sitio de proteasa KEX convencional se emplea para facilitar
la secrecion de cadenas pesadas y ligeras. Las propiedades del vector de expresion se pueden refinar adicionalmente
usando técnicas convencionales.

Un vector de expresion de Ig tal como el que se ha descrito anteriormente se introduce en una célula huésped de
la invencién que expresa GnTIII, preferiblemente en el aparato de Golgi de la célula huésped. Las moléculas de Ig
expresadas en tal célula huésped comprenden N-glucanos que tienen GlcNAc de biseccion.

Ejemplo 13
Generacion de la Cepa de Levadura YSH-1 (Aochl, al,2-manosidasa, GnTI)

La cepa de P. pastoris que se ha descrito anteriormente BK64 (Choi y col. (2003) Proc Natl Acad Sci U S A.
100(9): 5022-7), un triple auxétrofo (ADE, ARG, HIS) que posee el knock-out de OCHI y que expresa el domino
kringle 3 (K3) de plasminégeno humano se usé como la cepa huésped. BK64 se transformé con el pldsmido pPB103
linealizado con la enzima de restriccion EcoNI para introducir el transportador de UDP-N-acetilglucosamina de K.
lactis en la célula huésped, creando de este modo la cepa PBP-1. El Mnsl de ratén se introdujo en esta cepa por
transformacion con el plasmido pFB8 linealizado con la enzima de restriccion EcoNI, generando la cepa PBP-2. El
andlisis de glucano de K3 de proteinas aisladas de la cepa PBP-2 demostré que la glucoforma principal presente era
Man;GlcNAc,.
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Posteriormente se transformé PBP-2 con el plasmido de GnTI humana pNA1S5 linealizado con la enzima de res-
triccién Aatll, generando la cepa PBP-3. El andlisis de las glucoformas de K3 producidas en la cepa PBP-3 demostrd
que el glucano hibrido GIcNAcMan;GIcNAc, era la estructura predominante. Para recuperar el marcador URA3 de
PBP-3, esta cepa se cultivé en YPD antes de la seleccién en medio minimo que contenia 5-Fluroorético (5-FOA, Bio-
Vectra) y uracilo (Boeke y col. (1984) Mol. Gen. Genet. 197: 345-346). La cepa Ura-menos recuperada que producia
las glucoformas GlcNAcMan;GlcNAc, se denominé YSH-1 (Figura 36). El perfil de N-glucano de la cepa YSH-1 se
muestra en la Figura 25 (parte superior) y presenta un pico predominante en 1465 m/z que se corresponde a la masa
de GIcNAcMansGlcNAc, [d].

Ejemplo 14
Generacion de la Cepa de Levadura YSH-37 (P_pastoris que expresa manosidasa II)

YSH-1 (Ejemplo 13) se transformé con el pldsmido de manosidasa I[IA74 de D. melanogaster/ MNN2(s) de S.
cerevisiae (pKD53) linealizado con la enzima de restriccién Apal, generando la cepa YSH-37 (Figura 36). El ané-
lisis de las estructuras de glucano K3 producidas en la cepa YSH-37 (Figura 25 (parte inferior)) demostré que la

glucoforma predominante en 1140 m/z se corresponde a la masa de GIcNAcMan;GIcNAc, [b] y otras glucoformas
GlcNAcMan,GIcNAc, [c] en 1303 m/z y GlIcNAcMansGIcNAc, [d] en 1465 m/z.

Ejemplo 15
Generacion de la Cepa de Levadura YSH-44

La cepa YSH-37 (Ejemplo 14) se transformé con un plasmido que codifica un lider de GnTII de rata/MNN2 (s),
pTC53, linealizado con la enzima de restriccion EcoRI. La cepa resultante, YSH-44 (Figura 36), produjo un N-glucano
de K3 que tiene una unica glucoforma en 1356 m/z, que se corresponde a la masa de GlcNAc,Man;GIcNAc, [x], por
espectrometria de masas MALDI-TOF en modo positivo (Figura 29).
Ejemplo 16
Construccion del Pldasmido pJN 348

El plasmido pBLURA-SX (de Jim Cregg) se digiri6 con BamHI y BgllI para liberar el casete de expresion AOX.
El fragmento de BamHI que contiene el casete de expresion de GAPDH/CYC1 de pJN261 (Figura 4B) (Ejemplo 4)

después se ligd en la cadena principal de pPBLURA-SX para crear pJN338. El plasmido pJN338 se corté con Notl y
Pacl y los dos oligonucleétidos

5'-GGCCGCCTGCAGATTTAAATGAATTCGGCGCGCCTTAAT-3' (SEC ID N2: 96)

y
5-TAAGGCGCGCC GAATTCATTTAAATCTGCAGGGC-3' (SEC ID N 97)

que se habian hibridado in vitro se ligaron en los sitios abiertos, para crear pJN348.

Ejemplo 17
Construccion de un Pldsmido de Integracion pRCD259

El PpURA3 que contiene el vector de expresion de GAPDH pJN348 se linealizé con Xhol y se crearon extremos
romos con ADN polimerasa de T4 y se traté con fosfatasa intestinal de ternero (CIP). El marcador de resistencia HYG
se digirié de pAG32 con Bglll y Sacl y se formaron extremos romos, después se ligd en pJN348 para crear pPRCD259
que se pude usar como un vector de expresion de HYG que se integra en el locus de PpURA3.
Ejemplo 18
Generacion de Construcciones de Fusion de GnTIII

Se prepararon construcciones de fusién entre GnTIII de mamifero y secuencias de direccién de levadura usando
el gen Mgat3 de ratén (nimero de acceso de GenBank 1.39373, Bhaumik y col., 1995). Tres fragmentos de ADN

correspondientes a deleciones N-terminales A32, A86 y A212 del gen de GnTIII de ratén se amplificaron por PCR
usando polimerasa Pfu Turbo (Stratagene) con los cebadores directos
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MG3-B (5-TCCTGGCGCGCCTTCCCGAGAGAACTGGCCTCCCTC-3') (SEC ID Ne:
98),
MG3-C (5'-CCGAGGCGCGCCACAGAGGAACTGCACCGGGTG-3') (SEC ID Ne: 99),

MG3-D (5'-ACCGAGGCGCGCCATCAACGCCATCAACATCAACCAC-3') (SEC ID Ne:

100)

MG3-D (5'-ACCGAGGCGCGCCATCAACGCCATCAACATCAACCAC-3') (SEC ID N¢:

100)

e inverso

MG3-A (5'-AATTAATTAACCCTAGCCCTCCGCTGTATCCAACTTG-3") (SEC ID N2 101).

Después, los productos de PCR se clonaron en el vector pJN 348 como fragmentos de Ascl-Pacl y se secuenciaron.
Los vectores resultantes pVA (GnTIII A32), pVB (GnTIII A86) y pVC (GnTIII A212) se digirieron con enzimas Notl-
Ascl y se usaron para la ligacién con la biblioteca lider de levadura (lideres 20-67). Estos péptidos de direccién se
fusionan con los dominios cataliticos seleccionados de la GnTIII de ratén con deleciones N-terminales de 32, 86, 212
aminodcidos. Por ejemplo, el péptido de direccion de MNN2 de S. cerevisiae (largo, medio y corto) y GNT1 de K.
lactis (corto y medio) (véase el Ejemplo 11) se muestran en la Tabla 11

TABLA 11

Una biblioteca combinatoria representativa de secuencias de péptido de direccion/dominios cataliticos que muestran
actividad de UDP-N-Acetilglucosamidiltransferasa Il (GnTIII) YSH-1 de P_pastoris

Péptido de direccion
MNN2(s) de S.|MNN2(m) de S.[MNN2() de S.|GNT1(m) de K.
cerevisiae cerevisiae cerevisiae lactis
o
:g GnTIIl A32 de|50% (pVA53) 30-40% (pVA54) |20-30% (pVA55) |0% (pVA51)
© |Ratén
[°]
O
o
E GnTIIl A86 de|20-30% (pVB53) |[30-40% (pVB54) [20-30% (pVB55) (0% (pVB51)
8 |Raton
GnTII 0% (pVC53) 0% (pVC54) 0% (pVC55) 0% (pVC51)
A212 de
Raton
Ejemplo 19

Modificacion de P._pastoris para producir GlcNAc,MansGlcNAc, bisecado

La cepa de P. pastoris que produce GlcNAcMansGIcNAc, (PBP-3) (véase el Ejemplo 8) se contraseleccioné en
5-FOA, seleccionando de este modo para pérdida del marcador Ursa3+ y un fenotipo ura3-. Esa cepa, denominada
YSH-1 (Figura 36) se transformé con la biblioteca de dominios cataliticos de N-acetilglucosaminiltransferasa III
(GnTTII) (vectores pVA, pVB y pVC) y lideres. Los transformantes se cultivaron a 30°C en BMGY hasta una DOg
de aproximadamente 10, se recogieron por centrifugacién y se transfirieron a BMMY para inducir la produccién de
K3 (kringle 3 de plasmindgeno humano) bajo el control de un promotor AOXI. La K3 se purificé del medio por
cromatografia de afinidad de Ni utilizando un formato de 96 pocillos en un robot de laboratorio Beckman BioMek
2000. La purificacién robética es una adaptacion del protocolo proporcionado por Novagen para su resina HisBind
(Ejemplo 3). Los N-glucanos se liberaron por digestiéon con PNGasa (Ejemplo 3). Los N-glucanos se analizaron con
una EM de MALDI-TOF (Ejemplo 3). Las actividades de GnTIII se muestran en la Tabla 11. El nimero de (+), como
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se usa en este documento, indica los niveles relativos de produccién de N-glucano bisecado del % de glucanos neutros.
Las secuencias de péptido de direccién se seleccionaron entre el grupo constituido por: GLS1 de Saccharomyces,
MNSI1 de Saccharomyces, SEC12 de Saccharomyces, SEC de Pichia, OCHI1 de Pichia, MNNO de Saccharomyces,
VANI1 de Saccharomyces, ANP1 de Saccharomyces, HOC1 de Saccharomyces, MNN10 de Saccharomyces, MNNI11
de Saccharomyces, MNT1 de Saccharomyces, D2 de Pichia, D9 de Pichia, J3 de Pichia, KTR1 de Saccharomyces,
KTR2 de Saccharomyces, GnTI de Kluyveromyces, MNN2 de Saccharomyces, MNNS5 de Saccharomyces, YUR1 de
Saccharomyces, MNNI1 de Saccharomyces y MNN6 de Saccharomyces. Los transformantes de pVAS5S3 que muestran
la GlcNAc de biseccion (por ejemplo, GIcNAc,Mans;GlcNAc,) se denominaron PBP26 (Figura 36).

Ejemplo 20
Modificacion de YSH-44 de P._pastoris para producir GlcNAc;Ma;GlcNAc, bisecado

Para la expresion de GnTIII en la cepa YSH-44 (Figura 36), se transfirieron construcciones de GnTIII de los vec-
tores pVAS3, pVBS53, pVA54 y pVB54 como fragmentos de Notl-Pacl en pRCD259 para generar vectores pPB135,
pPB137, pPB136 y pPB138. Los vectores contienen un marcador de resistencia a HYG y un gen de URA3 de P. pasto-
ris como una secuencia de direccidn para la integracién genémica. Los plasmidos se linealizan con Sall, se introducen
por transformacion en la cepa YSH-44 por electroporacidn, se seleccionan en medio que contiene higromicina y las
cepas resultantes se exploran por andlisis de los glucanos liberados de K3 purificada. Los transformantes se cultivaron
a 24°C en BMGY hasta una DO600 de aproximadamente 10, se recogieron por centrifugacion y se transfirieron a
BMMY para inducir la produccién de K3 (kringle 3 de plasminégeno humano) bajo el control de un promotor AOX1.
Se purificé K3 del medio por cromatografia de afinidad de Ni utilizando un formato de 96 pocillos en un robot de
laboratorio Beckman BioMek 2000 (Ejemplo 3). La purificacién robdtica es una adaptacion del protocolo proporcio-
nado por Novagen para su resina HisBind (Ejemplo 3). Los N-glucanos se liberaron por digestion con PNGasa. Los
N-glucanos se analizaron con una EM de MALDI-TOF (Ejemplo 3). Los transformantes de pPB135 que muestran la
GIcNAc de biseccion (por ejemplo, GIcNAc,MansGlcNAc,) se denominaron YSH-57 (Figura 36). La Tabla 11 ilustra
la actividad de la GnTIII de rat6n.

Ejemplo 21
Modificacion de PBP6-5 de P._pastoris para producir GlcNAcsMan;GlcNAc, bisecado

El PBP6-5 de P. pastoris (Ejemplo 11) se transformé con el plasmido pPB135 (Tabla 11) que codifica un dominio
catalitico de GnTIII de ratén (A32) ligado en fase con un péptido de direccién procedente de MNN2 de S. cerevisiae.
Los transformantes se cultivaron a 30°C en BMGY hasta una DO600 de aproximadamente 10, se recogieron por
centrifugacién y se transfirieron a BMMY para inducir la produccién de K3 (kringle 3 de plasminégeno humano) bajo
el control de un promotor AOX!. Se purificé K3 del medio por cromatografia de afinidad de Ni utilizando un formato
de 96 pocillos en un robot de laboratorio Beckman BioMek 2000. La purificacién robdtica es una adaptacién del
protocolo proporcionado por Novagen para su resina HisBind (Ejemplo 3). Los N-glucanos se liberaron por digestion
con PNGasa (Ejemplo 3). Los N-glucanos se analizaron con una EM de MALDI-TOF (Ejemplo 3). Los transformantes
que muestran la GIcNAc de biseccidén (por ejemplo, GlcNAc,Man;GIcNAc,) se denominaron PBP-38 (Figura 36). La
Tabla 11 ilustra la actividad de la GnTIII de ratén.

Ejemplo 22

Ensayo de actividad de GnTIII in vitro usando el sustrato GlcNAcMansGIcNAc, en la cepa de P.pastoris modificada
YSH-57

Para ensayar cualquier actividad de GnTIII ex vivo potencial en la cepa de P. pastoris, los sobrenadantes de cultivo
celular de YSH-57 se ensayaron para actividad de GnTIII. Las células de P. pastoris YSH-57 se cultivaron a 24°C en
BMGY (B) hasta una DO600 de aproximadamente 10. Las células se recogieron por centrifugacion y se transfirieron a
BMMY para inducir la produccién de K3 (kringle 3 de plasminégeno humano) bajo el control de un promotor AOX1.
Después de 24 horas de induccidn, las células se retiraron por centrifugacidn para producir un sobrenadante esencial-
mente claro. Una alicuota del sobrenadante se retiré para ensayos de GnTIII y el resto se us6 para la recuperacién
de K3 soluble secretada. Se purificé K3 del medio por cromatografia de afinidad de Ni utilizando un formato de 96
pocillos en un robot de laboratorio Beckman BioMek 2000. La purificacién robética es una adaptacién del protoco-
lo proporcionado por Novagen para su resina HisBind (Ejemplo 3). Los N-glucanos se liberaron por digestién con
PNGasa (Ejemplo 3). La alicuota retirada anteriormente del sobrenadante se ensayé adicionalmente para presencia
de actividad de GnTIII secretada. Se afiadié6 GlcNAcMan;GIlcNAc, purificado de K3 expresada en la cepa PBP-3 a:
BMMY (A) UDP-GIcNAc 1 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)) en BMMY (B); el sobrenadante de YSH-44
transformado con pVA53 [YSH-57] (C); el sobrenadante de YSH-57 + UDP-GIcNAc 1 mM (D). Después de la incu-
bacién durante 8 horas a temperatura ambiente, las muestras se analizaron por HPLC de amino silice para determinar
el alcance de la actividad de GnTIIIL.
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Ejemplo 23

Ensayo de actividad de GnTIII in vitro usando el sustrato GlcNAc,Man;GIcNAc, en la cepa de P._pastoris modificada
YSH-57

Para ensayar cualquier actividad de GnTIII ex vivo potencial en la cepa de P. pastoris YSH-57 se ensayaron sobre-
nadantes de cultivo celular para actividad de GnTIII. Las células de P. pastoris YSH-57 se cultivaron a 24°C en BMGY
hasta una DO600 de aproximadamente 10. Las células se recogieron por centrifugacién y se transfirieron a BMMY
para inducir la produccién de K3 (kringle 3 de plasmindégeno humano) bajo el control de un promotor AOXI. Después
de 24 horas de induccidn, las células se retiraron por centrifugacion para producir un sobrenadante esencialmente cla-
ro. Una alicuota del sobrenadante se retird para ensayos de GnTIII y el resto se uso para la recuperacion de K3 soluble
secretada. Se purificé K3 del medio por cromatografia de afinidad de Ni utilizando un formato de 96 pocillos en un
robot de laboratorio Beckman BioMek 2000. La purificacion robdtica es una adaptacion del protocolo proporcionado
por Novagen para su resina HisBind (Ejemplo 3). Los N-glucanos se liberaron por digestién con PNGasa (Ejemplo 3).
La alicuota retirada anteriormente del sobrenadante se ensay6 adicionalmente para la presencia de actividad de GnTIII
secretada. Se afiadié GIcNAc,MansGlcNAc, purificado de K3 expresada en la cepa YSH-44 a: BMMY (A) UDP-
GlcNAc 1 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)) en BMMY (B); el sobrenadante de YSH-44 transformado con
pVAS3 [YSH-57] (C). Después de incubacién durante 8 horas a temperatura ambiente, las muestras se analizaron por
HPLC de amino silice para determinar el alcance de actividad de GnTIIL
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para fabricar una glucoproteina recombinante en una célula huésped de levadura u hongo
unicelular o multicelular filamentoso de eucariota inferior modificada para producir una glucoproteina que tiene una
estructura central de Man; GlcNAc, o de Man;GlcNAc,, que comprende la etapa de introducir en la célula un 4cido
nucleico que codifica una actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III, en el que dicha actividad es de una enzima
que comprende el dominio catalitico de N-acetilglucosaminiltransferasa III GnTIII A32 de ratén o GnTIII A86 de
rat6n fusionado con un péptido de direccion MNN2 de Saccharomyces cerevisiae.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que las glucoproteinas recombinantes producidas por el pro-
cedimiento comprenden mas del 10% en mol de estructuras de N-glucano bisecadas seleccionadas entre el grupo
constituido por GIcNAC;Man; GIcNAC,, GIcNAc,Man;GlcNAc, y GlcNAc,Man;GlcNAc,.

3. El procedimiento de la reivindicaciéon 1 6 2, en el que la actividad de N-acetilglucosaminiltransferasa III es
sustancialmente intracelular.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas la etapa de aislar la
glucoproteina de la célula huésped.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la célula huésped se seleccio-
na entre el grupo constituido por Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia
membranaefaciens, Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pi-
chia stiptis, Pichia methanolica, Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp., Hansenula polymor-
pha, Kluyveromyces sp., Candida albicans, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoder-
ma reesei, Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp., Fusarium gramineum, Fusarium venenatum y Neurospora
crassa.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que la célula huésped se selecciona entre el grupo constituido por
Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia opuntiae,
Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia methanolica y Pichia

sp.
7. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que la célula huésped es Pichia pastoris.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la glucoproteina es una proteina
terapéutica.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que la proteina terapéutica se selecciona entre el grupo constituido
por eritropoyetina, citocinas, factores de coagulacion, cadena « de receptor de IgE soluble, IgG, fragmentos de IgG,
IgM, interleucinas, urocinasa, quimasa, inhibidor de tripsina de urea, proteina de unién de IGF, factor de crecimiento
epidérmico, factor de liberacién de hormona de crecimiento, proteina de fusién de anexina V, angiostatina, factor
de crecimiento endotelial vascular 2, factor inhibidor de progenitor mieloide 1, osteoprotegerina, @-1-antitripsina, a-
fetoproteina, ADNasa II, AAt, thTBP-1, TACI-Ig, FSH, GM-CSF, GLP-1 con y sin agonista de receptor FC de IL-1,
sTNFr ATIII, rhTrombina, glucocerebrosidasa y CTLA4-Ig.

10. Una célula huésped de levadura u hongo unicelular o multicelular filamentoso que comprende una actividad de
N-acetilglucosaminiltransferasa III, en la que dicha actividad es de una enzima que comprende el dominio catalitico de
N-acetilglucosaminiltransferasa III GnTIII A32 de ratén o GnTIII A86 de ratén fusionado con un péptido de direccién
MNN?2 de Saccharomyces cerevisiae.

11. La célula huésped de la reivindicacién 10, que comprende ademds una actividad de N-acetilglucosaminiltrans-
ferasa I y/o de N-acetilglucosaminiltransferasa II.

12. La célula huésped de la reivindicacién 10 u 11, en la que la célula es capaz de producir N-glucanos en glu-
coproteinas que comprenden estructuras de GIcNAcMan;GIcNAc,, GIcNAcMan;GlcNAc, o GlcNAc,Man;GlcNAc,
que son capaces de reaccionar con una actividad de GnTIII.

13. La célula huésped de la reivindicacién 10, en la que la célula huésped produce glucoproteinas que comprenden
estructuras de N-glucano bisecados en una estructura central de Mans;GlcNAc, o Man;GIcNAc,.

14. La célula huésped de la reivindicacién 10 u 11, en la que la célula huésped produce glucoproteinas que
comprenden estructuras de N-glucano bisecado seleccionadas entre el grupo constituido por GlcNAc;Man; GIcNAc,,
GlcNAc,Man;GleNAc, y GleNAc,Man;GlcNAc,.

15. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, que comprende ademds una actividad de
a-1,2-manosidasa I y/o una actividad de manosidasa II.
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16. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, que es deficiente en una actividad de
OCH1 manosiltransferasa y/o actividad de Dol-P-Man:Mans;GlcNAc,-PP-Dol manosiltransferasa.

17. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, que comprende ademds una actividad de
transportador de UDP-GIcNAc.

18. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, en la que las actividades son sustancial-
mente intracelulares.

19. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18, en la que la célula huésped se selec-
ciona entre el grupo constituido por Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia
membranaefaciens, Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia
stiptis, Pichia methanolica, Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp., Hansenula polymorpha, Kluy-
veromyces sp., Candida albicans, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei,
Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp., Fusarium gramineum, Fusarium venenatum 'y Neurospora crassa.

20. La célula huésped de la reivindicacién 19, en la que la célula huésped se selecciona entre el grupo constituido
por Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens, Pichia opun-
tiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia methanolic y
Pichia sp.

21. La célula huésped de la reivindicacion 20, en la que la célula huésped es Pichia pastoris.

22. Una composicién de glucoproteina, en la que las glucoproteinas en dicha composicion carecen de fucosa y mas
del 10% en mol de los N-glucanos en las glucoproteinas en la composicién comprenden una GlcNAc de biseccién en
una estructura central de MansGIcNAc,, Man,GlcNAc, o Man;GlcNAc,.

23. La composicién de glucoproteina de la reivindicacién 22, en la que mas del 10% en mol de los N-glucanos
en las glucoproteinas en la composicién comprenden una GIcNAc de biseccién unida a una estructura central se-
leccionada entre el grupo constituido por: GlcNAcMan;GlcNAc,, GlcNAcMansGIcNAc,, GlcNAcMan,GIcNAc, y
GIcNAc,Man;GlcNAc,.

24. La composicién de glucoproteina de la reivindicacién 22, en la que mas del 80% en mol de los N-gluca-
nos en las glucoproteinas en la composicién comprenden una GIcNAc de biseccién unida a una estructura central
seleccionada entre el grupo constituido por: Mans;GlcNAc,, Man,GlcNAc,, Man;GlcNAc,, GlcNAcMan;GIcNAc,,
GlcNAcMan;GleNAc,, GleNAcMan,GIcNAc, y GlceNAc,Man; GIcNAc,.

25. La composicién de glucoproteina de la reivindicacion 22, en la que las glucoproteinas se preparan por el
procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 y en la que mds del 10% en mol de los N-glucanos en
las glucoproteinas en la composicién comprenden una estructura de biseccion seleccionada entre el grupo constituido
por GlcNAc;Man;GIcNAc,, GIcNAc,Man;GlcNAc,, GlcNAc,Man,GIcNAc, y GlcNAc,MansGIcNAc,.

26. Una composicién farmacéutica que comprende la glucoproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a
25.
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Blast de ALG3 05-22-01

{bics) Valor

Secuencias que producen alineamientos significativos:
gi|5B6444 |Sp|P38179 | ALG3_YEAST DOLICKYL-P-MAN:MAN(5IGLCNAC(...757 0.0

gi|3024226}5p 092685 |ALGI_HUMAN DOLICEYL-P-MAN:MAN(E]CGLONAC, .. 172

gi|3024221|sp|Q24332 |NTS6_DROVI LETHAL(2)NEIGHBOUR CF TID F...145 3e-34

gi|3024222)8p|027333 |NT56_OROME LETHAL(2)NEIGHEOUR OF TID P...121

gi|10720153 | Bp|P82145|NT53_DROME LETHAL(2!NEIGHRCUR OF TID ...121 5e-27
gi|17C7982|ap|P40939|GLE2_YEAET 1,3-BETA-GLUCAN SYNTHASE CO... 12 2.E
gi|1346146)5p|PIAE3L |GRLSI_YEAST 1,3-BETA-GLUCAN SYNTHASE C0... 11 6.6

Alineamientos

Levadura

>gi}586444 | sp | P381791 ALG3_YEAST DOLICHYL-P-
MAN:MAN(5)GLCNAC(2)-PP-DOLICHYL MANNOSYLTRANSFERASE

Puntuacidn

(DOL-P-MAN DEPENDENT ALFHA([1-3}-MANNOSYLTRANSFERASE}
(HM-1 KILLER TOQXIN RESISTRNCE PROTEIN)

Longitud = 458

797 bits (2055} ,Esperado= 0,0

Identidades =~ 422/4E8 {928}, Positivas = 4227458 {92%)

Problema:
Sujeto:
Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

1
1
&l

€1

121
181
181
241

241

o1

361

421

421

MEGEQSPOGERE LORKUFVRPPLOLWODLEDGVAY V] FLCRANLIVMPLLILFESMLCEI
MEGEC3POGEKS LQRKOFVRPPLOLWODLRDGVRYVI FECRANLIVMPLLILFESMLCRI
MEGEQSPOGEKS LQREQFVRPPLDLWODLKDGVRYVI FLCRANLIVMPLLILFESMLCKI

IIXKKVAYTE IDYKAYMEQI EMIQLDGMLDY SOVEGGTGFLVY PAGHVLI YKMMYWLTEGH
I VAN TEIDY RAYAEQI EMI QLDCMLD Y SOVECGTGPLVY PAGHVL I Y KMMYWLIECH
I IR YTE IDITATMEQT ENT QLDGHLD Y SO SCETCFLY PACHVL I YR YULTEGY

DHEVERGOVF FRYLYLL TLALQUACTY LLHLPPHCVVLACLS KRLAS IYVLRLFNDCFTTL
DHVIRGOVFFRYLYLL TLALOMACYYLLALPPW CVVLACLS K RLHS T YVLRLFNDCFTTL
DHVERGAVFFRY LY LLTLALOMACYYLLHLPPWCVVLACLE KRLHS IYVLRLFNDCFTTL

FMVVTVLGAT VRS RCEQRPXLKXSLALVI SATYSMAVS [XMNALLY FPAMMISLF ILNDA
FMVVTVLGAIVASRCHQRPKLEKSLALVI SATYSMAVS IKMNALLYFPAMMISLE ILNDA
FHVVTVLGAI VASRCHORPKLEKSLALVI SATY SMAVS LIKMNALLY FPAMMI SLF I LDA

RV ILTLLDLVAM L AWOVAVAVPFLRS FPOQYLHCAFNFPGRIFMY NS I NWOQMMDEERFND
NVILTLLDLVAMIAWQVAVAVPFLREFPQQYLHCAFNFGRKFMY WS I NHQMMDEEAFND
NV ILTLLDLVAM IAMQVAVAVPILRE FPQQYLH CAFNFGRKFMY OWS INWOMMDEEAFND

KREFC00000CON00C FVTRY PRILPDLWS S LCHPLRINAVLNANPAKT L PFVLIASHN
KRF FVTRYPRIILPDLWSS LCHPLRKNAVINANPAKTIPFVLIASN
KRFHLALLISKELIALTTLFVIRYPRILPOLWS S LCHP LRFNAVLNANFAKT I PFVLIASN

FIGVLFSRSLEYQFLSWYHWILPILIFWSGMPFFVGFIWYVLHEWCWH SYP PNS QXXX
FIGVLFSRSLHYQFLSWYHWTILPILIFRSGMPEFFYGE INYVLHEWCWREYPPNEQ
FIGVLFSRSLHYQFLSWYHWTLPILIFWSGMEFFVGE IWYVLHEWCWNSYPPNSQASTLL
ROCCOOONGECOGA S BEVALARSHLR TTS SMEKKIN 458

SGSVALAKSHLRATTS SMEKKLN
LALNTVLLLLLALTOLSGSVALAKSHLATTS SMEKKIN 456

FIG. 16-1
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Ser Humano
»gi|31024226} 5D /092685 | ALG3 _HUMAK DOLICHYL--MAN:MAN{S}GLONAC{2] -Pp-DOLITHYL
MANNOSYLTRANSFERASE
{pOL-P-MAN DEPENDENT ALFHA{1-3) -MANNOSYLTRANSFERASE)
{NOT56-LIKE PROTEIN)
Longitud = 433

Puntuacion = 173 bits (439), Esperado= 7e-43
|dentidades = 133/356 (33%), Positivos « 195/3196 (4B¥), Huecos = 28/356 (7%}

Problema; 26 WOOLYDGVREYVIFDCRANLIVMPLLIELFESMLCKI IIRKVAYTEIDYRAYMEQIEMIQLD a5
Wo~ R ++ + R IV LLE + +I +VAYTEID+KAYM ++E « =+~
Sujeto: 29 WQER- - ~-RLLLRESRYTLLVAACLCLAEVGITFWVIHRVAYTEIDWKAYMAEVEGY - IN 83

Problema: B GMLDYSQVSGCTGPLVYPASHVLIYXMMYWLIEGHMUHVERCQVFFRYLYLLTLALQMACY 145
G DY+Q+ G TGELVYPAD V I+ ¥+ T + g F YL TLL Y
Sujeto: @4 GIYDYTOLOGDTGFLVYPASFVYIFMGLYYATSRGETDIRMAONI FAVLYLATLLLVFLIY 143

Problema; 148 ¥Y-LIFLEPHC-VVLACLSKRLHS IYVLRLFNDCFTTLFMVVIVLGAI VASRCHORPRLKK 203
- +PB+ + C S5 R+HSI+VLRLFHND + + +0L + QR
Sujeto: 144 HOTCKVEPFVFFEMCCASTRVHSIFVLRLFNDE« =- - - VAMVLLFLS INLLLAQRNGKG- 187

Problema: 204 SLALVISATYSMAVSIXKMNALLYFPAMMISLFILNDANVILTLIDLVAMIANQVAVAVPT 261
+S+AVE+EMN LL+ P ++ L L L+ A+ QU + b7
Sujeto: 158 --——--- TS LAV EVEMNVLLFAPGLLFLLLTOFCFRPGALPKLGTICASL- -QUVLGLPT 249

Problema: 264 LRSFOYVLHCAFRFGRESMYOWS INWOMMDEEAFNDER FXNXKCCOOOCOOXNFVTRY 322
L D YL +F+ GR+F+4+ WeeNW+ + E F <+ F + Re '
Sujeto: Z50 LLENPSGYLSPSFDLGROFLFHWIVNWRFLFEALFLERAFHLADLTANLTLLLLFALTRY 302

Problema: 324 PRILPDLWSSLOHPLRKNAVLNANPAKTIPFVLIASNFICGVLFERELHYQFLSWYHWTILP 3283
R + 5L P o+ 1 L SNFIG- FSRSLHYQF WY TLP
Sujeto: 310 HRTIGESILSLLRDPSKRKVEROPLTPNQIVSTLFTSNFIAICFSRSLHYQFYVWYFHTLP 3459

Problema; 384 ILIF-----WSGMPFFVGPIWYVLHEWCWNSYPPNS 414
L+ o +« + + E WN+YF ¥
Sujeto: 370 YLLWAHPARNLTHLLRLLVLGLI--ELSWETYRSTS 402

Drosophila Vi

>gi\3024221|5p\024312|NTSE_ERDVI LETHAL{2]NEIGHBOUR OF TID PROTEIN (NDISS!
Longitud = 528

Puntuacién = 145 bita [3¢5), Esperado = 32-34
Identidades = 133/27%3 (37%), Positivos = 157/2731 (56%), Huecos= 17/273 (6%}

Problema: 33 YVRYVIFDCRANLIVMPLLILFESMLCKIIIKKVAYTEIDYKAYMEQIEMIQLDGMLDYSY 92
wn¥e Fé R IV Liweli Evse  +dlaeV YTEID4KAYM+s E LeG +%8
Sujeto: 34  TKYLAFERAALPIVSVLIVLAFEAVINVLYIQRVPYTE IDWKAYMQECEGF-LNGTTNYSL 92

Problema: 53 VSGGTGFLVYPAGHVLIYKMMYWLTEGMDHVERGQVEFAYLYLLTLALCMACYYLIH-LP 151
+ G TGPLVYPA V IY +Y+LT -V @ F +YLL + L + 7 +P
Sujeto: 93 LRODTGPLVYPAAFVYIYSGLYYLTGQOGTNVRLAQYIFACTYLLCMCLVLRLYTKSRKVE 152

Problema; 162 PHCVVLACL-SXRLESIYVLRLFNDCFTTLFMVVTVLGAIVASRCHQRPKLXKSTALVIS 210
P+ +Vl+ 5 R+HESIYVLRLFND L +L A - cR L =}

Sujeto: 153 PYVLVLSAFTSYRIHSIYVLRLENDPVAIL----- LLYAAILNLFLCQRWILG - - = ===~ 5 200

Problema: 211 ATYSMAVSIKMNALLYFPAMMISLFILNDANVILTLLDLVAMIRWOVAVAVPFLRSFPRD 270

¥YS+AV +XMN A +LFL+ Ve TL+ L G+ + PFLR+ P »
Sujeto: 201 ICYSLAVGVEMN- - ILLFAPALLLFYLANLGVLRTLVOLTICAVLULFIGAPFLRTHPME 258

FIG. 16-2
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Problema: 271 YLECAFNFGRKFMYQWSINWQMMDEEASNDERE 303
YL «F+ GR F ++W+eN+s = +sEF + F
Sujeto: 259 YLRGSFDLGRIFZHKWIVNYRFLSKELFEQREF 291

Puntuacién = 53.3 bits (127}, Esperado = le-06
Identidades = 31/62 (50%), Positivos = 41/62 166%), Huecos = 6/62 19%)

Problema: 352 IPFVLIASNFIGVLFSRSLHYQFLSWYHWTLPILIFWSGMPFEVGPINYVLH- -EWCWNS 405
+«PF L NFIGY +RSLHYOF WY +LP L+ WS P+ +G + +L  E+CWN+
Sujeto: 412 LPFFL--~CNFIGVACARE LEYQOFY IWYTHSLPYLV-WS-TPYSLGVRYLILGIIEYCWNT 467

Problema: 410 YP 411
b 434
Sujeto: 468 YP 463

Drosophila melanogaster

>g1{3024222|5p|{Q27333 |NT56_DROME LETHARL{2)NEIGEBOUR OF TID PRCTEIN (NOTS54)
{NOT45)
Longitud = 510

Puntuacidn = 121 bits (305), Esperade = 3e-27
ldentidades = $&/272 (35%), Positivos = 158/272 {36%), Huecos = 17/272 (&%}

Problema: 34 RYVIFDCRANLIVMPLLILFESMLCKIIIRKVAYTEIDYKAYMEQIEMIQLDGMLDYSQV 93
+¥++ ¢+ A IV ++L E ++ ++I++V YTEID+ AYM++ E L+3 +Y5 «+
Sujeto: 36 KYLLLEPAALPIVGLFVLLAELVINVVVIQRVPYTEIDWVAYMQECEGF - LNGTTNYSLL 54

Problema: %4 SGGTGPLVYPAGHVLIYIMMYWLTEGMDHVERGQVFFRYLYLLTLALOQMACYYLLH-LPF 152
G TGPLVYPA ¥ IY +¥++T +V Q@ F «YLL LAL + Y +PP
Sujeto: 95 RGDTGPLVYPAAFVYIYSALYYVISHGTNVRLAQYIFAGIYLLQLALVLRLYSKSRKVPP 154

Problema: 153 WCVVLACL-SIRLHSIYVLALFNDCFTTLFMVYVIVLGAIVASRCHQRPKLEKKSLALVISA 211
« +VL+ g R+HSITVLELIVD + WV +L A+ R L s
Sujeto: 155 YVLVLEAFTEYRIHSIYVLLLFNDD----- VAVLLLYAALNLFLDRAWTLE-------ST 202

Problema: 212 TYSHMAVS I INALLYFPAMMISLF I LNDANVILTLLDLVAMTANQVAVAVPFLRSFPQQY 271
+S+AV +KMN 4+ A 4+ LF L+ ++ T+L L Qe ¢+ PFL + P +Y
Sujeto: 203 FFSLAVGVEMN- -~ ILLFAPALLLFYLANLGLLRTILOLAVCGVIQLLLGAPFLLTHPVEY 260

Problema: 272 LHCAFNFGREKFMYQWSINWQMMDEEASNDKRF 303
L +F+ GR F ++Wé+N++ + + F 44 F
Sujeto: 251 LRGSFDLGRIFEMKWTVNYRFLSRDVFENRTF 252

Puntuacion = 49,4 bits (117}, Esperade = 2e-05
Identidades = 27/60 ({453%), Positivos = 33/60 (S8%), Huecos = 2/60 (3W)

Problema: 332 IPFVLIASNFIGVLFSRSLEYQFLSWYHWTLFILIFWSGMPFFVGPIWYVLHEWCWNSYP 411
+PF L N +GV SRSLHYQF WY +LP L + + VvV o« L E+CWN+YP
Sujeto: 427 LPFFL--CHLVGVACSRSLHYQFYUWYFHSLPYLAWSTPYSLGVRCLILGLIEYCUNTYP 464

FIG. 16-3
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Matriz: BLOSUM62

Penalizaciones por Huecos: Existencia: 11, Extensién: 1

Numero de Coincidencias con DB: 28883317

Numero de Secuencias: 96469

Numero de extensiones: 1107545

Numero de extensiones exitosas: 2870

Numero de secuencias mejores que 10,0: 16

Numero de HSP mejores que 10,0 sin introduccién de huecos: 5

Numero de HSP con huecos introducidos de forma exitosa en ensayo prelim: 11
Numero de HSP que han intentado la introducciéon de huecos en ensayos prelim: 2839

Numero de HSP con huecos (nho prelim): 23

longitud de problema: 458

longitud de base de datos: 35.174.128
longitud de HSP eficaz: 45

longitud de problema eficaz: 413

longitud de base de datos eficaz: 30.833.023
espacio de busqueda eficaz: 12734038499
espacio de busqueda eficaz usado: 12734038499
T: 11

A: 40

X1: 15 (7,1 bits)

X2: 38 (14,6 bits)

X3: 64 (24,7 bits)

S1: 40 (21,8 bits)

S2: 67 (30,4 bits)

FIG.16-4
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ALG3 de S. cerevisae

ATGGAAGGTGAACAGTCTCCGCAAGGTGAAAAGTCTCTGCAAAGGAAGC
AATTTGTCAGACCTCCGCTGGATCTGTGGCAGGATCTCAAGGACGGTGTG
CGCTACGTGATCTTCGATTGTAGGGCCAATCTTATCGTTATGCCCCTTTIG
ATTTTGTTCGAAAGCATGCTGTGCAAGATTATCATTAAGAAGGTAGCTTAC
ACAGAGATCGATTACAAGGCGTACATGGAGCAGATCGAGATGATTCAGCT
CGATGGCATGCTGGACTACTCTCAGGTGAGTGGTGGAACGGGCCCGCTGG
TGTATCCAGCAGGCCACGTCTTGATCTACAAGATGATGTACTGGCTAACA
GAGGGAATGGACCACGTTGAGCGCGGGCAAGTGTTTTTCAGATACTTGTA
TCTCCTTACACTGGCGTTACAAATGGCGTGTTACTACCTITTACATCTACC
ACCGTGGTGTGTGGTCTTGGCGTGCCTCTCTAAAAGATTGCACTCTATITA
CGTGCTACGGTTATTCAATGATTGCTTCACTACTITGTITATGGTCGTCACG
GTTTTGGGGGCTATCGTGGCCAGCAGGTGCCATCAGCGCCCCAAATTAAA
GAAGTCCCTTGCGCTGGTGATCTCCGCAACATACAGTATGGCTGTGAGCA
TTAAGATGAATGCGCTGTIGTATITCCCTGCAATGATGATTICTCTATTCAT
CCTTAATGACGCGAACGTAATCCTTACTTITGTTGGATCTCGTTGCGATGAT
TGCATGGCAAGTCGCAGTTGCAGTGCCCTTCCTGCGCAGCTTTCCGCAACA
GTACCTGCATTGCGCTTITAATTTCGGCAGGAAGTTTATGTACCAATGGAG
TATCAATTGGCAAATGATGGATGAAGAGGCTTTCAATGATAAGAGGTICC
ACTTGGCCCTTTTAATCAGCCACCTGATAGCGCTCACCACACTGTTCGTCA
CAAGATACCCTCGCATCCTGCCCGATITATGGTCTICCCTGTGCCATCCGC
TGAGGAAAAATGCAGTGCTCAATGCCAATCCCGCCAAGACTATTCCATIC
GTTCTAATCGCATCCAACTTCATCGGCGTCCTATTTTCAAGGTCCCTCCAC
TACCAGTTTCTATCCTGGTATCACTGGACTTTGCCTATACTGATCTTTTGGT
CGGGAATGCCCTTCTICGTTGGTCCCATTTGGTACGTCTTGCACGAGTGGT
GCTGGAATTCCTATCCACCALACTCACAAGCAAGCACGCTATTIGTTGGCA
TTGAATACTGTTCTGTTGCTTCTATTGGCCTTGACGCAGCTATCTGGTTCGG
TCGCCCTCGCCAAAAGCCATCTTCGTACCACCAGCTCTATGGAAAAARMAG
CTCAACTGA

Alg3 de S. cerevisae

MEGEQSPQGEKSLQRKQFVRPPLDLWQDLKDGVRYVIFDCRANLIVMPLLIL
FESMLCKIIIKKVAYTEIDYKAYMEQIEMIQLDGMLDYSQVSGGTGPLVYPAG
HVLIYKMMYWLTEGMDHVERGQVFFRYLYLLTLALQMACYYLLHLPPWCY
VLACLSKRLHSIYVLRLFNDCFTTLFMVVTVLGAIVASRCHQRPKLKKSLALV
ISATYSMAVSIKMNALLYFPAMMISLFILNDANVILTLLDLVAMIAWQVAVA
VPFLRSFPQQYLHCAFNFGRKFMYQWSINWQMMDEEAFNDKRFHLALLISHL
IALTTLFVTRYPRILPDLWSSLCHPLRKNAVLNANPAKTIPFVLIASNFIGVYLEFS
RSLHYQFLSWYHWTLPILIFWSGMPFFVYGPIWYVLHEWCWNSYPPNSQASTL

LLALNTVLLLLLALTQLSGSVALAKSHLRTTSSMEKKLN
FIG. 17
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ALG3 de P. pastoris

ATGCCTCCGATAGAGCCAGCTGAAAGGCCAAAGCTTACGCTGAAAAATGT
TATCGGTGATCTAGTGGCTCTTATTCAAAACGTTTTATTTAACCCAGATTTT
AGTGTCTTCGTTGCACCTCTTITATGGTTAGCTGATICCATIGTTATCAAGG
TGATCATTGGCACTGTTICCTACACAGATATIGATTTTITCTTCATATATGCA
ACAAATCTTTAAAATTCGACAAGGAGAATTAGATTATAGCAACATATTTG
GTGACACCGGTCCATTGGTTTACCCAGCCGGCCATGTTCATGCTTACTCAG
TACTTTCGTGGTACAGTGATGGTGGAGAAGACGTCAGTTTCGTTCAACAA
GCATTTGGTTIGGTTATACCTAGGTTGCTTGTTACTATCCATCAGCTCCTACT
TITTCTCTGGCTTAGGGAAAATACCTCCGGTITATTITIGTTITGTTGGTAGC
GTCCAAGAGACTGCATTCAATATTTGTATTGAGACTCTTCAATGACTGTTT
AACAACATTTITGATGTTGGCAACTATAATCATCCTTCAACAAGCAAGTAG
CTGGAGGAAAGATGGCACAACTATTCCATTATCTGTCCCTGATGCTGCAG
ATACGTACAGTTTAGCCATCTCTGTAAAGATGAATGCGCTGCTATACCTCC
CAGCATTCCTACTACTCATATATCTCATTTGTGACGAAAATTTGATTAAAG
CCTTGGCACCTGTTCTAGTTTTGATATIGGTGCAAGTAGGAGTCGGTTATT
CGTTCATTTTACCGTTGCACTATGATGATCAGGCAAATGAAATTICGTTCTG
CCTACTTTAGACAGGCTTITTGACTTTAGTCGCCAATTTCTTTATAAGTGGA
CGGTTAATTGGCGCTTTTTGAGCCAAGAAACTTTCAACAATGTCCATTTTC
ACCAGCTCCTGTTTGCTCTCCATATTATTACGTTAGTCTTGTTCATCCTCAA
GTTCCTCTCTCCTAAAAACATTIGGAAAACCGCTTIGGTAGATTTGTGTTGGA
CATTTTCAAATTTIGGAAGCCAACCTTATCTCCAACCAATATTATCAACGA
CCCAGAAAGAAGCCCAGATTTTGTTTACACCGTCATGGCTACTACCAACTT
AATAGGGGTGCTTTITGCAAGATCTTTACACTACCAGTICCTAAGCTGGTA
TGCGTTCTCTITGCCATATCTCCTTTACAAGGCTCGTCTGAACTTITATAGCA
TCTATTATTGITTATGCCGCTCACGAGTATTGCTGGTTGGTTTICCCAGCTA
CAGAACAAAGTTCCGCGTIGTIGGTATCTATCTTACTACTTATCCTGATTC
TCATTTITACCAACGAACAGTTATTTCCTTCTCAATCGGTCCCTGCAGAAA
AAAAGAATACATAA

Alg3p de P. pastoris

MPPIEPAERPKLTLKNVIGDLVALIQNVLFNPDFSVFVAPLLWLADSIVIKVIG

TVSYTDIDFSSYMQQIFKIRQGELDYSNIFGDTGPLVYPAGHVHAYSVLSWYS

DGGEDVSFVQQAFGWLYLGCLLLSISSYFFSGLGKIPPVYFVLLVASKRLHSIF
VLRLFNDCLTTFLMLATIILQQASSWRKDGTTIPLSVPDAADTYSLAISVKMN
ALLYLPAFLLLIYLICDENLIKALAPVLVLILVQVGVGYSFILPLHYDDQANEIR
SAYFRQAFDFSRQFLYK WTVNWRFLSQETFNNVHFHQLLFALHIITLVLFILKF
LSPKNIGKPLGRFVLDIFKFWKPTLSPTNIINDPERSPDFVYTVMATTNLIGVLF
ARSLHYQFLSWYAFSLPYLLYKARLNFIASIIVYAAHEYCWLVFPATEQSSAL

LVSILLLILILIFTNEQLFPSQSVPAEKKNT

FIG. 18
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BLAST de ALG3 de P. pastoris

ES 2 335345 T3

(bits! Valor

gi|5E6444 |spiPIE179 | ALGS YEAST Dolichyl-P-Man:Man(5)GleNAc(...228 2e-58
gi|12862365|gh|ARKO7848.L|AF309689 10 putative NOT-56 manno...212  Be-54
qi!564725 gb|AAAT5352.1] ORF L . 206 4e-52
gii7492702 [pirl 1738084 probable mannasyltransferase - fissi...l76 B8e-43
gi| 16226531 |gb|AALLGLS3. L |AF428424 1 At2347760/F1TR22.15 [A. ..164 2e-39
9i|253€7230|pir|iB84915 HNotSé-like protein [imported] - Ara...164  de-19
®il25814791 |emb{CAB70171.2| Hypothecical protein KOSE4.2 [C...161 2e-38
gil1753500%|ref NP _496950.1] Putative plasma membrane membr...3i60 3e-38
gi|1654000 jembi{CAATD220.1| MNotSé-like protein [Homo sapiens...185  2e-18
Qi >3279206 |ep|ARHO4113,1|AAND43I13 Unknown (protein £or IMA...154 2e-36
gi|22122365 | ref [NP §66051.11 hypothetical pretein MGCIGE64 .. .150 3e-35
gil21252031|gb|EARD41TE. 1 agCP3I368 [Anophelss gambiae str... -120 de-26
gil1780792 jemp|CRAT116T.1} lethal(2)oeighbour of tid [Dross...lla  3e-24¢

Alineamientos

5. cersvisiae

Puntuacién m
ldentidades = 1547429 (3as%), Positvos = 2297422 (53%), Huecos = 377429 (BY}

Problema:
Sujeto:
Problema:
Sujete:
Problema:
Sujeto:
Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujete:

Problema:

Sujeto:
Problema:
Sujete:
Problema:

Sujeto:

2

20

69

77

128

137

185

134

245

251

308

302

363

352

423

409

238 bite (589), Esperado = 2e-58

RPRLTLANVIGDLVALIQNVLFNEDFSVEVAP LLNLADSIVIKVIICTVSYTDIDFSSYM
RELL DL 4+ V+Fs e+ YV PLL L 454+ F+II V+YT+IDe +¥YH
RPPLDLNQ- - -DLEDGVRYVIFDORANLIVMPLLILFESMLCKT IT KKVAYTEIDYKAYM

COIFRIR-QGELDY SNIFGD TGP LVY PAGHVHAY SVLSWYSDGGEDVSFVQQAFGHLYLG
+0I I+ G LDYSE « T TGPLUYPAGRV T 4+ Y +4C + V ¢ F +LYL
EQLENIOLDCHLDTSOVSEETGPLVY FAGREVL I YT YWLTEGMDHVERCGQVF FRYLYLL

CLLLSIESYFrSGLCKI PRVY FVELVASKRLAS I FVLRLFNDCLTTFLIMLATI - -- I 1L
L L =r ¥r L =+PP YL SIRLASI+VLILYNDC TT [M» T+ I+
TLALQMACYY - - = LLALPPNCVVLACLS KRLHS T YVLRLFNDCFTTLFMVVTVLGAIVAS

QAS SWRKDGTTIPLSYFDAADTY SLAI SVIMITOOEOODOEHX XXX CDEWL I KARLAPXX
+ K +¢ L « + TYS+A+S+KMN D N+I L
RCHORPKLXESLALVI - -~ SATYSMAVS LKMNALLYFPAMMISLFILNDANVILTLLOLV

O O XY ST LPLHYLDDOANEI RSAYFROAFDFSROFLYKWIVNWRFLEOETFHNNV
Fe Y  AP+F ReFa¥oWResNde + «E P«
AMIAHCVAVAVPFL - - -avmaun RSFPQQYLHCAFNFGREKFMYQWS INWQMMDEERFNDK

HFHQLLFALHITTL-VLFILKFLEPKHNICKPLGRFVLDIFKFWKPTLEPTNI IN-DPERS
Fi L H+I L LF+ »« R & D+ L ++N +P ++
REHLALLISHLIALTILFVIRY - ========= PRILPDLWSSLCHPLRKNAVLNANPAXT

PPV VAT INLIGVL FARS LY OF LSWYRF SLPYLLYKARLNFIASI IVYARHEYCHL

F Ve <N IGVLF+RSLHYQFLSWY ++LP Le+ + + F I Y HE+CW
IPF~-= -VLIASNFIGVLESRELHYOFLSWYHWTLEIL I FWECMPFFVGRIWYVLHEWCWN
VFPATEQSS 431

+P 0+5
SYPPNSQAS 417

FIG. 18-1
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Neurospora crassi

Puntuacién =

Problema:
Sujete:
Problema:
Sujete:
Problema:
Sujete:
Problema:
Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problemar:

Sujeto:
Problema:

Sujeto:

212 bita (540}, Esperado = Be-54
Identidades = 140/400 (35%), Positivos = 212/400 (338} ,Huecos = 297400 (78]

35

Kk}

85

93

165

150

15

196

275

248

324

30E

353

Jef

SUFVAPLLWLADSIVIKVIIGTVSYIDIDFSSYMOO IFKIRQGELDY SNIFGDTGPLVYP
5 + P LelL Dewve +II V YT+ID+++¥M+2+ +I GE Dgt + G TGPLVYP
SKLIPPALFLVDALLCGLI IWKVRYTEIDHAAYMECSVSQILSGERDYTKVRGGTGPLVYPR

AGHVHAY SVLSWYSDEGEDY SFVODAFGWLYLGCLLLS ISSYFFSGLGKI PPVYFVLLVA
A HV+ ¥+ L +D G -+ QO F LY+ L+ 4+ Y KPP F LL
ARRVYIYTGLYHLTDEGRNI LLAQULFAGLYMVILAVVMGC YW= = = QAKARPYLFPLLTL

SKRLHSI FVLRLENDCLTTFLMLATII ILQOASSWRKDGTTI PLEVPDAADTY SLAISVK
SKRLHSIFVLR FNDC + I Qe +We A YL o+ VK
SKRLHSI FVLRCFNDCFAVLFLALAIFFFQR-RNWQA= ~== === 2=~ GALLYTLGLGVK

MO OO O CDENL L KALA R Y OO0 YS FI L PLEYDDGANEIRSAY
M + + L Fe HY Y
MTLLLSLPAVGIVLELGSG- SFVITLQLVATMILVOILIGVEFL- - ARYPTE-- - = - - -Y

FROAFDF SROFLYKNTVNWRFLEQET FNNVAFHOLLFALNI I TLVLFI - LKFLSPKNIGK
+RF+ SRQF +XWIVNWRF+ «E F +« F L AILHa4+ L +FI <o+ P X
LSRAFELSROFFFENTVNWREVGEEI FLSKCFALTLLALHVLVIGIFITTRWI KPAR- - K

SLGRFVLDI FKFWKPTLS - PTNI INDEERS PDFVY TVMATTRLIGVLFARS LHYCFLSNY
L+ + « B2 L+ P+ + +P ++ T ¢ + N +G+LFARSLHYQF ++
SLVOLICFVLLAGKPPLTVPEHRAAARDV T PRY IMTTI LSANAVGLLFARS LHYOFYAYV

AFSLPYLLYKARLNFIASIIVYARHEYCWLVFPRTEQSSA 432
A+S PoLL+-A L+ « +++A HE+ W VFP+T S5&
AYIETPFLLWARGLEPVLVYLLTAVHEWAWNVTPSTPASSR 408

Schizosaecharomyees ponbe

Puntuacion =

Identidades

Problema:
Sujete:
Problema:
Sujete:
Problema:

Sujete:

Problema:
Sujete:
Problema:
Sujete:

Problema:

42

30

102

50

147

222

195

282

243

342

175 bits (445}, Esperado o« Be=43

54

82

154

149

214

187

274

247

333

305

382

365

= 132/390 (32%), Positivos = 194/390 (4&%),Huecoss 357390 (8%)

LLADEIVIRVIICTVEY TDIDFSS YOO IFKIRQGELDY SN I FEDTERLVY PAGHVHAY
LL + II V YT-+ID+ «YH+Qs GE DY ++ G TGPLVYP GHV Y
LLLLEI P FVRAL ISV EYTEI DU IAYMEQVN S FLLGERD YRS LVGCTGPLVYPGGHVELY

SVLSHYSDGGEDVSFVOQAFGWLY LGOI LS I SSYFFSOLOKI PFVYFVLLVASKRLASI
++L + +DGE ++ Q@ F ++¥ + +I YF + + P +VIL.L+ SKRLHSI
TLLYYLIDGGTNIVRAQYIFAFVYW - - ITTARIVGYLFK- IVRAPFYIYVLLILSKRLHST

FVLRLFNDCLTTFIMLATITILOQOAS SWRKDSTTI PLSVPDAADTYSLATSVEMNAX XXX
F+LRLFND +« L + I+ W o A+ S+A SViM+
FILRLFNLCGFNS-LPSSLFILS SO KWVR- -« v m e m ASILLSVACSVKMSSLLYV

KOO X COENTL I KALAP OO X X XXX XX YSFILPLEYDDQANE L RGAY FROAFDF
Les L B + o+ +¥+ QAFDF
PAYLVL----=ex- LLQILGPKXTWMHIFVITIVQILFSIRF - - - -LAYFWSYWTAFDE
SR F LYW TVRWRFLSQETFNNVHFHOLLFALH T ITLYLP I LKFLS PKN IGKPLGRFVLE
RF YXWTVIWRF+ + F + F + LHe LV F X + » P
GmmmlPRSIFESTSFSTSILMALLVAFTCWFLSRATP """"

IFKFWKPTLEPTNIINDPERS PDFVYTVMATTNL I GVLFARS LHYOFLSWYAFSLPYLLY
F Le  » +PeF+eT +AT+NLIG+L ARSLHYQF <Weh+ PYL Y

FIG. 19-2
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Sujeto: 296 =-FAMVNSMLTLKPLPKLOLATPNFIFTALATSNLIGILCARSLHYQFYAWFANYSPYLCY 354

Froblera. 402 KARLNFIASIIVYAAHEYCWLVFPATEQSS 431

+A I ++ EY W VFP+T+ SS

Sujetc: 355 QASFPAPIVIGLWMLQEYAWNVFPSTKLSS 384
Arabidopsis thaliana

Puntaacion

164 bits (418%), Esperado = 2e-39

Identidades = 131/391 {338), Positivos = 194/391 (49%),Huecos = 29/39%1 (7%)

Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problema:
Sujeto:
Problema:
Sujeto:
Problema:
Sujeto:

Problema:

Sujeto:

Problema:

Sujeto:

42

3

102

99

162

155

222

203

282

282

342

311

401

n

LWLADSIVIKVIIGTVSYTDIDFSSYMQQIFKIRQGELDYSNIFGDTGPLVYPAGHVHAY
L LAD+I++ +I1 V YT ID+ +YM Q» GE DY Ne GDTGPLVYPAG ++ Y
LILADATLVALIIAYVRYTKIDWDAYMSQVSGFLGGERDYGNLKGDTGPLVYPAGFLYVY

SVLSWYSDGGEDVS FVQQAFGWLYLGCLLLSISSYFFSGLGKI PPVYFVLLVASKRLHS I
S+ +G8 +V Q FGLY+ Le+e+ Y ¢+ +P LL SKR+HSI
SAVONLTGG- -EVYPAQILFGVLYIVNLGIVLITIYVKTDV - - VPWWALSLLCLSKRIHS I

FVLRLFNDCLTTFIMLATIIILQQASSWRKDGTTIPLSVPDAADTYSLAI SVIMNXOOXX
FVLRLFNDC L+ Aee ¢ +RK + + +S A+SVMN
FVLRLFNDCFAMTLLHASMALFL - - - - YRKWHLGMLV - =~ - -~ =~ FSCAVSVIMNVLLYA
XOXXOCOOXXXCDENT I KALA P X000 XKXYSF I LPLEYDDQANE IRSAYFRQAFDF
NeIl 4 Fes +Y AFD
PTLLLLLLKAM--NIIGVVSALAGAALAQILVGLPFLITYFV--ceccene SYIANAFDL

SRQFLYKWTVNWRFLSQETFNNVHFHQLLFALKI ITLVLFPILKFLSPKNIGKPLGRFVLD
R Fes WeVN44F+ ¢« F ¢ F L He LV F + K+ G +G
GRVFIHFWSVNFKFVPERVFVSKEFAVCLLIAHLFLLVAFA -NYRWCKHEGGI IGFMRSR

IFRIWKP- TLSPTNI INDPERS P DFVYTVMATTNLIGVLFARSLHYQFLSWYAFSLPYLL
¥ P +LS +++ + +« VTl N IG++FARSLHYQF SUY +SLPYLL

BFFLTLPSSLSFSDVSASRIITKEHVVTANEVCNFIGIVEFARSLHY QY SIT{ FYSLPYLL

YKARLNFIASIIVYAAHEYCWLVFPATEQSS 431

-e +lee E CW V+P+T S8
WRTPFPTWLRLIMFLGIELCWNVYPSTPSSS 401

FIG. 19-3
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ALG3 de K. lactis

TITGTTTACAAGCTGATACCAACGAACATGAATACACCGGCAGGTTTACT
GAAGATTGGCAAAGCTAACCTTITACATCCTTTTACCGATGCTGTATTCAG
TGCGATGAGAGTAAACGCAGAACAAATTGCATACATTTTACTTGTTACCA
ATTACATTGGAGTACTATTITGCTCGATCATTACACTACCAATTCCTATCTT
GGTACCATTGGACGTTACCAGTACTATTGAATTGGGCCAATGTTCCGTATC
CGCTATGTGTGCTATGGTACCTAACACATGAGTGGTGCTGGAACAGCTAT
CCGCCAAACGCTACTGCATCCACACTGCTACACGCGTGTAACACATACTG
TTATTGGCTGTATTCTTAAGAGGACCCGCAAACTCGAAAAGTGGTGATAA
CGAAACAACACACGAGAAAGCTGAG

Alg3p de K. lactis

FVYKLIPTNMNTPAGLLKIGKANLLHPFTDAVFSAMRVNAEQIAYILLVTINYI
GVLFARSLHYQFLSWYHWTLPVLLNWANVPYPLCVLWYLTHEWCWNSYPP
NATASTLLHACNTYCYWLYSZEDPQTRKVVITKQHTRKL

FI1G. 20
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BLAST de ALG3 de K. lactis

Puntuacion E

Secuencias que preducen alineamientos significatives {biesy  Valor
gi!586444|sp!PIB17% |ALGY YEAST Dolichyl-P-Man:Mani{5)GlcNAc(.._ 135 le-28
gi 985725 |gb | AARTS3IS2.11 ORF 1 54 4e-19
gi]16226531 |gbiPALI6193. 1 IRF428421 1 Atlgd7760/F17A22.15 [A... 72 le-12
gi!25367230[pir|{BE4913 Mor56-like protein [imported] - Axa... 72  le-12
9ii21292031|gblEAAQ4176.1| agCP13l@s [Ascpheles gambiae str.,.. 65  2e-11
§i!20892051 ref /¥P 1¢8657.1) similar to Lechall2)neighbour ... €5  2e-10

Alineamientos

8. cerevisiae

Puntuacion = 125 Dits {314), Esperadoa le-28
Identidades = £0/120 (50%}, Positivos = 83/120 [65%), Huscos= 17130 {OW)
Marco = <3

Problema:
Sujeto:
Problema:

Sujeto:

66 ANLLHPFT-DAVFSAMRVNAEQIAYILLVTNYIGVLFARSLHYQFLSWYRWTLPVLLNWA
++L HF +AY +A Bv I ++L+ +H+IGVLF+RSLHYQFLSWYREWTLP+L+ Wv
332 SSLCHPLRENAVLNENE - -AKTIPFULIASNFIGVLFSRSLHYOFLSWYHWILPILIFWS

L8]
[
(¢}

L
o
i3

243 NVPYPLOVLWYLTHEWCWNS YR ENATASTLLHACK TECYWLY S * EDPQTRICVVITKOHTR 422
+Pe +  +HY+ HEWCWNSYPPN+ ASTLL A NT L s + V+KHR
350 GMPFFVGP IWYVLHEWCWNSYPPNSQASTLLLAINTVLLLLLA- LTOLSGSVALAKSHLR 448

A. thaliang

Puntugcion = 72,0 bits (173), Esperado = 12-12
ldentidades = 42/107 (35%}, Positivos e S7/107 {53%), Hueces = 37107 {2%)

Marcowm +3
Problema: B4 FIDAVFSAMRVNAEQIAYILLVINY IGVLFARSLHYOFLSWYHWTLPVLLNWANYPYPLC 2£3
F+' S + + E » + V NeIG++FARSLEYQF SWY +«LP LL P L
Sujeto: 322 FEDVSASRI -ITKEHVVTAMFVGNFICIVEARSLHYQFYSHWYFYSLEYLLWRTPFPTWLR 380
Problema: 264 VLWYLTHEWCHHSYPPNATASTL- - - LHACHNTYCYWLYS*EDPQTRK 395
++ +L E CWM ¥P ++5 L LH WL DP K
Sujeto! 381 LIMFLGIELCWNVYZSTPRSSSGLLLCOLHLITIVGLWLAPSUVDPYQLK 427

FIG. 21
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Asn 297:

N-glucosilacién

FIG. 22
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factor-

Zeocina

factor-ct

FIG. 23
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>gi]6754685 | ref {NM_010755.1] Mus musculus mannoside acetyl
glucosaminyltransferaze 3 [Mgat3), mRMA

ATGAAGATGRGACGCTACARGCTCT TTC TCATGTIC TG TATOGCTGGCCTGTRCCTCATATCCTTCOTSC
AOTTCTTTARGACCTTATCCT A TG TCACC T TCCCGAGAGAALTGECCTCCCTCAGCCCTAACCTCGTATC
CAGCTTCTTCTGGAACARTGCCCCTETCACTCCCCAGGCCAG TCCGGAGC GGG TGGCCCCGACCTATTS
COGACACCCCTCTACTCCCACTCTCCOCTGCTICCAGCCACTGTCOCCCAGCARGGCOACAGAGGAALTSEC

GAGGGCTCCTCAGCCCGGEGACCTGCTOGAAGGOCCATGREGCACG TG T TARAG TACSCEGGACCGCCTES
GCAGCOSEEGCACTAGGCACARGTEGC T TRACTOTC TCTCCCTGCCACCCTCECACGEGCCCAGTTECGS
GATECCCRCGETEGTCCAGTATTCCAACCTGCCCACCAAGARACGOCTCGTACCCAGGEAGCTACCGAGS
COGGTTATCARCGCCATCAACATCAACCACGASTTCGACCTGCTGRATG TUCGCTTCCATGAGCTGGGAS
ATGTTETGGACGCCTTCGTCGTC TG TGAA T TAAT T CACCOCCTACCGGAAGCOTCCECORCTCARSTT
COGAGARATGCTRACCARTGGCACCTICGAG TACATCOGCCACAAGG TGCTCTATG TCTTCCTCRACTAT
TICCCACCTEETGECCETCAGGACGSCTGEATTCCGGATGAL TACUTGCGCACETTOCTCACCCAGGATS
G TCTCCCGCC TGO CAACCIGCGGCCCGATGACCTCT T TATCATCGACGATOCGGACGAGATCCCTGC
COOTGATER TR TECT AT I CCTCARAC T TACGATGACTGEACABAGCLC TTCECCTTCCACATG CCEAAG
TCCCTGTATGETT TCTTCTGEAAGCAGC CGGEGCACACTGEACGTGETC TCAGGCTGCACCATGGACATEL
TGCAGGCCATATATRGBCTGEATGACATCCECC TR CGOCGCCGCCAGTACTACACCATGCOCAACTTECE
GCRAGTATGAGAACCECACCOECORCA T O TASTGOAS TGS TCTCTCECCAGCCCCCTCCACTTOSLGEEE
TEGCATTECTCCTGATGCTTCACACCCRAGEGCATCTACT I TARAC T CG TG TCAGCCCAGAATGGCGALT
TOCCOCECTGEGETAACTATGACGGACAAGAGGARCCTCARTTACA TCCSCACCTTAATCOGCACTGGGEG

ATGOTTCBACIGAACGCAGCAGGAGTACCCTCCTROGEACCCCAGTRAGCACATETATGCTCCTARATAL

CIGCTCAAGRACTATGACCAGTTCOGCTACT IGCTCGAARATC COTACCGRGAGCCOARGASCACTETAS
AGGECTEEGCGCCAGRACCAGGSCTCAGATCEARGECCAT CTCC TG TCAGGEECAAGTTGGATACAGTGGA
CGCCTAG

»31]|2117717 |pir| | JC4362 beta-1,4-mannosyl-glycoprotein 4-beta-N-
acatylglucosaminyltransferase (EC 2.4.1.144) III - mouse

HRRY RLFLHFCMACLCL IS FLHF FRT LS YV PPRELAS LS ENL 1 SSFFHINAPVTPOASPEFGDPDLLAT
PLYSHSPLLOFLSPSRATEELERVDFVIFEDTIE Y FURTRAGEVCFRPCTRML EXPS PERTEEKTEVERC
SEARGPARRPHREVLSSRERLGSRGTREKMVECVCLEGHRES DS COVETVVOY SNLPTEERLVPREVPRRY
INAYNIHREFDLLDVRFEELGDVVDAFVVCDSENFTAYCEPR PLKFREML THGTFEY I REXVLYVPLDHFP
PGERODGWIADDYLR TFLTQDGVSRLRNLRPODVF IIDDADEI PARDGVL LKL YDGWIEPFAFHMRKSL
YGPFWKQPGTLEWSGCTHDMLQAWGLDGIRLRRRQYY‘I‘MPHFRQYENRTGHILVQWSLGS PLHFAGWH
CSWCF‘I.‘PEGIYPKI.‘U’SAQNGDPPRWGDYEDIGDLNYIRSLIRTGGWFDGTQQEYPPADPSE!MYAPML
N DOFRYLLENPYREPKSTVEGGRQNQGSDGRSSAVRGKLDTAEG .

FIG. 24
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Fig. 25
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Fig. 26
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Fig. 27
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<400> 9

Met

Gin

Val

Leu

Val

65

Met

Thr

“ Met

Phe

Tyxr

145

Ser

Phe

Ser

Ile

Leu

Glu

Phe

Arg

Leu

50

Ala

Ile

Gly

Tyr

Phe

130

Tyr

Lys

Thr

Arg

Ber

210

Ty

Gly

Val

Tyr

35

Ile

Tvr

Gln

Pra

Trp

115

Arg

Leu

Arg

Thr

Cys

195

Ala

Phe

Glu

Arg

20

Val

Leu

Thr

Leu

Leu

100

Leu

Tyr

Leu

Leu

Leu

180

His

Thr

Pro

Gln

Pro

Ile

Phe

Glu

Asp

85

Val

Thr

Leu

His

Hisg

165

Phe

Gln

Tyr

Ala

Ser

Pro

Phe

Glu

Ile

70

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Leu

150

Ser

Met

Arg

Ser

Met
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Pro

Leu

Asp

Ser

55

Asp

Met

Pro

Gly

Leu

135

Pro

Ile

val

Pro

Met

215

Met

Gln

Asp

Cys

40

Met

Tyr

Leu

Ala

Met

120

Leu

Pro

Tyr

Val

Lys

200

Ala

Ile

Gly

Leu

23

Arg

Leu

Lys

Asp

Gly

105

Asp

Thr

Trp

Val

Thr

185

Leu

Val

Ser

Glu

10

Trp

Ala

Cys

Ala

Tyr

990

His

His

Leu

Cys

Leu

170

Val

Lys

Sex

Leu

Lys

Gln

Asn

Lys

Tvr

75

Ser

Val

Val

Ala

Val

155

Arg

Leu

Lys

Ile

Phe

Ser

Asp

Leu

Ile

60

Met

Gln

Leu

Glu

Leu

140

Val

Leu

Gly

Ser

Lys

220

Ile

Leu

Leu

Ile

45

Ile

Glu

Val

Ile

Arg

125

Gln

Leu

Fhe

Ala

Leu

205

Met

Leu

Gln

Lys

3¢

Val

Ile

&Gin

Ser

Tyr

114

Met

Ala

Asn

Ile

130

Ala

Asn

Asn

Arg

15

Asp

Met

Lys

Ile

Gly

55

Lys

Gln

Ala

Cys

Asp

175

Val

Len

Ala

Asp

Lys

Gly

Pro

Lys

Glu

80

Gly

Met

Val

Cys

Leu

160

Cys

Ala

Val

Leu

Ala
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225

Asn Val
Val Alsa
Eis Cys
Asn Trp

299

Xaa Xaa
305

Thr Arg
Pro Leu
Pro Phe

Ser Leu
370
Leu Ile

385

Val Leu
Xaa Xaa
Xaa Xaa

Thr Thr
450

<210> 10
<211> 458
<212> PRT

Ile

Val

Alza

275

Gln

Xaa

Tyr

Arg

Val

355

His

Phe

His

Xaa

Xaa

435

Ser

Leu
ala
260
Phe
Met
Xaa
Pro
Lys
340
Leu

Tyr

Trp

Glu
Xaa
420

Xaa

Ser

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 10

Met Glu Gly Glu

1

Gln Phe Val Arg

20

230

Thr Leu
245

Val Pro

Asn Phe

Met Asp

xaa Xaa

310

Arg Ile
325

Asn Ala

Tle Ala

Gln Phe

Ser Gly
380

Trp Cys

405

Xaa Xaa

Ser Gly

Met Glu
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Leu

Phe

Gly

Glu

295

Xaa

Len

Val

Ser

Leu

372

Met

Trp

Xaa

Ser

Lys
455

Asp

Leu

Arg

280

Glu

Xaa

Pre

Leu

Asn

360

Ser

Prc

Asn

Xaa

Val

440

Livs

Leu Val
250

Arg Ser
265

Lys Phe

Ala Phe

Xaa Xaa

Asp Leu
330

Asrn Ala
345

Phe Ile

Trp Tyr

Phe Phe

Ser Tyr
410

Xaa Xaa
425

Ala Leu

L.eu Bsn

235

Ala

Phe

Met

Asn

Xaa

315

Trp

Asn

Gly

Hisg

Val
395

Pro

Xaa

Ala

Met

Pro

Tyr

Asp

300

Xaa

Ser

Pro

Val

Trp

380

Gly

Pro

Xaa

Lys

Ile

Gln

Gln

285

Lys

Xaa

Sexr

Ala

Leu

365

Thr

Pro

Agn

Xaa

Ser
145

Gin Ser Pro Gln Gly Glu Lys Ser Leu

5

10

Pro Pro Leu Asp Leu Trp Gln Asp Leu

25

Val Arg Tyr Val Ile Phe Asp Cys Arg Ala Asn Leu Ile

35

40

45

Ala Tzrp
255

Gln Tyr
270

Trp Ser

Arg Phe

Xaa Phe

Leu Cys
335

Lys Thr
350

Phe Ser

Leu Pro

Ile Trp

Ser Gln
415

Xaa Xaa
430

His Leu

240

Gln
Leu
Tle
Xaa
Val
320
His
Ile
Arg

Ile

Tyr
400

Xaa

Xaa

Arg

Gln Arg Lys

15

Lys Asp Gly

30

Val Met Pro
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Leu

Val

65

Met

Thr

Met

Phe

Tyr

145

Sar

Phe

Ser

Ile

eu

225

Asn

Val

His

Asn

Leu

305

Thr

Pro

Leu

50

Ala

Tle

Gly

Tyr

Phe

130

Tyr

Lys

Thr

Arg

Ser

210

Tyr

Val

Ala

Cys

Trp

290

Ala

Arg

Leu

Phe

Ile Leu

Tyr Thr

Gin Leu

Pro Leu
100

Trp Leu
113

Arg Tyr

Leu Leu

Arg Leu

Thr Lew
180

Cys His
195

Ala Thr

Phe Pro

Ile Leu

Val Ala
260

Alg Phe
215

Gin Met

Leu Leu

Tyr Fro

Arg Lys

3490

Val Leu
355

Phe

Glu

Asp

85

Val

Thr

Leu

His

His

165

Fhe

Gin

Tyr

Ala

Thr

245

Val

Aan

Met

Ile

Arg

325

Asn

Ile
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Glu

Tle

70

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Leu

150

Ser

Met

Arg

Ser

Met

220

Leu

Pro

Phe

Asp

Ser

310

Ile

Ala

Ala

Ser

5

Asp

Met

Pro

Gly

Leu

135

Pro

Ile

Val

Pro

Met

215

Met

Teu

Phe

Gly

Glu

285

Bis

Leu

Val

Ser

Met

Tyr

Leu

Ala

Met

120

Leu

Pro

TYyr

Val

Lys

200

Alm

Ile

Asp

Leu

Arg

280

Glu

Leu

Pro

Leu

Asn
3580

Leu

Lys

Asp

Gly

Asp

Thr

Trp

Val

Thr

185

Leu

Val

Ser

Leu

Arg

265

Ala

Ile

Asp

Asn

345

fhe

Cys

Ala

Tyr

90

His

His

Leu

Cys

Lew

170

Val

Leu

Val

250

Ser

Fhe

EFhe

Bla

Leu

330

Ala

Ile

Lys

Tyr

75

Ser

Val

Val

Ala

Val

155

Arg

Leun

Lys

Ile

Phe

235

Ala

Phe

Met

Asn

Leu

315

Trp

Asn

Gly

Ile

60
Met
Gln
Leu
Glu
Leu
1490

Val

Ley

Ser

Lys

220

Ile

Met

Pro

Tyr

Asp

300

Thr

Ser

Pro

Val

Ile

Glu

vVal

Ile

Arg

125

Gln

Leu

FPhe

Ala

Leu

205

Met

Lau

ile

Gln

Gln

285

Lys

Thr

Ser

Ala

Leu
365

ile

Gln

Ser

Tyr

110

Gly

Met

Ala

Azn

Ile

19¢

Ala

Asn

Asn

Ala

Gln

270

Tep

Arg

Leu

Leu

Lys

350

Phe

Lys

Ile

Gly

35

Lys

Gln

Ala

Cys

Asp

17%

Val

Leu

Ala

Asp

Trp

255

Tyr

Ser

Phe

Phe

Cys

335

Thr

Ser

Lys

Glu

BG

Gly

Met

Val

Cys

Leu

160

Cys

Val

Leu

Ala

240

Leu

lie

His

Val

320

Ile

Arg
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<210> 11
<211> 389
<212> PRT

Ser

Leu

385

Val

Ser

Leu

Thr

Leu

370

ile

Leu

Thr

Thr

Thr
450

His

Phe

His

Leu

Gln

435

Ser

Tyr

Trp

Glu

Leu

420

Leu

Ser

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> MOD_RES
<222> (279)..(293)
<223> Aminodcido variable

<400> 11

Trp

Ala

Cys

Ala

Tyr

€5

His

His

Leu

Cys

Leu
145

Gln

Asn

Lys

Tyr

50

Saer

Val

Val

Ala

Val
130

Asp

Len

Ile

35

Met

Gln

Leu

Glu

Leu

115

Val

Leu

Leu

Iie

20

Ile

Glu

Val

Ile

Arg

100

Gln

Leu

Phe

Gln

Ser

Trp

405

Leu

Ser

Met

Lys

Val

Ile

Gln

Ser

Tyr

BS

Gly

Met

Ala

Asn
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Phe

Gly

3390

Cvs

Ala

Gly

Glu

Asp

Met

Lys

Lle

Gly

10

Lys

Gln

Ala

Cys

Asp
150

Leu Ser Trp Tyr

375

Met

Trp

Leu

Ser

Lys
455

cly

Pro

Lys

Glu

55

Gly

Met

val

Cys

Leu

135

Cys

Pro

Asn

Asn

Val

440

Lys

Val

Leu

Val

40

Met

Thr

Met

FPhe

Tyr

120

Ser

FPhe

Phe
Ser
Thr
425

Ala

Leu

Arg

Leu

25

Ala

ile

Gly

Tyr

Phe

105

Tyr

Lys

Thr

Phe

Tyr

410

Val

Leu

Asn

Tyr

10

Ile

Tyr

Gln

Pro

Trp

90

Arg

Ley

Arg

Thr

His

Val

398

Pro

Leu

Ala

Val

Leu

Thr

Leu

Leu

15

Leu

Tyr

Leu

Leu

Leu
155

Trp

380

Gly

Pro

Leu

Lys

Ile

Fhe

Glu

Asp

60

Val

Thr

Leu

His

His

140

Phe

Thar

Pro

Asn

Leau

Ser
445

Phe

Glu

Ile

45

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Leuy

125

Ser

Met

Leu

Ile

Ser

Leu

430

His

Asp

Ser

30

Asp

Met

Pro

Gly

Leu

110

Pro

Ile

Val

Pro
Trp
Gln
415

Leu

Leu

Cys

15

Met

Tyx

Leu

Ala

Met

95

Leu

Pro

Tyr

Val

Ile
Tyr
400
Ala

Ala

Arg

Arg

Leu

Lys

Asp

Gly

80

Asp

Thr

Trp

Val

Thr
169
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Val

Lys

Ser

Leu

Val

225

Ser

Phe

Phe

Xaa

Leu

305

Ala

Ile

Tyr

Phe

Tyr

385

<210> 12
<211 > 375

<212> PRT

Leu

Lys

Ile

Phe

210

Ala

Phe

Met

Asn

Xaa

280

Trp

Asn

Gly

His

Val

370

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 12

Lys

195

Ile

Met

Pro

Tyr

Asp

275

Xaa

Ser

Pro

Val

Trp

355

Gly

Pro

Ala

Leu

180

Met

Leu

Ile

Gln

Gln

260

Lys

Xaa

Ser

Ala

Leu

340

Thr

Pro

Asn

Trp Gln Glu Arg

1

Val Als Ala Cys

20

Ile His Arg Val

Ile

165

Ala

Asn

Asn

Ala

Gln

245

Trp

Arg

Xaa

Leu

Lys

325

Phe

Leu

Ile

Ser

Arg

Leu

Ala

ES 2 335345 T3

Val Ala Ser Arg Cys His Gln

Leu

Ala

Asp

Trp

230

Tyr

Ser

Phe

Phe

Cys

310

Thr

Ser

Fro

Trp

Val

Leu

Ala

215

Gln

Leu

Ile

Xaa

Val

295

His

Ile

Arg

Ile

Tyr
375

Ile

Leu

200

Asn

Val

His

Asn

Xaa

280

Thr

Pro

Pro

Ser

Leu

360

Val

Ser

185

Tyr

Val

Ala

Cys

Trp

265

Xaa

Arg

Leuy

Phe

Leu

345

Ile

Leu

Leu Leu Leu Arg

Cys Leu Ala Glu

25

Tyr Thr Glu Ile

170

Ala

FPhe

Ile

Val

Ala

250

Gln

Xaa

Tyr

Aryg

Val

330

Hisg

Phe

His

Glu
10

val

Asp

Thr Tyr

Fro Ala

Leu Thr
220

Ala Val
235

Phe Asn

Met Met

Xaa Xaa

Pro Arg

300

Lys Asn
315

Leu Ile
Tyr Glin

Trp Ser

Glu Trp
- 380

Arg

Ser

Met

20%

Leu

Fro

Phe

Asp

Xaa

285

Ile

Ala

Ala

Phe

Gly

365

Cys

Pro

Met

190

Met

Leu

Phe

Gly

Glu

270

Xaa

Leu

Val

Ser

Leu

350

Met

Trp

Ffro Arg Tyr Thr

Gly Ile Thr Phe

30

Trp Lys Ala Tyr

Lys

195

BAla

Ile

Asp

Leu

Arg

255

Glu

Xaa

Pro

Leu

Asn

335

Ser

Pro

Asn

Leu
15

Trp

Met

Len
Val
Ser
Leu
Arg
240
Lys
Ala
Xaa
Asp
Asn
320
Phe
Trp

Phe

Ser

Lau
Val

Rla



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Glu

Gly

65

Met

Gln

Leu

Met

FPhe

145

Leu

val

Leu

Ile

Asn

225

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

308

Gly

Phe

Thr

Val

50
Asp
Gly
Asn
Ile
Cys
130
Asn
Leu
Ser
Leu
Cys
210
Pro
Phe
His
Leu
Ser
290
Thr
Ile
His

His

Asn Thr

<210> 13
<211> 271

370

35

Glu Gly

Thr Gly

Leu Tyr

Ile Phe
100

Tyr His
115

Cys Ala

Asp Pro

Ala Gln

Val Lys
180

Leu Thr
195

Ala Gly

Ser Gly

His Trp

Arg Ala
260

Lew Phe
275

Leu Leu

Pro Asn

Cys Phe

Thr Leu
340

Leu Leu

355

Tyr Pro

Val

Pro

Tyr

85

Rla

Gln

Ser

Val

Arg

165

Met

Glin

Leu

Tyr

Thr
245

Phe :

Ala

Arg

Gln

Ser

325

Pro

Arg

Ser

ES 2 335345 T3

Ile

Leu

70

Ala

Val

Thr

Tyr

Ala

150

Trp

Asn

Phe

Leu
230

val

Rsp
Ile
310
Arg

Tyr

Leu

Asn

35
val
Thr
Leu
Cys
Arg
135
Met
Gly
Val
Gly
Val
215
Ser
Asn
Leu
Cys
Pro
295
Val
Ser

Leu

Leu

Thr Ser

375

40

Gly

Tyr

Ser

Tyr

Lys

120

Val

Val

Trp

Leu

Phe

200

Val

Arg

Trp

Ala

Arg

280

Ser

Ser

Leu

Len

Val
3e0

Thr

Pro

Arg

Leu

105

Val

His

Leu

Gly

Lau

135

Arg

Leu

Ser

Arg

Leu

265

Trp

Lys

Thr

His

Trp

345

Leu

10

Tyr
Ala
Gly

80
Ala
Pro
Ser
Leu
Cys
i70
Phe
Gly
Gly
Phe
Phe
250
Leu
His
Arg
Leu
Tyr
330

Ala

Gly

Asp

Gly

75

Thr

Thr

Pro

Ile

Phe

155

Cys

Ala

Ala

Leu

Tyr

60

Phe

Asp

Leu

Phe

Phe

140

Leu

Phe

Pro

Len

Fro

o220

Asp

235

Leu

Thr

Arg

Lys

Phe

315

Gln

Met

Leu

Leu

Fro

Ala

Thr

Val

300

Thr

Phe

Pro

Ile

45

Thr

val

Ile

Leu

Val

125

Val

Ser

Phe

Gly

Pro

205

Phe

Gly

Glu

His

Gly

285

Pro

Ser

Tyr

Ala

Glu
365

Gln

Tyr

Arg

Leu

110

Phe

Leu

Ile

Ser

Leu

130

Lys

Leu

Arg

Ala

Leu

270

Glu

Pro

Asn

Val

Arg

350

Leu

Ile

Met

95

Val

Phe

Arg

Asn

Leu

175

Leu

Leun

Leu

Gln

Leu

255

Ser

Gln

Phe

Trp

335

Trp

Ser

Gln

Phe

89

Ala

Phe

Phe

Leu

Leu

160

Ala

Phe

Gly

Glu

Phe

240

Phe

Leu

Iie

Pro

Ile

320

Tyr
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<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 13

Val

Leu

Val

Met

Thr

&5

Met

Phe

Tyr

Ser

Phe

143

Ser

Ile

Leu

Asn

Val

225

His

Arg

Leu

Ala

Ile

50

Gly

Tyr

Phe

Tvr

Lys

130

Thry

Arg

Ser

Tyr

Val

210

Ala

Cys

Tyr

Ile

Tyx

35

Gln

2ro

Trpo

Arg

Leu

115

Arg

Thr

Aia
Phe
195
Ile

Val

Ala

Val

Leu

20

Thx

Leu

Leu

T.eu

Tyr

100

TLeu

Leu

Leu

His

Thr

1870

Fro

Leu

Ala

Phe

Ile

Phe

Glu

Asp

Val

Thr

8b

Leu

His

His

Phe

Glin

165

Tyr

Ala

Thr

Val

Asn
245

ES 2 335345 T3

Phe

Glu

Ile

Gly

Tyr

70

Glu

Tyr

Leu

Ser

Met

156

Arg

Ser

Met

Leu

Pro

230

Phe

Asp

Ser

Asp

Met

55

Pro

Gly

Leu

Pro

Ile

135

Val

Prc

Met

Met

Leu

215

Phe

Gly

Cvs

Met

Tyr

4C

Leu

Ala

Met

Leu

Fro

120

Tyr

Val

Lys

Ala

Ile

2006

Asp

Leun

Arg

Arg

Leu

25

Lys

Asp

Gly

Asp

Thr

1405

Trp

Val

Thr

Leu

Val

185

Ser

Leu

Axrg

Lys

Ala

10

Cys

Ala

Tyr

His

His

80

Leu

Cys

Leau

Val

Lys

170

Ser

Leu

Val

Ser

Phe
250

Asn

Lys

Tyr

Ser

Val

75

Val

Ala

Val

Arg

Leu

155

Lys

Ile

Phe

Ala

Phe

235

Met

Leu

Ile

Met

Gin

60

Leu

Giua

Leu

Val

Leu

140

Gly

Ser

Lys

Ile

Met

220

Pro

Tvr

Ile

Ile

Glu

45

Val

Ile

Arg

Gln

Leu

125

Phe

Rla

Leu

Met

Len

205

Iile

Gln

Gln

Yal

Ile

20

Gln

Ser

Tyr

Gly

Met

110

Ala

Asn

Tle

Ala

Asn

190

Asn

Ala

Gln

Trp

Met

15

Lys

Ile

Gly

Lys

Gln

95

Ala

Cys

Asp

Val

Leu

175

Ala

Asp

Trp

Tyr

Ser
255

Pro

Lys

Glu

Gly

Met

g0

Val

Cys

Leu

Cys

Ala

160

val

Leu

Ala

Gln

Leu

240

Ile

Asn Trp Gln Met Met Asp Glu Glu Ala Phe Asn Asp Lys Arg Phe
265

260

11

2780
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<210> 14
<211> 258
<212> PRT

<213> Drosophila virilis

<400> 14

Ile

Leu

Val

Gly

Gly

65

Tyr

FPhe

Thr

Thr

Pro

145

Gln

Lys

Ala

Val

Glu

225

Txrp

Glu

Lys

ile

Pro

Phe

50

Pro

Tyr

Ala

Lys

Ser

130

Val

Arg

Met

Asn

Leu

210

Tyr

Thr

Phe

Tyr

Val

Tyr

35

Leu

Leu

Lau

Cys

Ser

115

Tyr

Ala

Trp

Asn

Leu

185

Gln

Leu

Val

Leu

Leu

20

Thr

Asn

Val

Thr

Tle

100

Arg

Arg

Ile

Thr

Ile

180

Gly

Leu

Arg

Asn

Ala
Ala
Glu
Gly
Tyr
Gly

835
Tyr
Lys
Ile
Leu
Leu
165
Leu
Val
Phe

Gly

Tyr
245

Phe

Glu

Ile

Thr

Pro

10

Gln

Leu

Val

His

Leu

150

Gly

Leu

Leu

Ile

Ser

230

Arg

ES 2 335345 T3

Glu

Ala

Asp

Thr

55

Ala

Gly

Leu

Pro

Ser

138

Leu

Ser

Phe

Arg

Gly

215

Fhe

FPhe

Pro

Val

Trp

40

Asn

Ala

Thr

Gln

Pro

120

Ile

Tyr

Ile

Ala

Thr

200

Ala

Asp

Leu

Ala

Ile

25

Lys

Iyr

Phe

Asn

Met

165

Tyr

Tyxr

Ala

Cys

Pro

185

Leu

Pro

Len

Ser

12

Ala

16

Asn

Ala

Ser

Val

val

20

Cys

Val

Val

Ala

Tyr

170

Ala

Val

Phe

Gly

Lys
230

Leu

Val

Tyr

Leu

Tyr

15

Arg

Leu

Leu

Leu

Leu

185

Ser

Leu

Gln

Leu

Arg

235

Glu

Pro

Leu

Met

Leu

60

Iie

Leu

Val

Val

Arg

140

Asn

Leu

Leu

Leu

Arg

220

Iie

Leu

Ile Val

Val Ile
36

Gln Glu
45

Arg Gly

Tyr Ser

Ala Gln

Leu Arg

110

Leu Ser
125

Leu Phe

Leu Phe

Ala Vval

Leu Phe

180
Thr Ile
205
Thr His

Phe Giu

Phe Glu

Ser

15

Gln

Cys

Asp

Gly

Tyr

95

Leu

Ala

Asn

Leu

Gly

175

Cys

Pro

His

Gln
255

Val

Arg

Glu

Thr

Leu

80

Ile

Tyr

Phe

Asp

Asp

169

Val

Leu

Ala

Met

Lys

240

Arg
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ES 2 335345 T3

<210> 15
<211> 60
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 15
Ile Pro Phe Val Leu Ile Ala Ser Asn Phe Ile Gly Val Leu Phe Ser
1 5 10 15
Ary Ser Leu His Tyr Gln Phe Leu Ser Trp Tyr His Trp Thr Leu Pro
20 25 30
Ile Leu Ile Phe Trp Ser Gly Met Pro Phe Phe Val Gly Pro Ile Tzp
35 40 45
Tyr Val Leu His Glu Trp Cys Trp Asn Ser Tyr Pro
5C 55 60
<210> 16
<211> 58
<212> PRT

<213> Drosophila virilis
<400> 16

Leu Pro Phe Phe Leu Cys Asn Phe Ile Gly Val Ala Cys Ala Arg Ser
1 5 10 15

Leu His Tyr Gln Phe Tyr Ile Trp Tyr Phe His Ser Leu Pro Tyr Leu
20 25 30

Val Trp Ser Thr Pro Tyr Ser Leu Gly Val Arg Tyr Leu Ile Leu Gly
35 40 45

Ile Ile Glu Tyr Cys Trp Asn Thr Tyr Pro
50 55

<210> 17
<211> 270
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

13
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<400> 17

Arg

Leu

Ala

Ile

Tyr Val

Iile Lsu

Tyr Thr

35

Gln Leu

50

Gly Pro Leu

65

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Thr

145

Arg

Ser

Tyr

Val

Ala

228

Cys

Trp

<210> 18
<211> 257
<212> PRT

Trp

Arg

Leu

Arg

130

Thr

Cys

Ala

Phe

Ile

210

Val

Ala

Gln

Leu

Tyr

Leu

115

Leu

Leu

His

Thr

Pro

185

Leu

Ala

Phe

Met

Ile

Phe

20

Glu

Asp

Val

Thr

Leu

100

His

His

Phe

Gln

Tyr

180

Ala

Thr

Vval

Asn

Met
260

<213> Drosophila melanogaster

Phe

Glu

Ile

Gly

Tyr

Gilu

85

Tyr

Leu

Ser

Met

Arg

165

Ser

Met

Leu

Pro

Phe

245

Asp

ES 2 335345 T3

Asp

Ser

Cys Arg BRla

Met Leu Cys

25

Asp Tyr Lys Ala
40

Met

Leu Asp Tyr

55

Pro Ala Gly His

70

Gly

Leu

Pro

Iie

val

150

Fro

Met

Met

Leu

Phe

230

Gly

Glu

Met

Leu

Pro

Tyr

135

val

Lys

Ala

Ile

Asp

215

Leu

Arg

Glu

Asp

Thr

Trp

12¢C

Val

Thr

Leu

Val

Ser

260

Leu

Arg

Lys

Ala

His

Leu

165

Cys

Leu

Val

Lys

Ser

185

Leu

Val

Ser

Phe

Phe
265

14

Asn

10
Lys
Tyr

Ser

Val

Val

90

Ala

Val

Arg

Leu

Lys

176

Ile

Phe

Ala

Phe

Met

250

Asn

Leu

Ile

Met Glu

Gln

Leu Ile

75

Glu

Leu

Val

Leu

Gly

155

Ser

Lys

TIle

Met

Pro

235

Tyr

Asp

Ile

Ile

Val
60

Arg

Gln

Leu

Phe

140

Ala

Leu

Met

Leu

Ile

220

sin

Gln

Lys

Val

Ile

Gin

45

Ser

Tyr

Met

Lys
30

Ile

Pro
15

Lys

Leu

Val

Glu Met

Gly Gly Thr

Lys

Met

Gly Gin val

95

Met Ala Cys

Ala

125

Asn

Ile

Ela

Asn

Asn

205

Ala

Gin

Trp

Arg

110

Cys

Bsp

Val

Leu

Ala

190

Asp

Trp

Tyr

Ser

Phe
270

Leu

Cys

Ala

Val

175

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile
255

Met
80

Phe

Tyr

Ser

Phe

Ser

160

Ile

Leu

Asn

Val

His

240

Asn
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<400> 18

Lys

Val

Pro

Phe

Pro

65

Tyr

Ala

Lys

Ser

Val

145

Arg

Met

Asn

Ile

Tvr

225

Thr

Phe

<210> 19
<211> 60
<212> PRT

Tyr

Leu

Tyr

Leu

50

Leu

Val

Gly

Ser

Tyr

130

Ala

Trp

Asn

Leu

Gln

210

Leu

Val

Leu

Leu

Thr

35

Asn

val

Thr

Ile

Arg

115

Arg

Val

Thr

Ile

Gly

195

Leu

Arg

Asn

Leu

Ala

20

Giu

Gly

Tyr

Ser

Tyr

100

Lys

Iie

Leu

Leu

Leu

180

Leu

Leu

Gly

Tyr

<213> Saccharomyces cerevisiae

Leu

Glu

Ile

Thr

Pro

His

85

Leu

Val

His

Leu

Gly

165

Leu

Leu

Leu

Ser

Arg
245

ES 2 335345 T3

Glu

Leu

Asp

Thr

Ala

70

Gly

Leu

Pro

Ser

Leu

150

Ser

Phe

Arg

Gly

Phe

230

Phe

Pro

Val

Trp

Asn

55

Ala

Thr

Gln

Pro

Ile

135

Tyr

Thr

Ala

Thr

Ala

215

Asp

Leu

Ala

Ile

Val

40

Tyr

Phe

Asn

Leu

Tyr

120

Tyr

Ala

Phe

Pro

Ile

200

Pro

Leu

Ser

Ala

Asn

25

Ala

Ser

Val

Val

Ala

105

Val

Val

Ala

Phe

Ala

185

Leu

Phe

Gly

Arg

15

Leu

10

Val

Tyr

Leu

Tyr

Arg

Leu

Leu

Leu

Leu

Ser

170

Leu

Gln

Leu

Arg

Asp
250

Pro

Val

Met

Leu

Ile

15

Leu

Val

Val

Arqg

Asn

155

Leu

Leu

Leu

Leu

Ile

235

Val

Ile

Val

Gln

Arg

60

Tyrx

Ala

Leu

Leu

Leu

140

Leu

Ala

Leu

Rla

Thr

220

Phe

Phe

Val

Ile

Glu

45

Gly

Ser

Gln

Arg

Ser

125

Phe

Phe

Val

Phe

Val

205

His

Glu

Glu

Gly

Gln

30

Cys

Asp

Ala

Tyr

Leu

110

Ala

Asn

Leu

Gly

Tyr

190

Cys

Pro

His

Asn

Leu

15

Arg

Glu

Thr

Leu

Ile
95

Tyr

Phe

Asp

Asp

Val

175

Leu

Gly

Val

Lys

Arg
255

Phe

Val

Gly

Gly

Tyr

80

Phe

Ser

Thr

Pro

Arg

160

Lys

Alza

Val

Glu

Trp

240

Thr
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<400> 19
Ile Pro Phe Val
1
Arg Ser Leu His
20
Ile Leu Ile Phe
35
Tyr Val Leu His
50
<210> 20
<211> 58

<213> Drosophila melanogaster

<400> 20

Leu Pro Fhe Fhe

Leu His Tyr Gln
20

Ala Trp Ser Thr
35

leu Ile Glu Tyr
50

<210> 21
<211> 1377
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

ES 2 335345 T3

Leu Ile Ala Ser Asn Phe Ile Gly Val Leu Phe Ser
5 10 15

Tyr Gln Phe lLeu Ser Trp Tyr His Trp Thr Leu Pro
25 30

Trp Ser Gly Met Pro Phe Phe Val Gly Pro Ile Trp
40 45

Glau Trp Cys Trp Asn Ser Tyr Pro
25 60

Leu Cys Asn Leu Val Gly Val Ala Cys Ser Arg Ser
5 10 15

Phe Tyr Val Trp Tyr Phe His Ser Leu Pro Tyr Leu
25 30

Fro Tyr Ser Leu Gly Val Arg Cys Leu ITle Leu Gly
40 45

Cys Trp Asn Thr Tyr Pro
55

16
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<400> 21

atggaaggty
ccteocgetygg
agggccaatc
atcattaaga
atgattcage
gtgtatccag
gaccacgtig
caaatggegt
tctaaaagat
tttatggteg
ttaaagaagt
atgaatgcge
aacgtaatcc
gtgcecttce
aagtttatgt
aagaggttcee
acaagatacc
aatgcagtye
ttcatcggeg
actttgecta
gtettgcacg
ttggcattga
geeetcegeca

aacagtctee
atctgtggea
ttatogitat
aggtagetta
tcgatggeat
caggccacgt
agcgeggygea
gttactaccet
tgeactctat
teacgatitt
cectigoget
tgttgtattt
ttactttgtt
tgegeagett
accaatggag
acttggeeet
ctegeatect
teoaatgocaa
tectatttte
tactgatoett
agtggtgcetg
atactgttet
aaagccatct

<210> 22
<211> 458
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 22

ES 2 335345 T3

gecaaggtgaa
ggatctceaag
geececottttg
cacagagatce
gctggactac
cttgatctac
agtgtttttc
tttacatcta
ttacgtgeta
gggggctate
ggtgatctoo
ceectgeaatg
ggatctegtt
teegeaacag
tatcaattgg
tttaatcage
gccogattta

tececegocaaq

aaggtceccte
ttggteggga
gaattcctat
gttgetteta
tcgtaccacc

aagtctctge
gacggtgtgco
attitgttcg
gattacaagqy
tctcaggtga
aagatgatgt
agatacttgt
ceacegtagygt
cggttattca
gtaggecagea
geaacataca
atgatttcte
gecgatgattg
tacctgeatt
caaatgatgg
cacctgatag
tggtcttcee
actattceat
cactaccagt
atgooettot
ccaccaaact
ttggecttga
agctctatgg

aaaggaagea
getacgtgat
aaageatgct
cgtacatgga
gtggtggaac
actggctaac
atctccttac
gtgtggtett
atgattgectt
gytgecates
gtatggctgt
tattcatcct
catggcaagt
gegettitaa
atgaagaggc
cgeteaceac
tgtgececatce
togtictaat
ttctateccectg
tegtiggice
cacaagcaag
cgecagetate
aaaaaaagct

atttatcaga
cttcgattagt
gtgcaagatt
geagatcegag
gggcccgety
agagggaatyg
actggcgtta
gygegtgecte
cactactttg
gegececaaa
gagcattaaqg
taatgacgeg
cgcagttgea
tttcggeagy
tttcaatgat
getgttegte
gctgaggaaa
cgeatcocaac
gtatcactgg
catttggtac
cacgctattg
tggtteggte
caactga

60
120
180
240
300
3690
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960
10206
1080
11490
1200
1269
1329
1377

Met Glu Gly CGlu Gln Ser Pro Gln Gly Glu Lys Ser Leu Gla Arg Lys

1

5

10

15

Gln Phe Val Arg Pro Pro Leu Asp Leu Trp Gln Asp Leu Lys Asp Gly

20

25

30

Val Arg Tyr Val Ile Phe Asp Cys Arg Ala Asn Leu Ile Val Met Pro
45

35

40

17
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Leu

Val

65

Met

Thr

Met

Phe

Tyr

145

Ser

Phe

Ser

Ile

Leu

225

Asn

-Val

His

Asn

Leu

305

Thr

Pro

Pro

Leu

50

Ala

Ile

Gly

Tyr

Phe

130

Tyr

Lys

Thr

Arg

Ser

210

Tyr

Val

Ala

Cys

Trp

290

Rla

Arg

Leu

Phe

Ile

Gln

Pro

Trp

115

Arg

Leu

Arg

Thr

Cys

185

Ala

Phe

Ile

Val

Ala

275

Gln

Leu

Val
355

Leu

Thr

Leu

Leu

100

Leu

Tyx

Leu

Leu

Leu

180

His

Thr

Pro

Leu

Ala

260

Phe

Met

Leu

Pro

Lys

340

Leu

Phe

Glu

Asp

B3

Val

Thr

Leu

His

His

165

Phe

Gln

Tyr

Ala

Thr

245

val

Asn

Met

Ile

Arg

328

Asn

Ile

ES 2 335345 T3

Glu
Ile
70

Gly

Tyr

Tyr

Leu

150

Ser

Met

Arg

Ser

Met

230

Leu

Pro

Phe

Asp

Ser

310

Ile

Ala

Ala

Met

Pro

Gly

Leu

235

Fro

Ile

Val

Pro

Met

215

Met

Leu

Phe

Gly

Glu

295

flis

Leu

Val

Ser

Met Leu Cys

Tyr

Leu

Ala

Met

120

Leu

Pro

Tyr

Val

Lys

200

Ala

Ile

Rsp

Leu

Arg

280

Glu

Leu

Pro

Leu

Asn
360

Lys

Asp

Gly

105

Asp

Thr

Trp

Val

Thr

185

Leu

Val

Ser

Leu

Arg

265

Lys

Ala

Ile

AsD

Asn

345

Phe

18

Ala

Tyr

90

His

His

Leu

Cys

Leu

170

Val

Lys

Ser

Leu

val

250

Ser

Phe

Phe

Ala

Leu

330

Ala

Ile

Lys
Tyr

75
Ser
Val
Val
Ala
Val
155
Arg
Leu
Lys
Tle
Phe
235
Ala
Phe
Met
Asn
Len
315
Trp

Asn

Gly

Ile

60

Met

Gln

Leu

Glu

Leu

140

val

Leu

Gly

Ser

Lys

220

Ile

Met

Pro

Tyr

Asp

300

Thr

Ser

Pro

Val

Ile

Giu

Val

Ile

Arg

125

Gln

Leu

Phe

Ala

Leu

205

Met

Leu

Ile

Gln

Gln

285

Lys

Thr

Ser

Ale

Leu
365

Ile L

Gln

Ser

Tyr

110

Gly

Met

Ala

Asn

Ile

190

Ala

Asn

Asn

Ala

Gln

270

Trp

Arg

Leu

Leu

Lys

350

Phe

Ile

Gly

95

Lys

Gln

Ala

Cys

Asp

175

Val

Leu

Ala

Asp

Trp

235

Tyr

Ser

Phe

Phe

Cys

335

Thr

Ser

Lys

Glu

80

Gly

Met

Val

Cys

Leu

160

Cys

Ala

Val

Leu

Ala

240

Gln

Leu

Ile

His

Val

320

His

Ile

Arg
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Leu
370

Ser

Leu Ile

385

Val Leu

Ser Thr

Leu Thr

Thr Thr

450

<210> 23

<211> 1395

<212> ADN

<213> Pichia pastoris

<400> 23

atgcctccega
ctagtggclc
cttttatggt
gatattgatt
tatagcaaca
tactcagtac
tttggttagt
ttagggaaaa
atatttgtat
atcatcette
cctgatgetg
ctcccagceat
gcacctgttc
ttgcactatg
tttagtecgece
ttcaacaatg
ttcatectea
gacattttca
agaagcccag
gcaagatctt
tacaaggctc
tggttggttt
atcctgattce
aaaaagaata

<210>24

<211> 464

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

His Tyr

Phe Trp

His Glu

Gln

Ser

Try

ES 2 335345 T3

FPhe

375
Gly Met
390

Cys Trp

405

Leu
420

Leu

Gin
435

Leu

Ser Ser

tagagccagc
ttattcaaaa
tagctgattc
tttcttcata
tatttggtga
tttcgtggta
tatacctagg
tacctcceggt
tgagactctt
aacaagcaag
cagatacgta
tectactact
tagttttgat
atgatcaggc
aatttcttta
tccattttca
agttcctcte
aattttggaa
attttgttta
tacactacca
gtctgaactt
tcccagcectac
tcatttttac
cataa

Leu

Ser

Met

Ala Leu

Gly Ser

Leu Ser Trp

Pro

Asn

Asn Thr

Val

Tyr

Phe FPhe

Ser Tyr

410

Val
425

Ala Leu

440

Glu Lys

455

tgaaaggcca
cgtottattt
cattgttatc
tatgcazcaa
caccggtcca
cagtgatggt
ttgcttgtta
ttattttgtt
caatgactgt
tagctggagy
cagtttagcc
catatatcte
attggtgcaa
aaatgaaatt
taagtggacg
ccagctcctyg
tcctaazaac
gccaacctta
caccgtcatg
gttcctaagce
tatagcatct
agaacaaagt
caacgaacag

Lys

Leu Asn

aagcttacgc
agcccagatt
aaggtgatca
atctttaaaa
ttggtttacc
ggagaagacg
ctatccatca
ttgttggtag
ttaacaacat
aaagatggca
atctctgtaa
atttgtgacg
gtaggagtcg
cgttctgect
gttaattggc
tttgctctece
attggaaaac
tctccaacca
gctactacca
tggtatgecgt
attattgttt
tccgcgtigt
ttatttcectt

19

His Trp Thr

380

Val
395

Gly Pro

Pro Pro Asn

Leu Leu Leu

Ala Lys Ser

445

tgaaaaatgt
ttagtqgtcett
ttggcactgt
ttcgacaagg
cagccggceca
tcagtttcegt
gctcctactt
cgtccaagag
ttitgatgtt
caactattcc
agatgaatgce
aaaatttgat
gttattcgtt
actttagaca
gctttttgag
atattattac
cgcttggtag
atattsatcaa
acttaatagg
tctcetttgee
atgccgctca
tggtatctat
ctcaatcggt

Leu

Ile

Pro Ile

Trp Tyr

400

Ser
415

Leu
430

His

tatcecgtgat
cgttgecacct
ttcczacaca
agaattagat
tgttcatget
tcaacsacca
tttctetggce
actygcattca
ggcaactata
attatctgtc
gctgctatac
taaagccttg
cattttaccg
ggcttttgac
ccaagaaact
gttagtcttg
atttgtgttg
cgacccagaa
ggtgcttttt
atatctcctt
cgagtattgce
cttactactt
ccctgcagaa

Gln Ala

Leu Ala

Leu Arg

60
120
1890
249
300
360
420
480
£40
600
660
720
780
840
200
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1330
1385
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<400> 24

Met

Val I

Asp

Val

Ser

€5

Tyr

His

Asp

l.en

Pro

145

Ile

Leu

Gly

Leu

=u

225

Ala

Ala

Trp

His

3065

Phe

Pro

Phe

Ile

50

Ser

Ser

Val

Val

Leu

130

Pro

Fhe

Ala

Thr

Ala

210

Leu

Pro

iie

Tyr

Thr

290

Pha

Tle

Pro

Gly

Ser

35

Lys

Tyr

Asn

His

Ser

115

Leu

Val

Val

Thr

Thr

185

Ile

Len

Val

Len

Fhe

275

Val

His

Leu

Ile

Asp

20

Val

Val

Met

Tle

Ala

100

Phe

ser

Tyr

Leu

Ile

1890

Ile

Ser

Ile

Leu

Preo

260

Arg

Asn

Gln

Lys

Glu

Lau

Phe

Ile

Gln

Phe

85

Tyr

Val

Tle

Phe

Arg

1865

Ile

Pro

Val

TYr

Val

245

Gin

Phe
325

Pro

Val

Yal

Il=

Sln

70

Gly

Ser

Gln

ser

Val

150

Leu

Iile

Leu

Lys

Leu

230

Leun

His

Ala

Arg

Leu

310

Leu

ES 2 335345 T3

Ala

Ala

Alz

Gly

3%

Ile

Asp

Val

Gin

Ser

i35

Leu

Phe

Leu

Ser

Met

215

Ile

Ile

Tyr

Phe

Phe

295

Phe

Ser

Glu

Leu

Pro

44

Thr

Phe

Thr

Leu

&la

120

Tyr

Leu

Asn

Gin

Val

200

Asn

Cys

Leu

Asp

Asp

2840

Leu

Al=z

Pro

Lys

Gly

Ser

105

Phe

Phe

Val

Asp

Gln

185

Pro

Als

Asp

val

Rep

285

Phe

Ser

Leu

Lys

20

Pre¢
10

Gln

Leu

Ser

Ilie

Pro

a0

Trp

Gly

Phe

Ala

Cys

170

Ala

Asp

Glu

Gln

256

Gln

Ser

Glin

His

Asn
330

Lys

Asn

Arg

75

Leua

Tyr

T

Ser

Ser

155

Leu

Ser

Ala

Leu

Asn

235

Val

Lla

Arg

Glu

Iie

315

Iie

Leu

Val

Leu

Thr

60

Gln

Val

Serx

Leu

Gly

140

Lys

Thr

Sex

Ala

Tyr

220

Leun

Gly

Asn

Gin

Thr

360

Ile

Giy

Thr

Leu

Ala

45

Asp

Gly

Tyr

Asp

Tyr

125

Leu

Arg

Thr

Trp

Asp

205

Ley

Val

Glu

Phe

285

Phe

Thr

Lys

Leu

Phe

30

Asp

Ile

Glu

Pro

Gly

110

Leu

Gly

Leu

FPhe

Arg

190

Thr

Pro

Lys

fle
270
Leu
Asn

Leu

Pro

Lys
15

Asn

Ser

Asp

Leu

Ala

95

Gly

Lys

His

Leu

175

Lys

Tyr

Ala

Ala

Tvr

255

Arg

Tyr

Asn

Val

Leu
335

Asn

Pro

Ile

Phe

Asp

80

Gly

Glu

Cys

Ile

Ser

180

Met

Esp

Ser

Phe

Leu

240

Ser

Ser

Lys

Val

Leu

326

Gly
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ES 2 335345 T3

Arg Phe Val Leu Asp Ile

340

Thr Asn Ile Ile Asn Asp

Val Met Ala Thr Thr Asn

370

His Tyr Gln Phe Leu Ser

385

390

Tyr Lys Ala Arg Leu Asn

His Glu Tyr Cys Trp Leu

420

Leu Leu Val Ser Ile Leu
435

Glu Gln Leu Phe Pro Ser

450

<210> 25

<211> 423

<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<220>

<221> MOD_RES

<222> (209)..(223)

<223> Aminodcido variable

<220>

<221> MOD_RES

<222> (235)..(246)

<223> Aminoécido variable

<400> 25

Arg Pro Lys

Ile Gln Asn

Leu Leu Trp
35

Val Ser Tyr
50

Lys Ile Arg
65

Gly Pro Leu

Leu Thr Leu Lys

Val Leu Phe 2sn

20

Leu Ala Asp Ser

Thr Asp Ile Asp
55

Glin Gly Glu Leu

70

Val Tyr Pro Ala

Phe

Pro

Leu
375

val

Leu

Gln
455

Lys Phe Trp Lys Pro
345

Glu Arg

Tyr Ala

Tle Ala

Phe Pro

Ser Pro Asp

Val Leu Phe

380

Phe Ser Leu

395

Ser Ile Ile

410

425

Leu Ile

Ser Val

Asn Val

Pro Asp

25

Ile Vval

40

Phe Ser

Asp Tyr

Gly His

21

Ile

Phe

Ile

Ser

Val

Ala Thr Glu

Leu Ile Leu

Pro Ala Glu

460

Ser Val Phe

Lys Val Ile
45

Tyr Met Gln

60

Asn Ile Phe

75

His ARla Tyr

Thr

Phe

365

Ala

Pro

Val

Gln

Ile

445

Lys

Val

Val

Ile

Leu

350

Val

Arg

Tyr

Tyr

Ser

430

Phe

Lys

30

Ser Pro

Tyr Thr

n
[v]
[af
[
()
c

Leu Leu
400

Ala BAla

Thr Asn

Asn Thr

Ala Leu

Ala Pro

Gly Thr

Ile Phe

Gly Asp Thr

80

Val Leu
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Ser

Val

145

Asp

Gln

Pro

Xaa

Asp

225

Xaa

Asp

Phe

Ser

Leu

305

Lys

Phe

Arg

Gly

Ala

385

Ala

Trp

Gly

Phe

130

Bla

Cys

Rla

Asp

Xaa

210

Glu

Xaa

dis

Asn

Trp

Ser

Val

370

Phe

Ser

Tyr

TIp

115

Ser

Ser

Leu

Ser

Ala

195

Xaa

Asn

Arg
275

Glu

Ile

Ile

Lys

Pro

355

Leu

Ser

Ile

Ser

100

Leu

Gly

Lys

Thr

Ser

180

Ala

Xaa

Leu

Xaa

Asn

260

Thr

Ile

Gly

Pro

340

Asp

Phe

Leu

Ile

85

Asp

Tyr

Leu

Arg

Thr

165

Trp

Asp

Xaa

Ile

Xaa

245

Glu

Phe

Phe

Thr

Lys

325

Thr

Phe

ARla

Pro

Val
405

Pro Rla Thr Glu Gln

420

ES 2 335345 T3

Gly

Leu

Gly

Leu

150

Phe

Arg

Thz

Xaa

Lys

230

Xaa

Ile

Leu

Asn

Leun

310

Pro

Leu

Val

Arg

Ty

390

Tyr

Ser

Gly

Gly

Lys

135

His

Leu

Lys

Tyr

Xaa

215

Ala

Tyr

Arg

Tyr

Bsn

295

Val

Leu

Tyr
Ser
275

Leu

Ela

Ser

Glu Asp
105

Cys Leu
120

Ile Pro
Ser Ile
Met Leu
Asp Gly

185

Ser Leu
200

Xaa Xaa
Len Ala
Ser Phe
Ser Ala

265
Lys Trp
280
Val His
Leu Phe
Gly Arg
Pro Thrx
345
Thr val
360
Leu His

Leu Tyr

Ala His

22

90

Val

Leu

Pro

Phe

Rla

170

Thr

Ala

Xaa

Pro

Ile

250

Tyr

Thr

Phe

Ile

Fhe

330

Asn

Met

Tyr

Lys

Glu
410

Ser

Leu

Val

Val

155

Thr

Thr

Ile

Xaa

Xaa

235

Leu

Phe

Val

His

Leu

315

val

Ile

Ala

Gln

Ala

395

Tyr

Phe

Ser

Tyr

140

Leu

Ile

Ile

Ser

Xaa

220

Yaa

Pro

Arg

Asn

Gln

300

Lys

Leu

Ile

Thr

Phe

380

Arg

Cys

Val

Ile

125

Phe

Arg

Ile

Pro

Val

205

Xaa

Xaa

Leu

Gln

Trp

285

Leu

Phe

Asp

Asn

Thr

365

Leu

Leu

T:p

Gln

110

Ser

Val

Leu

Ile

Leu

190

Lys

Xaa

Haa

His

Ala

270

Arg

Leu

Leu

Ile

Asp

350

Asn

Ser

Asn

Leu

95

Gln

Ser

Leu

Phe

Leu

175

Met

Xaa

Xaa

Tyr

255

Phe

Phe

Fhe

Ser

Fhe

335

Pro

Lau

Trp

Phe

Val
4158

Ala

Tyr

Leu

Asn

160

Gln

val

Asn

Cys

Xaa

240

Asp

Asp

Leu

Ala

Pro

320

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

400

Phe
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<210> 26
<211> 398
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 26

Arg

Val

Leu

Thr

Leu

65

Leu

Leu

Tyr

Leu

Leu

145

Leu

His

Thr

Pro

Leu

223

Ala

Pro

Ile

Fhe

Glu

50

Asp

Val

Thr

Leu

His

130

His

Phe

Gin

Tyr

Ala

210

Thr

Val

Pro

Phe

Glu

35

Ile

Gly

Tyr

Glu

Tyr

215

Leu

Ser

Met

Arg

Ser

195

Met

Leu

Pro

Leu

Asp

20

Ser

Asp

Met

Pro

Gly

i00C

Leu

Pro

Ile

Val

Pro

180

Met

Met

Leu

Phe

I&sp

Cys

Met

Tyr

Leu

Ala

85

Met

Leu

Proc

Tyr

Val

165

Lys

Ala

Ile

Asp

Leu
245

Leu

Arg

Leu

Lys

Asp

70

Gly

Asp

Thr

Trp

Val

450

Thr

Leu

Val

Ser

Leu

230

Arg

ES 2 335345 T3

Trp

Ala

Cys

Bla

55

Tyr

His

His

Leu

Cys

135

Leu

Val

Lys

Ser

Leu

215

Val

Ser

Gln

Asn

Lys

40

Tyr

Ser

Val

Val

Ala

120

Val

Ary

Leu

Lys

Ile

200

Phe

Ala

Phe

Asp

Leu

25

Ile

Met

Gln

Leu

Giu

105

Leu

Val

Leu

Gly

Sar

185

Lys

Ile

Met

Pro

23

Leun

10

Tie

Iie

Glu

Val

Ile

aC

Arg

Gln

Leu

Phe

Ala

170

Leu

Met

Leu

Ile

Gin
250

Lys

Val

Ile

Gin

Ser

75

Tyr

Gly

Met

Ala

Asn

155

Ile

Ala

Asn

Asn

Ala

235

Gin

iAsp

Met

Lys

Ile

60

Gly

Lys

Gln

Ala

Cys

140

Bsp

Val

Leu

Ala

Asp

220

Trp

Tyr

Gly

Pro

Lys

45

Glu

Gly

Met

Val

Cys

125

Leu

Cys

Ala

Val

Leu

205

Ala

Gln

Len

Val

Leu

30

Val

Met

Thr

Met

Phe

110

Tyr

Ser

Phe

Ser

ile

190

Leu

Asn

Val

His

Arg

15

Leu

Ala

ile

Gly

Tyr

g5

Phe

Tyr

Lys

Thr

Arg

175

Ser

Tyr

Val

Ala

Cys
255

Tyr

Ile

Tyr
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Pro
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Trp

Arg

Leu

Arg

Thr
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Ala

Phe
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Val

240
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Phe

Met

Leu

Pro
305

Lys

Leu

Tyr

Trp

Glu

385

<210> 27
<211> 398
<212> PRT

Asn

Met

Ile

280

Arg

Asn

Iie

Gin

Ser
370

Trp

<213> Pichia pastoris

<220>

<221> MOD_RES
<222> (183)..(197)
<223> Aminodcido variable

<220>

<221> MOD_RES
<222> (209)..(220)
<223> Aminodcido variable
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Ser

Lys

Tyr

Asn

His

65

Ser

Val

Val

Met

Ile

50

Ala

Fhe

Phe
Asp
275

Ser

Ile

Ala

Ala

Phe
355

Gly

Cys

Phe

Ile
Gln

35
Phe

Tyr

Val

Gly
260
Glu
His
Leu

Val

Ser
340

Leu

Met

Trp

Val
Ile

20
Gln
Gly

Ser

Gln

Arg

Glu

Leu

Pro

Leu

325

Asn

Ser

Pro

Asn

Ala

Gly

Ile

Asp

Val

Gln

Lys

Ala

Ile

Asp

310

Asn

Phe

Trp

Phe

Ser
390

Pro

Thr

Phe

Thr

Leu

70

Ala
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Phe Met Tyr

Phe
Ala
285

Leu

Ala

Ile

Tyr

Fhe
375

Tyr

Leu
Val
Lys
Gly

25

Ser

Phe

Asn
280
Leu
Trp
Asn
Gly
His
340

Val

Pro

Leu

Ser

Ile

40

Pro

Trp

Gly

265

Asp

Thr

Ser

Fro

Val
345

Trp

Gly

Pro

Trp

Tyr

23

Arg

Leu

Tyr

Trp

24

Gln

Lys

Thr

Ser

Ala

330

Leu

Thr

Pro

Asn

Leu
10

Thr

Gln

Val

Ser

Leu

Trp

Arg

Leu

Leu
315

Lys

Phe

Leu

Ile

Ser
385

Ala

Asp

Gly

Tyr

Asp

15

Pyr

Ser
Phe
Phe
300
Cys

Thr

Ser

Pro

Trp
380

Gln

Asp
ile
Glu
Pro

60

Gly

Leu

Iie

His

285

Val

His

Ile

Arg

Ile
365

Tyr

Ala

Ser

Asp

Leu

45

Ala

Gly

Gly

Asn
270
Leu

Thr

Pro

Pro

Ser
350

Leu

Val

Ser

Ile
Phe

30
Asp
Gly

Glu

Cys

Trp

Ala

Arg

Leu

Phe

335

Leu

Tie

Leu

Val

i%
Ser
Tyr
His

Asp
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Gln
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Tyr

Arg

320

Val

His

Phe

His

Ile

Ser

Ser

Val

Val

80

Leun
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Leu Ser
Val Tyr
Val Leu

130

Thxr Ile
145

Thr Ile

Ile Ser

Xaa Xaa

Xaa Xaa
210

Leu Pro
225

Phe Arg

Val Asn

His Gln

Leu Lys
290

Val Leu
305

Tle Tie

Ala Thr

Gin Phe

Ala Arg
370

Tyr Cys
3BS

<210> 28
<211> 373
<212> PRT

Ile
Phe
115
Arqg
Ile
Pro
Val
Xaa
195
Xaa
Leu
Gln
Trp
Leu
275

Phe

Asp

Thr
Leu
355

Leu

Trp

<213> Neurospora crassa

Ser

100

Val

Leu

Ile

Leu

Lys

180

Xaa

Xaa

His

Ala

Arg

260

Leu

Leu

Ile

Asp P

Asn

340

Ser

Asn

Leu

85

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

165

Met

Xaa

Xaa

Tyr

Phz

245

Phz

Phe

Ser

Phe

325

Leu

Trp

Phe

val

Tyr

Leu

Asn

Gln G

150

Val

Asn

Cys

Xaa

Asp
230

Ala

Pro

Lys

310

Ile

Tyrx

Ile

Phe
390
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Phe

Val

Asp

135

Pro

Haa

hsp

Xaa

215

Bsp

Phe

Ser

Leu

Lys

295

Phe

Arg

Ala

Ala
375

Pro

Phe

Ala

120

Cys

Ala

Asp

Xaa

Glu

200

Xaa

Gln

Ser

Gln

His
280

‘Asn

Trp

Ser

val

Phe

360

Ser

Ala

Ser

105

Ser

Leu

Ser

Ala

Xaa

185

Asn

Xaa

Ala

Arg

Glu

265

Ile

Ile

Lys

Pra

Leu

345

Ser

Ile

Thr

25

920

Gly

Lys

Thr

Ser

Ala

170

Xaa

Leu

Xaa

Asn

Gln

250

Thr

Ile

Gly

Pro

Asp

330

Phe

Leu

Ile

Glu

Leu

Arg

Thr

Trp

155

Asp

Xaa

Ile

Xaa

Glu

235

Phe

Fhe

Thr

Lys

Thr

315

Phe

Ala

Pro

Val

Gln
395

Gly

Leu

Phe

140

Arg

Thr

Xaa

Xaa
220
Ile

Leu

Asn

Pro

300

Val

Arg

Tyr

Tyr

380

Ser

Lys

His

125

Len

Lys

Tyr

Xaa

Ala

205

Tyr

Arg

Tyr

aAsn

Val

2B5

Leu

Ser

Tyr

Ser

Leu

365

Ala

Ser

Ile

110

Sex

Met

Asp

Serx

Xaa

190

Leu

Ser

Ser

Lys

Val

270

Leu

Gly

Pro

Thr

Leu

350

Leu

Ala

Ala

95

Pro

Ile

Leu

Gly

Leu

175

Xaa

Ala

Phe

Ala

Trp

255

His

FPhe

Arg

Thr

Val

335

His

Tyr

His

Pro

Phe

Ala

Thr

160

Ala

Xaa

Pro

Ile

Tyr

220

Thr

Fhe

Ile

Phe

Asn

320

Met

Tyr

Lys

Glu
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<400> 28

Ser

Gly

Tyr

Lys

Tyr

65

Leu

Val

Pro

Cys

Phe

145

Gly

Ile

Val

Ala

z1ln

225

Ile

Leu

Lys

Lys

Leu

Met

Val

50

Iie

Leu

Val

Leu

Phe

130

Phe

Leu

Val

Ala

Hig

210

Phe

Phe

Val

Ser

Leu

Ile

Glu

35

Arg

Tyr

Ala

Met

Leu

115

Asn

Gln

Leu

Thr

195

Tyr

Phe

Leu

Leu

Lew
275

Ile

Ile
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Gln

Gly

Thr

Gln

Gly

100

Thr

Asp

Arg

Val

Phe

180

Met

Fro

Phe

Ser

Gly

260

val

Pro

Trp

Val

Gly

Gly

Gln

85

Cys

Leu

Cys

Arg

Lys

165

Leu

Gly

Thr

Lys

Lys

245

Ile

Gln
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Fro

Lys

Ser

Thr

Leun

70

Leu

Tvr

Ser

Phe

Asn

150

Met

Gly

Leu

Glu

Trp

230

Gly

Phe

Leu

Als

Val

Gln

Gly

55

Tyr

Phe

Trp

Lys

Ala

135

Trp

Thr

Ser

Val

Tyr

215

Thr

Phe

Ile

Ile

Leu

Pro

Ile

4G

Pro

His

Ala

Gln

Arg

120

Val

Gln

Leu

Gly

Gln

200

Leu

Val

Ala

Thr

Ser

280

26

Phe

Tyr

25

Leu

Leu

Leu

Gly

Ala

105

Leu

Len

Ala

Leu

Ser

185

Ile

sSer

Asn

Leu

Thr

265

Pro

Leu
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Thr

Ser

Val

Thr

Leu

a0

Lys

His

Phe

Gly

Leu

170

Phe

Leu

Arg

Trp

Thr

250

Arg

Val

Val

Glu

Gly

Tyr

Asp

75

Tyr

ala

Ser

Leu

Ala

155

Ser

Val

Iie

Ala

Arg

235

Leu

Trp

Leu

Asp
Ile
Gilu
Pro

60
Giu
Met
Pro
Ile
Trp
146
Leun

Leu

Tﬁr

Phe
220
Phe
Leou

Ile

Leu

Ala

Asp

Arg

45

Ala

Gly

Val

Pro

Phe

125

Leu

Leu

Pro

Thr

Val

205

Glu

Val

Ala

Lys

Ala
285

Leu

Trp

30

Bsp

Ala

Arg

Thr

Tyr

110

Val

Ala

Tyr

Ala

Leu

190

Pro

Leu

Gly

Leu

Pro

2790

Gly

Leu Cys
15

Bla Ala

Tyr Thr

Hig Val

Asn Iie
8C

Leu Ala
95

Leu Phe

Leu Arg

Iie Phe

Thr Leu
160

Val Gly
175

Gln Leu

Phe Leu

Ser Arg

Glu Glu

240G

His Val
255

Ala Arg

Lys Pro
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Pro
Arg
305

FPhe

Thr

Leu

Pro

<210> 29
<211> 390
<212> PRT

Leu

290

Tyr

Ala

Pro

Leu

Ala
370

<213> Pichia pastoris

<220>

<221> MOD_RES
<222> (176)..(190)
<223> Aminodcido variable

<220>

<221> MOD_RES
<222> (202)..(213)
<223> Aminodcido variable

<400> 29
Leu

3
Ser
Iile
Pro
Trp

65
Gly
Phe

Ala

Cys

Trp

Tyr

Arg

Leu

50

Tyr

Trp

Ser

Ser

Leu

Thr

Ile

Arg

Phe

Trp

355

Ser

Leu

Thr

Gln

35

Val

Ser

Leu

Gly

Lys

115

Thr

Val

Met

Ser

Leu

340

Ala

Ser

Ala
Asp

20
Gly
Tyr
Asp
Tyr
Leu
100

Arg

Thr

Pro
Thr
Leu
325
Leu

Val

Ala

Asp

Ile

Glu

Pro

Gly

Leu

85

Gly

Leu

Phe
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Glu His Arg
2595

Thr Ile Leu
310

His Tyr Gln

Trp Arg Ala

His Glu Trp
360

Ser Ile Val
Asp Phe Ser
Leu Asp Tyr

40

Ala Gly His
55

Gly Glu Asp
70

Gly Cys Leu
Lys Ile Pro
His Ser Ile

120

Leu Met Leu

Ala Ala Ala

Ser
Phe
Gly

345

Als

Ile
Ser

25
Ser
Val
Val
Leu
Pro
105

Phe

Ala

27

Ala
Tyr
330

Leu

Trp

Lys

10

Tyr

Asn

His

Sexr

Leu

80

Val

Val

Thr

Asn
315
Ala

His

Asn

Val

Met

ile

Ala

Phe

75

Ser

Tyr

Leu

Ile

Arg
300
Ala
Tyr

Pro

Val

Ile

Gln

Phe

Tyr
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Val

Ile

Phe

Arg

Ile

Asp

Val

Val

Val

Phe
365

Ile

Gln

Gly

45

Ser

Gln
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Val

Leu

125

Ile

Val

Gly

Ala

Leu

350

Pro

Gly
ile
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Asp
Val
Gln
Ser
Leu
110

Phe

Leu

Thr
Leu
Trp
335

Val

Ser

Thr

15
Phie
Thr
Leu
Ala
Tyr

85
Leu

Asn

Gin

Pro

Leu
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Ser

Thr

Val

Lys

Gly

Ser

Phe

30

Phe

Val
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Gln
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Ala

145

Asp

Xaa

Glu

Xaa

Gln

225

Ser

Gln

His

Asn

Trp

305

Ser

Val

Phe

Ser

Bla
385

<210> 30
<211> 355
<212> PRT

130

Ser

Ala

Xaa

Asn

Xaa

210

Ala

Arg

Glu

Ile

Ile

290

Lys

Pro

Leu

Ser

Tie

370

Thr

Ser
Ala
Xaa
Leu
195
Xaa
Asn
Gln
Thr
Ile
275
Gly
Pro
Asp
Phe
Leu
355

Ile

Giu

Trp

Asp

Xaa

180

Ile

Xaa

Glu

Phe

Phe

260

Thr

Lys

Thr

Phe

Ala

340

Pro

Val

Gln

Arg

Thr

165

Xaa

Lys

Xaa

Ile

Leu

245

Asn

Leu

Pro

Leu

Val

325

Arg

Tyr

Ser

<213> Schizosaccharomyces pombe

Lys
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Tyr
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Tyr

Arg

236

Tyr

Asn

Val

Leu

Ser
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Tyr

Ser

Leu

Ala

Ser
380

ES 2 335345 T3

135
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Ser

Xaa

Leu

Ser

215

Ser

Lys

Val

Leu

Gly

295

Fro

Thr

Leu

Leu

Ala
375

Gly

Leu

Xaa

Ala

200

Phe

Ala

Trp

His

Phe

280

Arg

Thr

Val

His

Tyr

360

His

Thr

Ala

raa

185

Pro

Ile

Tyr

Thr

Phe

265

Ile

Phe

Asn

Met

Tyr

345

Lys

Glu
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Thr

Ile

170

Xaa

Xaa

Leu

Phe

Val

230

His

Leu

Val

Tle

Bla

330

Gln

Ala

Tyr

Ile

155

Ser

Xaa

Xaa

Pro

Arg

235

Asn

Gln

Lys

Leu

Ile

315

Thr

Phe

Arg

Cys

140

Pro

Val

naa

Xaa

e

220

Gin

Trp

Len

Phe

Asp

300

Asn

Thr

Teu

Leu

Trp
380

leu

Lys

xaa

Xaa

205

His

Ala

Arg

Leu

Leu

285

Ile
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Asn
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365

Leu
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Met
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190
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Phe
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Phe

Fro

Leuw

Trp

350

Fhe

Val
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Ala

Pro

Lys
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Ile
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Phe

Pro
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Phe
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Leu

Lys

Phe

Arg
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Ala
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<400> 30

Leu

Pro

Phe

Pro

Tyr

65

Ala

Ile

Arg

Ser

Val

145

Ser

Gly

Gln

Trp
225

Ser

His

Fhe

Ala
305

Pro

Leu

Tyr

Leu

Leu

50

Leu

Phe

Val

Leu

Leu

130

Arg

Leu

Pro

Leu

Ala

210

Arg

ile

Trp

Ley

Ile

290

Arg

Tyr

Leun

Thr

Len

35

Val

Thr

Val

Arg

His

iis

Phe

Rla

Leu

Lys

Phe

195

Phe

Phe

Leu

Asn

Thr

275

Pha

Ser

Leu

Leu

Glu
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Gly
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Tvyr
Ala
100
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Ser
Ser
TYr
Lys
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Ser
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Leu

Leu
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Glu

ile
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Pro

Trp
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Tie
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Phe
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Iie

Asp
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Ile
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Pro
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Tyr
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Trp
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Thr
Thr
Tyr
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Val
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285

Gln

Ala

Phe

Iie

Tyr
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Leu
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Ser
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Ala
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Pro
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Thr 8
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Val

Ala
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Ala
Tyr
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Leu
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Phe

Phe
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Tyr
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Phe
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Tyr
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Val

Ile
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Leu

Ser

Ala
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Phe
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Leu
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Pro

Leu
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Ala

Pre
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Met
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Leu

Arg
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Val

Leu

Phe

Ser

Cys

155

Leu

Val
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Tyr
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235

Val
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Trp
315

Ala

Ile

Glu
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Tvr
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Leu
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Cvs

Ser

Leu

Ile

Trp

Lys

220

Thr

Ala
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L.eu

Ile

300

Phe
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Ile
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Gly
45

Thr

Gln

Asp
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Lys

Val
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Phe

Met

Ala

285

Gly
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Ile

Ser

Val
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Cys

Leu

Tyr

Leu

Leu
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Gly

Lys

Lys

Gin
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130

Tyr

Thr

- Phe

Thr

Val
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Thr

Ile

Trp

Val
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Asn
Thr

Leu
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Phe
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Met

ile
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Trp

Val
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Asn
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Leu
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Trp
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Thr
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Thr
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Cys
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ES 2 335345 T3

Leu Trp Met Leu Gln Glu Tyr Ala Trp Asn Val Phe Pro Ser Thr Lys

3490
Leu Ser Ser
355
<210> 31
<211> 390
<212> PRT

<213> Pichia pastoris

<220>

<221> MOD_RES

<222> (176)..(190)

<223> Aminoécido variable

<220>

<221> MOD_RES
<222>(202)..(213)

<223> Amino4cido variable

<400> 31

Leu Trp Leu Ala

Ser Tyr Thr Asp
20

Ile Arg Gln Gly
35

Pro Leu Val Tyr
50

Trp Tyr Ser Asp
65

Gly Trp Leﬁ Tyr

Phe Ser Gly Leu
109

Ala Ser Lys Arg
115

Cys Leu Thr Thr
130

Ala Sexr Ser Trp
145

Asp Ala Ala Asp

Xaa Xaa Xaa Xaa
180

Glu Asn Leu Ile

Asp

ile

Glu

Pro

Gly

Leu

85

Gly

Leu

Phe

Arg

Thr

165

Xaa

Lys

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

70

Giy

Lys

His

Leu
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150

Tyr

Xaa

Ala

Tle

Phe

Asp

Gly

55

Glu

Cys

Ile

Ser

Met

135

Asp

Ser

Xaa

Leu

345

Val Tle

Ser Ser
25

Tyr Ser
40

His Val

Asp Val

Leu Leu

Pro Pro
105

Ile Phe
120

Leu Ala
Gly Thrx
Leu Ala
Xaa Xaa

185
Ala Pro

30

L.yvs

10
Tyr
Asn
His
Ser
Leu

80
Val
Val
Thr
Thx
Ile
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Xaa

Xaa

Val

Met

Ile

Ala

Phe

75

Ser

L.eu

Ile

Iie

155

Ser

Xaa

naa

Ile

Gln

Phe

Tyr

60

Val

Ile

Phe

Arg

Ile

140

Pro

Val

Xaa

Xaa

Ile

Gln

Gly

45

Ser

Gln

Ser

Val

Leu

125

ile

Len

Lys

Xaa

Xaa

350

Gly
Ile

30
Asp
Val
Gln
Serxr
Leu
110
Phe
Leu
Ser
Met
Xaa

190

Xaa

Thr

15

Phe

Thr

Leu

Ala

Tyr

95

Leu

Asn

Gln

Val

Asn

178

zad

val

Lys

Gly

Ser

Phe

BG

Phe

Val

Asp

Gln

Pro

160

Xaa

Asp

Xaa
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Xaa Xaa
210

Gln Ala
225

Ser Arg

Gln Glu

His Ile

Bsn Ile
2990

Trp Lys
305

Ser Pro

Val Leu

Phe Ser

Ser Ile
376

Ala Thr
385

<210> 32
<211> 363
<212> PRT

195

Xaa

Asn

Gln

Thr

Ile

275

Gly

Pro

Asp

Fhe

Leu

355

Ile

Gilu

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 32

Leu Ile Leu

1

Pro Tyr Thr

Phe Leu Gly

35

Pro Leu Val

50

Asn Leu Thr

65

Xaa

Gla

Phe

Fhe

260

Thr

Lys

Thr

Phe

Ala

340

Pro

Val

Sln

Ala
Lys

20
Gly

Tyr

Gly

Xaa

Ile

Leu

245

Asn

Leu

Pro

Leu

Val

325

Arg

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Ile

Glu

Pro

Gly

Tyr

Arg

230

Asn

Val

Leu

Ser

310

Tyr

Jer

Leu

Ala

Ser
380

Ala

Asp

Arg

Ala

Glu
70

ES 2 335345 T3

Ser

215

Ser

Lys

Val

Leu

Gly

295

Pro

Thr

Leu

Leu

Ala
375

Ile

Trp

Asp

Gly

55

Val

200

Phe

Ala

Trp

His

Phe

280

Arg

Thr

Val

His

Tyr

360

His

Leu
Asp
Tyr

40

Phe

Tyr

Iie Leu

Tyr Phe

Thr Val
250

Phe His
265

Ile Leu

Phe Val

Asn Ile

Met Ala

330

Tyr Gln
345

Lys Ala

Gla Tyr

Val Ala
10

Ala Tyr
25
Gly Asn

Leu Tyr

Pro Ala

31

Pro

Arg

235

Asn

Gln

Lys

Leu

Ile

315

Thr

Phe

Arg

Cys

Leu

Met

Leu

Val

Gln
75

Leu

22¢

Gln

Trp

Leu

Phe

Asp

300

Asn

Thr

Leu

Leu

Trp
380

Ile

Ser

Lys

Tyr

60

Ile

205
His

Ala

Arg

Leu

Leu

288

Ile

Asp

Asn

Ser

Asn

365

Leu

Ile
Gln
Gly

45

Ser

Leu

Tyr Asp

FPhe Asp

Fhe Leu
255

Phe Ala
270

Ser Pro

Phe Lys

Pro Glu

Leu Ile
335

Trp Tyr
350

Phe Ile

Val Phe

ARla Tyr
15

Val Ser
30
Asp Thr

Ala Val

Phe Gly

Asp

Phe

2490

Ser

Leu

Lys

Phe

Arg

320

Gly

Ala

Ala

Pro

Val

Gly

Gin

Val
BO
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Leu Tyr

Asp Val

Ile His

Thr Leu
130

Leu Gly
145

Leu Leu

Ile Ile

Leu Val

Asn Ala
210

Phe Lys
225

Cys Leu

Lys Trp

His Phe

&la Ser

280

Gly Asn
305

Tyr Ser

Phe Pro

Trp Asn

<210> 33
<211> 428
<212> ADN

Ile

Val

Ser

115

Leu

Met

Tyr

Gly

Gly

185

FPhe

Phe

Leu

Cys

Phe

275

Arg

Phe

Trp

Thr

Val
355

<213> Kluyveromyces lactis

Val

Pro

100

Ile

His

Leu

Ala

Val

180

Leu

Asp

Val

Ile

Lys

260

Leu

Ile

Ile

Tyr

Trp

340

Tyr

Asn

85
Trp
Phe
Ala
Yal
Pro
165
Val
Pro
Leu
Fro
Ala
245
Hisg
Thr
Iie
Gly
Fhe
325

Leu

Pro

ES 2 335345 T3

Leu Gly Tle

Trp

Val

Ser

Phe

150

Thr

Ser

Phe

Glu

230

His

Glu

Leu

Thr

Ile

316

Tyr

Arg

Ser

Ala

Leu

Met

135

Ser

Lgu

Ala

Leu

Arg

215

Arg

Leu

Gly

Pro

Lys

295

Val

Ser

Leu

Thr

Leu

Arg

129

Bla

Gly

Leu

Leu

Ile

200

Val

val

Phe

Gly

Ser

280

Glu

Phe

Leu

Ile

Pro
360

Val

Ser

105

Leu

Leu

Ala

Leu

Ala

185

Thr

Phe

Phe

Leu

Ile

265

Ser

His

Ala

Pro

Met

345

Ser

32

Leu

90

Leu

Phe

Phe

Val

Leu

176G

Gly

Tyr

Ile

Val

Leu

250

Ile

Leu

Val

Arg

Tyr

330

Phe

Ser

Ile

Leu

Asn

Leu

Ser

155

Leu

Ala

Pro

His

Ser

235

Val

Gly

Ser

Val

Ser

315

Leu

Leu

Ser

Ile

Cys

Asp

Tyr

140

Val

Leu

Ala

Val

Phe

220

Lys

Ala

Phe

Phe

Thr

300

Leuv

Leu

Gly

Tyr

Leu

Cys

125

Arg

Lys

Lys

Leu

Ser

205

Trp

Giu

Fhe

Met

Ser

285

Ala

Eis

Trp

Ile

Val

Ser

110

Fhe

Lys

Met

Ala

Ala

196

Tyr

Ser

Phe

Ala

Arg

270

Asp

Met

Tyr

Arg

Glu
350

Lys

g5
Lys
Ala
Trp
Asn
Met
175
Gln
Ile
Val
Ala
Asn
255
3er
Val
Phe
Gln
Thr

335

Leuy

Thr

Arg

Met

His

Val

180

Asn

Ile

Ala

Asn

Val

240

Tyr

Arg

Ser

Val

Phe

320

Pro

Cys
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<400> 33

tttgtttaca
aaagetaace
gaacaaatlyg
ttacactacc
aatgttccgt
tatcecgeeaa
ctgtattctt

agctgatace
ttttacatee
catacatttt
aattcctatce
atccgctatg
acgctactge
aagaggacce

aagctgaqg

<210> 34

<211> 142

<212> PRT

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 34

Phe Val Tyr Lys Leu

Leu Lys Ile Gly

20

Lys

Phe Ala Met

35

Ser Arqg

Thr Ile

50

Val Asn Tyr

Phe
65

Leu Ser Trp Tyr

Pro
85

Asn Val Pro Tyr

Ser
100

Cys Trp Asn Tyr

Ala Asn Thr

115

Cys Tyr

Arg' Val val

130

Thr Lys

<210> 35
<211> 118
<212> PRT

<213> Kluyveromyces lactis

ES 2 335345 T3

aacgaacatg
trttacegat
acttgttace
ttggtaccat
tgtgetatgg
atcecacacty
gcaaactcga

Ile Pro

Ala

Asn

Val Asn

Thr

Leu

Ala

aatacaccgg
gctgtattea
aattacattg
tagacgttac
tacctaacac
ctacacgegt
aaagtggtga

Met
10

Asn

Leu His

25

Glu Gin

49

Val
55

Gly

His
70

Trp
Leu Cys
Pro

Fro

Cys Tyr

Leu

Thr

Val

Asn

Trp

Phe Ala

Leu Pro

Leu Trp

80

Ala
105

Thr

Leu Tyr

120

Ile Thr

135

Lys

Gln His

33

Asn

Pro

Ile

Arg

Val

75

Tvr

Ala

Ser

Thr

caggtttact
gtgegatgag
gagtactatt
cagtactatt
atgagtggtyg
gtaacacats
taacgaaaca

Thr Pro

Phe Thr

Ala Tyr

45
Ser Leu
60

Leu Leu

Leu Thr

Ser Thr

Glx Glu

125

Arg
140

Lys

gaagattgge
agtaaacgea
tgctcgatca
gaattgggee
ctggaacage
ctgttattagg
acacacgaga

BRla Gly Leu

i5
Ala

Asp Val

30
Leu

Iie Leu

Bis Tyr Gin

Ala
80

Asn Trp

Glu
95

His Trp

Leu Leu His

110

Asp Pro Gln

Leu

60

120
180
240
300
360
420
428
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ES 2335345 T3
<400> 35

Ala Asn Leu Leu His Pro Phe Thr Asp Ala Val Phe Ser Ala
1 5 10

Val Asn Ala Glu Gln Ile ARla Tyr Ile Leu Leu Val Thr Asn
20 25 3C

Gly Val lLeu Phe Ala Arg Ser Leu His Tyr Gln Phe Leu Ser
35 40 45

Met Arg
15

Tyr 1le

Trp Tyr

His Trp Thr Leu Pro Val Leu Leu Asn Trp Ala Asn Val Pro Tyr Pro

50 55 60

Leu Cys Val Leu Trp Tyr Leu Thr His Glu Trp Cys Trp Asn Ser Tyr

65 G 75

80

Prc Fro Asn Ala Thr Bla Ser Thr Leu Leu His Ala Cys Asn Thr Tyr

85 el

85

Cys Tyr Trp Leu Tyr Ser Glu Asp Pro Gln Thr Arg Lys Val Val Ile
100 105 110

Thr Lys Gin His Thr Arg
115

<210> 36
<211> 117
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 36
Ser Ser Leu Cys His Pro Leu Arg Lys Asn Ala Val Leu Asn
Pro Ala Lys Thr Ile Pro Phe Val Leu Ile Ala Ser Asn Phe

20 25 30

Val Leu Phe Ser Arg Ser Leu His Tyr Gln Phe Leu Ser Trp
35 40 45

Trp Thr Leu Pro Ile Leu lle Phe Trp Ser Gly Met Pro FPhe
50 55 60

Gly Pro Ile Trp Tyr Val Leu His Glu Trp Cys Trp Asn Ser
65 70 75

Pro Asn Ser Gln Ala Ser Thr Leu Lsu Leu Ala Leu Asn Thr
85 80

Leu Leu Leu Leu Ala Leu Thr Gln Leu Ser Gly Ser Val Ala
100 i05 110

Lys Ser His Leu Arg
118

34

Ala Asn
15

Tle Gly

Tyr His

Fhe Val

Tyr Pro
80

Val Leu
95

Leu Ala
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<210> 37
<211> 103
<212> PRT

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 37

<210> 38
<211> 106
<212> PRT

Phe

Ala

Ser

Leu

Leu

65

Ser

Glu

Thr

Tyr

Leu

Leu
50
Thr

Thr

Asp

Asp Ala
Tle Leu
20

His Tyr

35

&sn Trp

His Glu

Leu Leu

Pro Gin
100

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 38

Phe

Thr

Leu

Lew

Gly

65

Gly

Ala

Ser

Ala

His

Tre

50

Ile

Leu

Pro

Asp Val

Met Phe
206

Tyr Gln
35

Arg Thr

Glu Leu

Leu Leu

Ser Val
100

Val

Leu

Gln

Ala

Trp

His

85

Thr

Ser

Val

Phe

Pro

Cys

Cys

85

Asp

Phe

Yal

Phe

Asn
Cys
70

Ala

Arg

Ala

Gly

Tyr

Phe

Trp

70

Leu

Pro

ES 2 335345 T3

Ser Ala

Thr Asn

Leu Ser

40

Val Pro
55

Trp Asn

Cys Asn

Lys

Ser Arg

Asn Phe

Ser Trp
40

Pro Thr
55
Asn Val

His Leu

Tyr Gln

Met
Ty
25

Trp

Tyr

Ser

Thr

Iie

Ile

25

Tyx

Trp

Tyx

ile

Leu
105

35

Arg Val Asn
10

Tle Gly Vval

Tyr His Trp

Pro Leu Cys
60

Tyr Pro Pro
758

Tyr Cys Tyr
g

Ile Thr Lys
i0

Gly Ile Val

Phe Tyr Ser

Leu Arg Leu
60

Pro Ser Thr
75

Ile Leu Val
30

Lys

Ala

Leu

Thr

45

Val

Asn

Trp

GElu

Phe

Leu

45

Ile

Pro

Gly

Glu

Phe

30

Leu

Leu

Ala

Leu

His

Ala

30

Pro

Met

Ser

Leu

Gln
15
Ala

Pro

Trp

Thr

Tyr
95

Val

i5

Arg

Tyr

Phe

Ser

Trp
95

Ile

Arg

Val

Tyr
Ala
80

Ser

Val

Ser

Leu

Leu

Ser

BG

Leu
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<210> 39

<211> 1968

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1965)

<400> 39

atg ccc gtg gag
Met Pro Val Gly
1

ggc ctg ggc agt
Gly Leu Gly Ser
20

ES 2 335345 T3

goge ctg ttg ceg cte
Ly Leu Leu Fro Leu
5

ggc ctg ggc ¢ug g9y
Gly Leu Gly Gly Gly
25

36

ttc
Phe
19

ctt
Leu

agt age oot ggg guc ggc
Ser Ser Pro Gly Gly Gly
15

ggc g4dc 949 agg aag gagy
Gly Gly Gly Arg Lys Gly
30

48

13
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tct
Ser

gtg
val

cect
Pro
65

gec

Ala

gag
Glu

9499
Gly

aac
Asn

ccyg
Pro

145

cag
Gln

gac
Asp

ace
Thr

tag
Trp

ata
Ile
225

gct
Ala

act
Thr

g9¢
Gly

tte
Phe
50

gac
Asp

ttg
Leu

gat
Asp

gac
Asp

cac
His
130

gag
Gla

gac
Asp

ttc
2he

ate
Ile

aat
Asn
210

tca
Ser

aca
Thr

gaa
Glu

cce
Pro

age
Ser

tee
Ser

cag
Gln

gcce
Ala

cct
Pro
115

gag
Glu

Gag
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

cgt
Arg
195

zat

Asn

aaa
Lys

ata
Ile

ttt
Phe

gct
Ala

gce
Ala

tec
Ser

ceq
Pro

gce
Ala
100

gga
Gly

cgg
Arg

atc
Ile

ctyg
Leu

cce
Pro
180

929
Glu

tat
Tyr

gaa
Glu

gta
val

caa
Gln
260

gcc
Rla

ttc
Phe

aag
Lys

ceqg
Pro
85

gag
Glu

gct
Ala

gct
Ala

caa
Gln

cyt
Arg
165

cece
Pro

aag
Lys

aaa
Lys

ggc
Gly

gat
Asp
245

gaa
Glu

ttc
Phe

atc
Ile

ctg
Leu
70

gcg
Ala

ggq
Gly

gga
Gly

cic
Leu

aga
Arg
150

gac
Asp

gtc
Val

agg
Arg

cge
Arg

cat
His
230

gcc
Ala

gct
Ala

ES 2 335345 T3

cge
Arg

acy
Thr
35

ctc
Leu

gag
Glu

aga
Arg

ctg
Leu

agg
Arg
135

gac
AsSp

aag
Lys

999
Gly

geca
Ala

tat
TYr
215

tca
Ser

ctg
Leu

aaa
Lys

ctec
Leu
40

cte
Leu

age
Ser

cac
His

gtc
Val

gaa
Glu
120

gaa
Glu

ettt
Ile

gat
Asp

gta
Val

aag
Lys
200

gcg
Ela

age
Ser

gat
Asp

tecg
Ser

ace
Thr

tgc
Cys

999
Gly

aag
Lys

g9
Arg
105

gac
Asp

gcc
Ala

ctg
Leu

ctyg
Leu

gsg
Glu
185

atce

Ile

tag
Trp

agt
Ser

acc
Thr

tgg
Trp
265

37

dgag
Glu

tte
Phe

gtc
Val

cce
Pro
90

cac
His

aac
Asn

aag
Lys

ctg
Leu

ttt
Phe
170

aac
Asn

aaa
Lys

ggc
Gly

bty

Leu

ctt
Leu
250

att
Ile

aag
Lys

9499
Gly

ctg
Leu
75

939
Gly

cge
Arg

tta
Leu

gag
Glu

gag
Glu
155

agyg
Arg

cgg
Arg

gag
Glu

ttg
Leu

tet
Phe
235

ttc
Phe

aaa
Lys

tte
Phe

gea
Ala
60

cte
Phe

ctc
Len

gag
Glu

gce
Ala

acc
Thr
140

aag
uys

gqg9¢c
Cly

gag
Glu

atg
Met

aac
Asn
220

ggc

Giy

att
Ile

saa
Lys

gtg
Val
45

atc
Ile

cac
His

g9g
Gly

gaa
Glu

agg
Arg
125

ctg
Leu

gaa
Glu

ttg
Leu

cee
Pro

atg
Met
205

gaa

Glu

aac
Asn

atg
Met

tat
Tyr

ctyg
Leu

ttc
Phe

tce
Ser

gcg
Ala

ggc
Gly
110

atc
Ile

cag
Gln

aag
Lys

cCe
Pro

gct
Ala
190

ace
Thr

ctg
Leu

ate
Ile

gg¢
Gly

tta
Leu
270

ctg
Leu

tte
Phe

aac
Asn

cgt
Arg
945

gcg
Ala

cgc
Arg

aag
Lys

gtg
Val

aag
Lys
175

gac
Asp

cat
His

aaa
Lys

aaa
Lys

atg
Met
255

gat
Asp

ctg
Leu

ctg
Leu

cct
Pro

80

gcg
Ala

cct
Pro

gaa
Gin

cty
Leun

gee
Rla
160

gtg
Val

gee
Ala

cct
Pro

gga
Gly
240

aag

Lys

ttt
Phe

144

192

240

288

336

384

432

480

528

624

672

720

768

Blé
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aas
Asn

ggt
Gly

aaq
Lys
305

ccee
Pro

cygy
Arg

gga
Gly

cca
Pro

ctg
Leu
385

gga
Gly

ttt
Phe

cte
Leu

cac
His

aag
Lys
465

gga
Gly

caa
Gln

gtg
val

gga
Gly
290

aaa
Lys

tct
Ser

aac
Asn

act
Thr

gtc
Val
370

gac
Asp

cag
Gln

tat
Tyr

gaa
Glu

ttg
Leu
450

aat
Asn
278

cte
Leu

gca
hla

gga
Gly

tgy
Trp

ctg
Leu
355

ttt
Phe

aaa
Lys

tgg
Trp

gaa
Glu

gce
Ala
438

atc

Ile

g9gc
Gly

atyg
Mat

tac
Tyr

gct
Ala

ctg
Leu

gtg
Val

ata
Ile

cCC
Pro
340

cat
His

gcc
Ala

cca
Pro

gg-
Gly

tat
Tyr
120

aag
Lys

cqge
Arg

ctc
Leu

cLe
Phe

ctt
Leu

500

gaa
Glu

tca
Ser

gaa
Glu

cco
Pro
325

tgg
Trp

tta
Leu

gaa
Glu

gaa
Giu

caa
Gln
405

ttg
Leu

aag
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

gca
Ala
185

gaa
Glu

gtt
Val

gece
Ala

ctt
Leu
310

tgg
Trp

gLe
Ala

gag
Glu

aag
Lys

gge
Gly
390

cat
His

ctt
Leu

atg
Met

tca
Ser

gaa
Glu
4130

ctt

Leu

ctc
Leu

ES 2 335345 T3

tct
Ser

tac
Tyr
295

999
Gly

gca
Ala

tct
Ser

tkc
Phe

gtt
Val
375

ctt
Leu

cat
His

aag
Lys

tat
Tyr

agt
Ser
455

cac

His

999
Gly

gga
Gly

gtt
Val
280

tat
Tyr

gta
val

ttg
Leu

gga
Gly

atg
Met
360

atg
Met

tat
Tyr

gtg
Val

geg
Ala

tte
Phe
4140

999
Gly

aag
Lys

gca
Ala

get
Ala

tEt
Phe

ttg
Leu

aaa
Lys

ctg
Leu

ggc
Gly
345

cac
His

aza
Lys

cct
Pro

teg
Ser

tgg
Trp
425

gat
Asp

gga
Gly

atg
Met

gat
Asp

gaa
Glu
505

38

gaa
Glu

tcc
Ser

ttg
Leu

z2at
Asn
330

agc
Ser

ttg
Leu

att
Ile

aac
Asn

gtt
Val
410

tta
Leu

gct
Ala

cta
Leu

ggc
Gly

gga
Gly
490

att
Ile

gte
Val

gga
Gly

cta
Leu

315

atg
Met

agt
Ser

tce
Ser

cga
Arg

tat
Tyr
395

gca
Gly

atg
Met

gtt
val

acy
Thr

cac
His
4175

gct
Ala

gce
Ala

aac
Asn

gag
Giu
300

cct
Pro

aaa
Lys

atc
Ile

cac
His

aca
Thr
380

ctg
Leu

gga
Gly

tct
Ser

cag
Gln

tac
Tyr
460

cryg
Leu

ccg
Pro

cge
Arg

éta
Ile
285

gag
Glu

gca
ala

agt
Ser

ctyg
Leu

tta
Leu
365

gtg
Val

aac
Asn

ctt
Leu

gac
Asp

goe
Ala
445

atc

Ile

acgqg
Thr

gaa
Glu

act
Thr

cgc
Arg

ata
Ile

ttt
Phe

999
Gly

gcc
Ala
350

tca
Ser

ttg
Leu

cee
Pro

gga
Gly

aag
Lys
130

atc
Ile

gca
Ala

tgc
Cys

gcc
Ala

tgt
Cys
510

tte
Phe

ttt
Phe

cat
His

atc
Ile
335

gaa
Glu

gga
Gly

aac
Asn

agt
Ser

gac
Asp
415

aca
Thr

gag
Glu

gag
Glu

Tttt
Phe

<99
Brg
495

cat
His

gte
val

cga
Arg

act
Thr
320

999
Gly

Lttt
Phe

gac
Asp

aaa
Lys

agt
Ser
400

age
Ser

gat
Asp

act
Thr

t39
Trp

gca
Ala
480

gce
Ala

gaa
Glu

B64

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1535



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tet
Ser

gat
Asp

ate
Ile
545

act
Thr

cta
Leu

gtt
Val

ctg
Leu

ctt
Leu
625

oot
Pro

<210> 40
<211> 655
<212> PRT

tat
Tyr

ggc¢
Gly
530

tta
lL.eu

cac
His

gaa
Glu

tac
Tyr

gca
Ahla
610

ctt

Leu

ata
Ile

aat
Asn
515

ggt
Gly

£gg
Arg

gac
Asp

agt
Ser

att
Ile
595

gag
Glu

cea
Pro

cte
Leu

<213> Mus musculus

<400> 40

Met,

Gly

Ser

Val

Pro

65

Ala

cgt
Arg

gtg
Val

ccc
Pro

cee
Pro

cac
His
580

goe
Ala

aca
Thr

cta
Leu

cgt
Ary

Pro Val

Leu Gly

Gly Pro

35

Phe Ser

50

Asp Ser

Leu Gln

aca
Thr

gaa
Glu

gag
Gla

aag
Lys
565
tgc
Cys

cgt
Arg

ctg
Leu

gaa
Giu

gaé
Glu
645

Gly
Ser

20
Ala
Ala

Ser

Pro

tat
Tyr

gct
Ala

gto
Val
550

tac

Tyr

aga
Arg

gag
Glu

aag
Lys

cac
His
630

cay
Gln

Gly

Gly

Ala

Phe

Lys

Pro

ES 2 335345 T3

gtg
Val

att
Ile
535
atc
Ile

agg
Arg

gtg
Val

agt
Ser

tat
Tyr
615

tgg
Trp

aag
Lys

Leu

Leu

Phe

Ile

Leu

70

Ala

aaq
Lys
520
gee
Ala

gag
Glu

acc
Thr

aac
Asn

tat
Tyr
600

ttg

Leu

atc
Ile

aag
Lys

Leu

Gly

Arg

Thr

55

Leu

Glu

Tty gga
Leu Gly

acg agg
Thr Arg

aca tac
Thr Tyr

tgg gee
Trp Ala

570
gga 4¢gc
Gly Gly
585
ga¢ gat
Asp Asp

fac ttg
Tyr Leu

tte aac
Phe Asn

gaa att
Glu Ile
650

Pro Leu

Gly Gly

25

Leu Thr
490

lLeu Cys

Ser Gly

His Lys

39

ceyg
Pro

caa
Gln

atg
Met
555

tag
Trp

tac
Tyr

gte
Val

ata
Ile

acc
Thr
635

gat
Asp

rhe

10

Leu

Glu

Phe

Val

Pro

gza
Glu

aat
Asn
54¢

tac
Tyr

gaa
Glu

tea
Ser

caqg
Gln

Tt
FPhe
620

gag
Glu

ggce
Gly

Ser

Gly

Lys

Gly

Leu

15

Gly

geg
Ala
525%
gaa
Glu

atg
Met

gec
2la

ggc
Gly

caa
Gln
605

tec

Ser

get
Ala

aza
Lys

Ser

Gly

Fhe

Ala

60

Phe

Leu

Tttt
Phe

aaq
Lys

tgg
Trp

atyg
Val

tta
Leu
590

agt

Ser

gat
Asp

cat
His

gag
Glu

Pro

Gly

val

45

Ile

His

Gly

cga
Arg

tat
Tyr

cga
Arg

gay
Glu
575

cgg
Arg

ttc
Phe

gat
Asp

cct
Pro

aaa
Lys
655

Gly

Arg

30

Leu

Phe

Ser

Ala

tte
Phe

tac
Tyrx

ctg
Len
560

gct
Ala

gat
Asp

ttc
Phe

gac
Asp

tte
Phe
640

tga

Gly

15

Lys

Leu

Phe

Asn

Arg

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

Gly

Gly

Leu

Leu

Pro

80

Ala



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Glu

Gly

Asn

Pro

145

Gln

bsp

Thr

Trp

Ile

225

Ala

Thr

Asn

Gly

Lys
305

Pro

Leu
385

Gly

His
130
Glu
Asp
Phe
Ile
aAsn
210

Ser

Thr

Val
Gly
290
Lys
Ser
Asn
Thr
Val
370

Asp

Gln

Ala

i Pro

115

Glu

Glu

Gln

Leu

Arg

195

Asn

Lys

Ile

Phe

Asn

273

Leu

Ala

Gly

Leu
355
Fhe

Lys

Trp

Ala

100

Arg

Ile

Leun

Pro

180

Glu

Tyr

Glu

Val

Gln

260

Ala

Leu

Val

Pro
340
His
Ala

Pro

Gly

85

Glu

Ala

Ala

Gln

Arg

165

Pro

Lys

Lys

Gly

Asp

245

Glu

Glu

Ser

Glu

Pro

325

Trp

Leu

Glu

Glu

Gln

ES 2 335345 T3

Arg

150

Asp

Val

Arg

Arg

His

230

Ala

Ala

Val

Ala

Leu

310

Trp

Ala

Glu

Lys

Gly

3%0

His

Rxg

Leu

Arg

135

Bsp

Ala

Tyr

215

Ser

Leu

Lys

Ser

Tyr

295

Gly

Ala

Ser

Phe

Val

375

Leu

His

val

Glu

126G

Glu

ile

Asp

Val

Lys

200

Bla

Ser

Asp

Ser

Val

280

Tyr

val

Leu

Gly

Met

360

Met

Tyr

Val

Arg

105

Asp

Ala

Leu

Leu

Glu

185

Ile

Thr

Trp

265

Phe

Leu

Lys

Leu

Gly

345

His

Lys

Pro

Ser

40

90

His

Asn

Lys

Leu

Phe

170

Asn

Lys

Cly

L,eu

Leu

250

Ile

Glu

Ser

Len

Ile

val

Arg

Leu

Glu

Glu

155

Arg

Arg

Glu

Leu

Phe

235

Phe

Lys

val

Gly

Leau

315

Met

Ser

Arg

Tyr
395

Gly

Ala

Thr

140

Lys

Gly

Glu

Met

Asn

220

Gly

Lys

Asn

Glu

300

Pro

Lys

Ile

His

Thr

380

Leu

Gly

Glu

Arg

125

Leu

Glu

Leu

Pro

Met

205

Glu

Asn

Met

Tyr

Ile

285

Glu

Ala

Ser

Leu

Leu

365

Val

Asn

Leu

Gly
110
Ile
Gln
Lys
Pro
Ala
190
Thr
Leu
Ile
Gly
Leu
270
Arg
Ile
Phe
Gly
Ala
350
Ser
Leun

Pro

Gly

95

Rla

Arg

Lys

Val

Lys

175

Asp

His

Lys

Mel
255
Asp
Phe
Phe
His
Ile

335

Glu

Ser

hsp

Proc

Leu

Ala

160

Val

&la

Ala

Pro

Val

Rrg

Thr

320

Gly

Phe

Asp

Lys

Ser

400

Ser



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 41
<211>4
<212> PRT

Phe

Leu

His

Lys

465

Gly

Gln

Ser

Asp

Ile

545

Thr

Leu

Val

Leu

Lewu

625

Pro

Tyr

Glu

Leu

450

Gly

Giy

His

Tyr

Gly

530

Leu

His

Glu

Tyr

Ala
610

Iﬁseu‘

Ile

Glu

Ala

435

Ile

Gly

Met

Tyr

Asn

515

Gly

Arg

Asp

Jer

ile

595

Glu

Pro

Len

<213> Secuencia Artificial

<220>

Tyr

420

Lys

Arg

Leu

Phe

Leu

500

Arg

Val

Pro

Pro

His

580

Ala

Thr

Leu

Arg

405

Leu

Lys

Lys

Leu

Ala

485

Glu

Thr

Glu

Glu

Lys

565

Cys

Arg

Leu

Glu

Glu
645

Leu

Metl

Ser

Glu

470

Leu

Leu

Tyr

Ala

Val

550

Tyr

Arg

Glu

Lys

His

630

Gln

ES 2 335345 T3

Lys

Tyr

Ser

455

His

Gly

Gly

Val

Tlie

535

Tle

Arg

Val

Ser

Tyr

615

Trp

Lys

Ala

Fhe

440

Gly

Lys

Ala

Ala

Lys

520

Ala

Glu

Thr

Asn

Tvyr

600

Leu

Ile

Lys

Trp

425

Asp

Gly

Met

Asp

Glu

505

Leu

Thr

Thr

Try

Gly

585

Asp

Tyr

Phe

Glu

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: péptido sintético

<400> 41

His Asp Glu Leu

1

41

410

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

450

Ile

Gly

Arg

Tyr

Ala

570

Gly

Asp

Leu

Asn

Ile
650

Met

val

Thr

His

475

Ala

Ala

Pro

Gln

Met

555

Trp

Tyr

Val

Ile

Thr

635

Bsp

Ser

Gln

Tyr

460

Leu

Pro

Arg

Glu

Asn

5490

Tyr

Glu

Ser

Gln

Phe

620

Glu

Gly

Asp

Ala

445

Ile

Thr

Glu

Thy

Ala

525

Glu

Met

Ala

Gly

Gln

605

Ser

Ala

Lys

Lys
430
Ile
Ala
Cys
Ala
Cys
51¢
Phe
Lys
Trp
Yal
Lea
589
Ser
Asg
His

Glu

415

Thr

Glu

Glu

Phe

Ary

495

His

Arg

Tyr

Arg

Glu

575

Arg

Fhe

Asp

Pro

Lys
655

Asp

Thr

Trp

Ala

480

Ala

Glu

Phe

Tyr

Leu

560

Ala

Asp

Phie

Asp

Phe
640
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ES 2 335345 T3

<210> 42

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: péptido sintético

<400> 42

Lys Asp Glu Leu
1

<210> 43

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 43
tectggegeg ccttcecgag agaactggece teecte

<210> 44

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 44

ccgaggegeg ccacagagga actgeacegg gtg

<210> 45
<211> 1617
<212> ADN

<213> Mus musculus

40

36

33
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<400> 45

atgaagatga
tecttectge
ctcageoecta
agtccggage
ctecagecac
ccggaggaca
ggtaccagga
gagggctoct
gagcegeetgg
tggcacggge
gaacgcctygg

gacgctacaa
acttctttas
acctegtate
cgggtggecc
tgtcoccecgay
ccacggagta
tgetggagaa
cageecgggg
gcagecgggy
cecagttgegy
tacccaggga

gagttegace
gtctgtgaat
ctgaccaatg
ttccecacetg
acccaggatyg
gatgcggacyg
acagagceect
ggcacactyg
gatggeatce
gaccgeaccy
tggecattget
aatggcgact
agcttgatcce
ceeagtgage
ttgcetyggaaa
ggctcagatg

<210> 46
<211> 536
<212> PRT

<213> Mus musculus

tgetggatat
ctaatttcac
gcaccttega
gtggecegtea
gegtoetecog
agatccctge
tegectteca
aggtggtgte
gcectgegecg
gecacatect
coctggtgett
teceoccgety
geactggggg
acatgtatge
atceoctacey
gaaggceecatc

ES 2 335345 T3

gctettteto
gaccttatcc
cagcettettc
cgacctattg
caaggecaca
ttttgtgcge
accttogeca
acctgetegyg
cactaggcege
ggtgcecacy
ggtaccgagg

gegettecat
cgecotacggg
gtacatecge
ggacggctgg
cctgcgceaac
gegtgatggt
catgeggaag
aggctgcacc
ccogeceagtac
agtgcagtgg
cacacccgay
gggrgactat
atggttegac
tcctaaatac
ggageccaag
tgctgteagg

atgttctgta
tatgtcacct
tggaacaaty
cggacaccce
gaggaactge
accaaagctyg
gggcggacayg
aggeccatga
aagtgggtty
gtggtgcagt
cgggttatcea

tggctggcct
tccocgagaga
cecectgtcac
tctactccca
accgggtyga
gtggtgigty
aggagaagcece
ggcacgtgtt
agtgtgtgtg
attccaacct
acgecatcas

gtgectceata
actggectee
tccecaggece
ctctceectyg
cttegtgityg
cttcaaacca
cgaagtgict
gagtacgcgy
cetgecagygc
gcccaccaayg
catcaaccac

gagctygggay
gagcctegge
cacaaggtge
attgcggatg
ctygegygeecy
gtgctgttce
tooctgtatyg
atggacatgc
tacaccatge
tcteteggea
ggcatctact
gaggacaaga
ggaacgcage
ctgctcaaga
agcactgtag
ggcaagttgg

43

atgttgtgga
cgeteaagtt
tctatgtett
actacctgeg
atgacgtctt
tcaaactcta
gtttcttetyg
tgcaggeegt
ccaacttceg
gececectgea
ttasactecgt
gggacctcaa
aggagtaccce
actatgacca
agygtggycy
atacagtgga

cgeettegty
cocgagagatyg
cctggaccat
caccttccte
tatcatcgac
cgatggctgg
gaagcageeg
gtatgggctg
geagtatgag
cttcgeggge
gtcagecoeag
ttacateccge
tectgeggac
gttcegetac
ccagaaccay

gggctag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15606
1617
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<400> 46

Met

Leu

Pro

' Trp

Pro

65
Fro
Val
Gly
Gly
Gly
145

Leun

Pro

Arg

Ile

Arg

Asn

50

Asp

Leu

Ley

Val

Arg

130

Pro

Gly

Gly

Arg

Ser

Glu

35

Asn

Leu

Ser

Pro

Cys

115

Thr

Ala

Ser

Trp

Tyr

Phe

20

Leu

Ala

Leu

Pro

Glu

100

Phe

Glu

Arg

Arg

His
180

Lys

Leu

Ala

Pro

Arg

Ser

85

Asp

Lys

Glu

Arg

Giy

16k

Gly

Leu

His

Ser

Val

Thr

70

Lys

Thr

Pro

Lys

Pro

150

Thr

Pro

ES 2 335345 T3

Phe

FPhe

Leu

Thr

55

Pro

Ala

Thr

Gly

Thr

135

Met

Arg

Ser

Leuy Met

Phe Lys
25

Ser Pro
40

Pro Gln

Leu Tyx

Thr Glu

Glu Tyr

105

Thr Arg
120

Glu val
Arg His

Arg Lys

Cys Gly
185

44

Phe

10

Thr

Asn

Ala

Ser

Glu

90

Phe

Met

Ser

Val

Trp

170

val

Cys

Leu

Leu

Ser

His

75

Leu

vVal

Leu

Glu

Leu

155

Val

Pro

Met

Ser

Ile

Pro

60

Ser

His

Arg

Glu

Gly

140

Ser

Glu

Thr

Ala

Tyr

Ser

45

Glu

Pro

Arg

Thr

Lys

125

Ser

Ser

Cys

Val

Gly

Val

30

Ser

Pro

Leu

Val

Lys

110

Fro

Ser

Arg

Val

Val
180

Leu

15

Thr

Phe

Gly

Leu

Asp

95

Ala

Ser

Ala

Glu

Cys

175

Gln

Cys

Phe

Fhe

Asp

Gln

80

Phe

Gly

Pro

Arg

Arg

160

Leu

Tyr
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<210> 47
<211> 21

Ser

Arg

Val

225

Asp

Glu

Tyr

Ile

Arg

305

Asp

Gly

Phe

Met

Arg

385

Thr

Ala

Lys

Glu

Gly

465

Glu

Arg

Gly

Asn

Val

210

Arg

Ser

Met

val

Ala

290

Leu

Glu

Trp

Phe

Asp

370

Arg

Gly

Gly

Leu

Asp

450

Trp

His

Tyr

Gly

r Lys

530

Leu

195

Ile

Phe

Asn

Leu

Phe

275

Asp

Arg

Ile

Thr

Trp

355

Met

Gln

His

Trp

Val
435

Lys

Phe

Mel

Leu

Arg
515

Leu

Pro Thr
Asn Ala
His Glu
Phe Thr

245

Thr Asn
260

Leu Asp
Asp Tyr
Asn Leu

Pro Ala
325

Glu Pro
340

Lys Gln
Leu Gin
Tyr Tyr

Ile Leu
405

His Cys
420

Ser Ala
Arg Asp
Asp Gly

Tyr Ala
485

Leu Glu
500
Gln Asn

Asp Thr

ES 2 335345 T3

Lys
Ile
Leu
230
Ala
Gly
His
Leu
Arg
310
Arg
Phe
Pro
Ala
Thr
390
Val
Ser
Gln
Leu
Thr
470

Pro

Asn

Gln

Ala G

Glu

Asn

215

Gly

Tyr

Thr

Phe

Arg

295

Pro

Asp

Ala

Gly

Val

375

Met

Gln

Trp

Asn

Asn

455

Gln

Lys

Arg Leu Val Pro

200

Ile Asn

Bsp Val

Gly Glu

Phe Glu
265

Pro Pro
280

Thr Phe

Asp Asp

Gly Val

Phe His

345

Thr Leu
360

Tyr Gly

Pro Asn

Trp Ser

Cys Phe
425

Gly Asp
140

Tyr Zle

Gln Glu

Tyr Leu

Tyr Arg

505
Ser Asp
520

Gly

45

Kis

Val

Pro

250

Tyr

Gly

Leu

Val

Leu

330

Met

Glu

Leu

Phe

Leu

410

Thr

Phe

arg

Tyr

Leu

490

Glu

Gly

Glu

Asp

235

Arg

Ile

Gly

Thr

Phe

315

Phe

Arg

val

Asp

Arg

355

Gly

Pro

Pro

Ser

Pro

475

LYS

2ro

Arg

Arg

Fhe

220

Ala

Pro

Arg

Arg

Gln

300

Ile

Leu

Lys

Val

Gly

380

Gln

Ser

Glu

Arg

Leu

460

Pro

Asn

Lys

Ser

Glu

205

Asp

Phe

Leu

His

Gln

285

Asp

Ile

Lys

Ser

Ser

365

Ile

Tyr

Pro

Gly

Trp

445

Ile

Ala

Tyr

Ser

Ser
525

Val

Leu

Val

Lys

Lys

270

Asp

Gly

Asp

Leu

Leu

350

Gly

Arg

Glu

Leu

Ile

430

Gly

Arg

Asp

Asp

Thr
510

Ala

Pro

Leu

Val

Phe

255

Val

Gly

Val

Asp

Tyr

335

Tyx

Cys

Leu

Asn

His

415

Tyr

Asp

Thr

Pro

Gln

495

Val

Val

Arg

Asp

Cys

240

Arg

Leu

Trp

Ser

Ala

320

Asp

Gly

Thr

Arg

Arg

400

Phe

Phe

Tyr

Gly

Ser

48¢

Phe

Glu

Arg
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ES 2 335345 T3

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 47
actgccatct gecttegeca t

<210> 48

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 48
gtaatacgac tcactatagg gc

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 49
aattaaccct cactaaaggg

<210> 50

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 50
accgaggcgce gecatcaacg ccatcaacat caaccac

<210> 51

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

46

21

22

20

37
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ES 2 335345 T3

<400> 51
aattaattaa ccctagccct ccgetgtate caacttg

<210> 52

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 52

atgecccgtgg gggecctgtt gecgetctte agtage

<210> 53

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 53
tcatttctct ttgecatcaa tttecttett ctgttcacgg

<210> 54

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 54
ggcgegecga ctectccaag ctgetcageg gggtectgtt ccac

<210> 55

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 55
ccttaattaa tcatttctct ttgccatcaa tttecttett ctgttcacgg

<210> 56
<211> 51
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 56
ggcgageteg geetaccegg ccaaggcetga gatcatttgt ccagettcag a

<210> 57

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 57
geecacgtcg acggatecgt ttaaacatcg attggagagg ctgacaccge tacta

<210> 58

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 58
cgggatccac tagtatttaa atcatatgtg cgagtgtaca actcttccca catgg

<210> 59

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 59
ggacgcegteg acggectace cggecgtacg aggaatttct cggatgactc tttte

<210> 60

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético
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<400> 60
cgggatccct cgagagatct tttttgtaga aatgtettgg tgect

<210> 61

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 61
ggacatgcat gecactagtge ggeccgcocacg tgatagttgt tcaattgatt gaaataggga 60
caa 63

<210> 62

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 62
ccttgetage ttaattaacc geggeacgte cgacggeggce ccacgggtec ca

<210> 63

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 63

ggacatgeat goggatccct taagagcocgg cagettgeaa attaaageet tegagegtec 60
c 61
<210> 64
<211> 61
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 64
gaaccacgtc gacggccatt goggccaaaa ccttitttee tattcasace caaggeattg 60
o 61
<210> 65
<211>43
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 65
ctccaatact agtcgaagat tatcttctac ggtgectgga cte

<210> 66

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 66
tggaaggttt aaacaaagct agagtaaaat agatatagcg agattagaga atg

<210> 67

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 67
aagaattcgg ctggaaggcc ttgtaccttg atgtagttce cgttttcatc

<210> 68

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 68
gcccaagecg gecttaaggg atctcetgat gactgactca ctgataataa aaatacgg

<210> 69

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético
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<400> 69
gggegegtat ttaaatacta gtggatctat cgaatctaaa tgtaagttaa aatctctaa

<210> 170

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 70
ggccgectge agatttaaat gaattcggeg cgecttaat

<210> 171

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 71
taaggcgegce cgaatlcatt taaatctgea ggge

<210> 72

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 72
tggcaggcgce gecteagtea gegetcteg

<210> 73

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 73
aggttaatta agtgctaatt ccagctagg

<210> 74
<211>26
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 74
ccagaagaat tcaattytgy cartgg

<210> 175

<211>125

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 75
cagtgaaaat acctggnccn gtcca

<210> 76

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 76
tgccatcttt taggtccagg cccgtte

<210> 177

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 77
gatcccacga cgeatcgtat ttctttc

<210> 78

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético
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<400> 78
ggtgttttgt titctagatc tttgcaytay cartt

<210> 179

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 79
agaatttggt gggtaagaat tccarcacca ytcrtg

<210> 80

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledétido sintético

<400> 80
cctaagctgg tatgegttct ctttgecata te

<210> 81

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucledtido sintético

<400> 81
gcggcataaa caataataga tgctataaag

<210> 82

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 82
ccacatcatc cgtgctacat atag

<210> 83
<211> 44
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 83
acgaggcaag ctaaacagat ctcgaagtat cgagggttat ccag

<210> 84

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 84
ccatccagtg tcgaaaacga gccaatggtt catgtctata aatc

<210> 85

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 85
agcctcageg ccaacaagceg atgg

<210> 86

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 86
ctggataacc ctcgatactt cgagatctgt ttagettgece tcgt

<210> 87

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético
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<400> 87
gatttataga catgaaccat tggctcgttt tcgacactgg atgg

<210> 88

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 88
atcctttacc gatgctgtat

<210> 89

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 89
ataacagtat gtgttacacg cgtgtag

<210> 90

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 90
ttcctcactg cagtettcta taact

<210>91

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 91
tggagaccat gaggttccge atctac

<210> 92
<211> 35
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 92
ttggcgegece teectagtgt accagttgaa ctttg

<210>93

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 93
gattaattaa ctcactgcag tcttctataa ct

<210> 94

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 94
tcetggegeg cettccegag agaactggece teecte

<210> 95

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: cebador sintético

<400> 95

aattaattaa ccctagccct ccgetgtatc caacttg
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