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DESCRIPCION
Células de fucosilacion deficiente
Campo

La invenciéon se refiere a una enzima de mamiferos modificada en la ruta de fucosilacién, donde las células
portadoras de la enzima de mamiferos modificada exhiben una capacidad reducida para fucosilar una proteina y a
células que comprenden una modificacion genética que tiene como resultado una capacidad reducida para fucosilar
una proteina. La invencion incluye una linea de células de mamifero (p. €j., lineas CHO) que expresa proteinas,
incluidos anticuerpos, con una fucosilacion reducida en comparacion con las lineas celulares salvajes. La invencion
también se refiere a un control condicional de la fucosilacién de proteinas.

Antecedentes

En la técnica se conocen lineas celulares que son incapaces de fucosilar proteinas. Se conocen numerosos
mutantes de pérdida de funcidon que son incapaces de fucosilar proteinas, quiza las mas importantes determinadas
mutantes de células de ovario de hamster chino (CHO) seleccionadas por la resistencia a determinadas lecitinas.
Dichas lineas celulares se aislan mediante seleccién repetida de la incapacidad para unirse a una lectina
concentrada, por ejemplo la lectina Lens culinaris, en presencia de un mutageno. Se conocen otras lineas celulares
supuestamente incapaces de fucosilar proteinas, por ejemplo anticuerpos, véase, por ejemplo, la patente de EE.UU.
7.425.466 y la patente de EE.UU. 7.214.775 (a1, 6-fucosiltransferasa, es decir la mutante FUT8). El documento EP-
A1-1.331.266 (Kyowa Hakko Kogyo KK) se refiere a células productoras de composiciones de anticuerpos. Sigue
existiendo la necesidad en la técnica de lineas celulares con menor capacidad para fucosilar proteinas, en particular
de células con menor capacidad de fucosilacion en ausencia de un defectivo y de células que fucosilan de forma
condicional proteinas.

Resumen

La proteina GDP-4-ceto-6-desoxi-manosa-3,5-epimerasa-4-reductasa (FX) modificada usada comprende una
modificacion 289S y es al menos un 90 % idéntica a la SEC ID N° 1. En una realizacion, la proteina FX comprende
una modificaciéon 289S y al menos una modificacion seleccionada del grupo que consiste en 79S, 90K, 136L, 211R,
y una combinacioén de los mismos.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina
FX, donde la proteina FX comprende una serina en la posiciéon 289 y donde la proteina FX es al menos un 90 %
idéntica a la SEC ID N° 1. En una realizacion especifica, el acido nucleico es a.C. En una realizacion, se proporciona
un vector de expresion o un vector dirigido que comprende el acido nucleico. En una realizacién, el acido nucleico
del vector dirigido comprende un intrén. En una realizacion, el acido nucleico del vector dirigido comprende un ADNc
que codifica la proteina FX modificada. En una realizacién especifica, el vector dirigido comprende una secuencia
dirigida que dirige al vector hacia un locus en un genoma humano, de primate no humano, de hamster, de raton o de
rata.

En un aspecto, se proporciona una célula que es capaz de fucosilar una glicoproteina, donde la célula comprende un
gen de la GDP-4-ceto-6-desoxi-manosa-3,5-epimerasa-4-reductasa (FX) modificada que tiene una modificacion que
codifica una proteina FX que es al menos un 90 % idéntica a la SEC ID N° 1 y que comprende una serina en la
posicion 289, y donde no mas del 10 % de la glicoproteina estd fucosilada cuando la célula se cultiva a una
temperatura de 37 °C en ausencia de una fuente de fucosa externa. En una realizacion, la célula no expresa o no
expresa sustancialmente una proteina FC salvaje. En una realizacion especifica, la célula exhibe no mas del 10 %,
no mas del 5 %, no mas del 2 % o no mas del 1 % de la proteina FX salvaje en comparaciéon con una célula que
carece de la modificacion.

En una realizacion, la célula que comprende la proteina FX modificada o el acido nucleico expresa una glicoproteina
que contiene Fc, donde la célula fucosila no mas del 90 %, no mas del 95 %, no mas del 96 %, no mas del 97 %, no
mas del 98 % o no mas del 99 % de la glicoproteina en comparacién con una célula que carece de la modificacion.

En un aspecto, la célula proporcionada comprende una modificacién en un acido nucleico que codifica una proteina
FX o que expresa una proteina FX con una modificacién, donde la célula carece o carece sustancialmente de la
capacidad para fucosilar una glicoproteina a una primera temperatura, pero no carece o no carece sustancialmente
de la capacidad para fucosilar la glicoproteina a una segunda temperatura.

En una realizacién, la primera temperatura es de aproximadamente 37 °C. En una realizacién, la segunda
temperatura es de aproximadamente 34 °C.

En una realizacion, la capacidad para fucosilar la glicoproteina a la primera temperatura es de aproximadamente 1
% a aproximadamente 10 % de la capacidad para fucosilar la glicoproteina exhibida por una célula que carece de la
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modificacion. En una realizacion, la capacidad para fucosilar la glicoproteina a la segunda temperatura es de
aproximadamente 70 %, 80 %, 90 % o mas en comparacion con la capacidad para fucosilar la glicoproteina por una
célula que carece de la modificacion.

La modificacion de la proteina FX usada comprende una sustitucion de aminoacido que es 289S y que puede
proporcionarse en combinacion con cualquiera de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 90K, 211R, 136L,
79S.

En una realizacion, la proteina FX procede de un primate no humano (p. €j., Macaca mulatta), un ser humano, un
ratéon (p. ej., Mus musculus), una rata (p. ej., Rattus norvegicus) o un hamster (p. ej., hamster chino o Cricetulus
griseus). En una realizacion especifica, la proteina FX comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1,
SEC ID N° 3, SECID N° 4, SECID N° 5 o0 SEC ID N° 6, y porta una o mas modificaciones (p. €j., sustituciones de
aminoacidos) como se describe en el presente documento. La proteina FX tiene una identidad de secuencia de al
menos un 90 % con la SEC ID N° 1.

El acido nucleico codifica una proteina FX que es al menos un 90 % o al menos un 95 % idéntica a la secuencia de
la SEC ID N° 1 y comprende 289S y también puede comprender uno o mas de los siguientes aminoacidos en una o
mas de las siguientes posiciones: 79S, 90K, 136L, 211R y 289S, los siguientes aminoacidos en una o mas de las
posiciones siguientes: 79S, 90K, 136L y 211R.

En una realizacién, el acido nucleico codifica una FX que es al menos un 95 % idéntica a la FX de la SEC ID N° 2.
En una realizacién especifica, la FX tiene la secuencia de aminoacidos de la SE ID N° 2.

[Eliminado]

En una realizacion, la célula expresa una enzima de la ruta de fucosilacion salvaje seleccionado del grupo que
consiste en GDP-manosa 4,6-deshidratasa (GMD), una GDP-B-L-fucosa pirofosforilasa (GFPP) salvaje, una a-1,6-
fucolisiltransferasa (FUT8) salvaje y una combinacion de los mismos.

En un aspecto, la célula es una célula de mamifero capaz de fucosilar una proteina, donde la célula comprende una
modificacion en un gen FX, donde la modificacién tiene como resultado una reduccién de al menos un 90 % en la
capacidad de la célula para fucosilar una proteina en comparacién con una célula que carece de la mutacién o
alteracion.

En una realizacion, la reduccion es de aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % en comparacion con una célula de mamifero que no contiene la modificacion.

En una realizacién, la comparacién de una célula modificada de acuerdo con la invencién y una célula que no
comprende la modificacion se realiza en las mismas condiciones o esencialmente en las mismas condiciones (p. €j.,
medio, temperatura, densidad celular etc.).

En una realizacién, la célula se selecciona de una célula COS, CHO, 293, BHK, HelLa, Vero, una célula de mamifero
transfectada con genes de adenovirus, por ejemplo AD5 E1, incluyendo, entre ofras, una célula de retina humana
inmortalizada transfectada con un gen de adenovirus, por ejemplo una célula PER.C6™ y una célula NSO. En una
realizacion, la célula es una célula de ovario de hamster chino (CHO). En una realizacion especifica, la célula CHO
es una célula CHO K1.

La modificaciéon es 289S. En una realizacion especifica, la sustitucion comprende 289S y una o mas de 79S, 90K,
136L y 211R.

En una realizacion, la célula comprende un gen FX que codifica una proteina que comprende la secuencia de SEC
ID N° 1, con la sustitucién de aminoacido L289S. En una realizacion especifica, la sustitucion de aminoacido
comprende L289S y una o mas de N79S, N90OK, P136L, y G211R.

En una realizacién, la célula comprende ademas al menos un acido nucleico que codifica una proteina
inmunoglobulina. En una realizacién especifica, la proteina inmunoglobulina es una proteina humana o una proteina
de raton. En una realizacién especifica, la proteina inmunoglobulina comprende una cadena ligera de
inmunoglobulina. En una realizacion especifica, la proteina inmunoglobulina comprende una cadena pesada de
inmunoglobulina. En una realizacion, la cadena pesada de inmunoglobulina es de un isotipo IgG1, 1gG2, 1gG3 o
IgG4. En una realizacion, la cadena pesada de inmunoglobulina es de un isotipo IgG1, por ejemplo un isotipo 1gG1
humano. En una realizacion, la region variable de la cadena pesada y/o ligera comprende una CDR humana. En ofra
realizacién, una CDR de ratén, en otra realizacion una CDR humanizada de un ratén o un primate no humano.

En una realizacion, la célula comprende un acido nucleico que codifica un dominio CH2 y un dominio CH3 de una
cadena pesada de inmunoglobulina. En una realizacién, la cadena pesada de inmunoglobulina es de un isotipo
IgG1, IgG2, IgG3 o 1gG4.
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En una realizacion, la proteina es una proteina de unién a antigeno. En una realizacion especifica, la proteina de
union a antigeno es un anticuerpo. En realizaciones especificas, el anticuerpo comprende una cadena pesada de un
isotipo an IgA, IgD, IgE, IgG, o IgM. En una realizacion, la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo de isotlpo
IgG1.

En una realizacion, la proteina es un anticuerpo y solo el 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % 0 0,5 % de la proteina anticuerpo
fabricada por la célula esta fucosilado. En una realizacion, la cantidad de proteina anticuerpo fabricada que esta
fucosilada se mide mediante desglicosilacion durante la noche de una proteina anticuerpo con PNGasa F, seguido
de analisis con oligosacarido mediante HPLC, SEC ID N° los oligosacaridos que contienen fucosilo se cuantifican
mediante integracion del area del pico de glicano y, por ejemplo, la fucosilacion de la proteina se calcula en base al
area del pico de glicano. En una realizacion especifica, los glicanos fucosilados se identifican mediante
espectroscopia de masas.

En un aspecto, se hace referencia a un método para fabricar una proteina de unién a antigeno, comprendiendo el
método: (a) proporcionar una célula de la invencion; (b) introducir en la célula una secuencia de acido nucleico que
codifica una proteina de unidon a antigeno; (c) mantener la célula en condiciones suficientes para expresar la
secuencia de acido nucleico para producir la proteina de unién a antigeno y (d) recuperar la proteina de union a
antigeno expresada por la célula.

En una realizacion, la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo. En una realizacion especifica, el anticuerpo se
selecciona de un anticuerpo humano, un anticuerpo de ratén, un anticuerpo quimérico humano/de ratéon y un
anticuerpo de primate no humano.

En una realizacion, la célula es una célula de ovario de hamster chino (CHO).

En una realizacion, la reduccion en la capacidad de la célula para fucosilar una proteina es del 91 %, 92 %, 93 %, 94
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 99,5 % en comparacion con una célula que carece de la modificacion en el gen
de FX.

La modificacion es 289S. En una realizacion, la modificaciéon comprende 289S y al menos uno de 79S, 90K, 136L y
211R.

En una realizacion, el gen de la fucosiltransferasa codifica una proteina que comprende la secuencia de SEC ID N°
1, con la sustitucion de aminoacido L289S. En una realizacion, la modificacion comprende L289S y al menos uno de
N79S, N9OK, P136L y G211R.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento del mismo es un anticuerpo humano o fragmento del mismo. En una
realizacién especifica, el anticuerpo es un isotipo IgG1, por ejemplo una IgG1 humana.

En una realizacion, el anticuerpo recuperado tiene no mas de aproximadamente un 5 % de fucosilacion en
comparacion con el mismo anticuerpo fabricado en una célula salvaje que carece de la modificacion. En otra
modificacién, no mas del 4 %, 3 %, 2 %, 1 % o 0,5 % de fucosilacién en comparacién con el mismo anticuerpo
fabricado en una célula salvaje que carece de la modificacion.

En un aspecto, la célula proporcionada expresa una enzima de la ruta de fucosilacion salvaje seleccionada del grupo
que consiste en GDP-manosa 4,6-deshidratasa (GMD), una GDP-B-L-fucosa pirofosforilasa (GFPP) salvaje, una a-
1,6-fucolisiltransferasa (FUT8) salvaje, y una combinacion de las mismas; donde la célula comprende un gen de FX
modificado, SEC ID N° la célula tiene una capacidad reducida para fucosilar una glicoproteina en comparacién con
una célula que carece de la modificacion en el gen de FX.

En una realizacion especifica, la glicoproteina comprende una Fc. En una realizacion, la proteina es un anticuerpo.
En una realizacion, la proteina comprende una secuencia de una IgG. En una realizacion especifica, la secuencia de
una IgG es una secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4 o una combinacion de las mismas. Enana realizacion
especifica, la proteina es un anticuerpo y el anticuerpo comprende una Fc que tiene una secuencia de IgG1, IgG2,
IgG3, y/o IgG4.

En una realizacion, la célula se selecciona de una célula CHO, COS, de retina humana (p. ej., PER.C6T™), Vero o
Hela.

En un aspecto se proporciona un método para fabricar una glicoproteina, que comprende: cultivar una célula de
mamifero que comprende un gen de FC que codifica una proteina FX con una serina en la posicion 289 y donde la
proteina FX es al menos un 90 % idéntica a la SEC ID N° 1, a una temperatura de 37 °C y en ausencia de una
fuente de fucosa externa, donde la célula expresa una glicoproteina que comprende una region CH2 de
inmunoglobulina y una regién CH3 de inmunoglobulina, y asilar la glicoproteina del cultivo.
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En una realizacion, el método para fabricar una glicoproteina proporcionada comprende cultivar una célula CHO que
expresa la glicoproteina en medio de cultivo en condiciones suficientes para que la célula CHO exprese la
glicoproteina y recuperar de la célula CHO o el medio de cultivo la glicoproteina expresada. En una realizacion, la
glicoproteina expresada no estd mas de aproximadamente un 5 % fucosilada. En una realizacion, no mas de
aproximadamente un 4 %, 3 %, 2 %, 1 % o 0,5 % esta fucosilada. En una realizaciéon especifica, el porcentaje de
fucosilacion es un porcentaje molar de fucosa en glicano. En una realizacion especifica, el porcentaje de fucosilacion
es un porcentaje molar de fucosa en glicoproteina. En una realizacion especifica, la proporcion molar entre la
proteina no fucosilada y la fucosilada es de aproximadamente 0,90 a 0,10, de aproximadamente 0,91 a 0,09, de
aproximadamente 0,92 a 0,08, de aproximadamente 0,93 a 0,07, de aproximadamente 0,94 a 0,06, de
aproximadamente 0,95 a 0,05, de aproximadamente 0,96 a 0,04, de aproximadamente 0,97 a 0,03, de
aproximadamente 0,98 a 0,02, o de aproximadamente 0,99 a 0,01.

En una realizacion, la glicoproteina comprende una region CH2 y CH3 de inmunoglobulina que tiene una posicion
297 (numeracion de la UE) el siguiente resto glicano: GIcNAc(1) unido a la glicoproteina a través de un enlace N;
GIcNACc(1)-GlcNAc(2)-ManosA(1), donde la manosa(1) porta un primero y un segundo restos, SEC ID N° el primer
resto consiste esencialmente en Manosa(2)-ManGIcNAc(3); y SEC ID N° el segundo resto consiste esencialmente
en Manosa(3)-GIcNAc(4). En una realizacion, el resto hidrato de carbono consiste ademas esencialmente en una
Gal(1) unida a GIcNAc(4). En otra realizacion, el resto hidrato de carbono consiste ademas esencialmente en una
Gal(1) unida a GIcNAc(4) una Gal(2) unida a GIcNAc(3).

En una realizacion, la glicoproteina fucosilada comprende un resto glicano idéntico al resto glicano no fucosilado
descrito en el parrafo inmediatamente anterior a este parrafo, pero también porta un resto fucosa en GIcNAc(1).

En la célula proporcionada modificada genéticamente, la modificacion esta en un gen de FX y donde la modificacion
tiene como resultado la célula productora de un ARNm de FX que codifica una proteina FX que tiene el aminoacido
289S; y la célula exhibe una capacidad reducida para fucosilar una glicoproteina en comparacién con una célula que
carece de la modificaciéon en el gen de FX. En una realizacién, el ARNm codifica una proteina FX que comprende
una serina en posicion 289, que ademas comprende al menos uno de 79S, 90K, 136L, 211R.

En la célula proporcionada modificada genéticamente, la modificacion esta en un gen de FX y la modificacion altera
un coddn del gen de FX de forma que el gen de FX modificado codifica una proteina FX que tiene una serina en la
posicion 289. En una realizacion, la proteina FX comprende una serina en la posicion 289 y al menos una lisina en la
posicion 90, una leucina en la posicién 136 y/o una arginina en la posicion 211.

En una realizacién, la célula ademas expresa una proteina que contiene Fc. En una realizacion, la proteina que
contiene Fc es un anticuerpo.

En una realizacion, la célula glicosila la proteina que contiene FX pero no fucosila sustancialmente la proteina que
contiene Fc glucosilada. En una realizacion especifica, la glucosilacion es de aproximadamente no mas del 5 %, 4
%, 3 %, 2 %, 1 % o0 0,5 % de la fucosilacion de la proteina que contiene Fc glicosilada en comparacion con una
célula que carece de la modificacion del gen de FX.

En una realizacion, la glicosilacion comprende un grupo trimanosilo biantenal. En una realizacién, la proporcion
molar entre fucosa y el grupo trimanosilo biantenal es de no mas de aproximadamente 1:20, 1:25, 1:33, 1:50, 1:100,
o 1:200. En una realizacion, la proporcién molar entre fucosa y el grupo trimanosilo biantenal en la proteina que
contiene Fc fucosilada es de no mas de aproximadamente 1:20, 1:25, 1:33, 1:50, 1:100, o 1:200.

En una realizacion, la proteina que contiene Fc es un anticuerpo y la glicosilacion comprende un resto glicano en la
posicion 297 de la Fc. En una realizacion, la proporcion molar entre la fucosa y el resto glicano es de no mas de
aproximadamente 1:20, 1:20, 1:25, 1:33, 1:50, 1:100, o 200. En una realizacion, el resto glicano comprende dos
residuos GIcNAc en tandem seguidos de un resto trimanosilo biantenal, SEC ID N° cada uno de dos restos manosilo
terminales del resto trimanosilo porta un residuo GIcNAc. En una realizacion, la proporciéon molar entre fucosa y
GIcNACc en el glicano es de no mas de 1:80, 1:100, 1:133, 1:150, 1:200, 1:400, o 1:800.

En un aspecto, la célula proporcionada es una célula de mamifero modificada que expresa ectopicamente una
glicoproteina, SEC ID N° la modificacién comprende una secuencia de acido nucleico de FX modificado y la célula
comprende una ruta de rescate de fucosa y una ruta de sintesis de fucosa de novo y expresa una proteina FUT 8
funcional y una proteina GMD funcional, SEC ID N° la ruta de sintesis de fucosa de novo es incapaz de fucosilar
sustancialmente una glicoproteina debido a la modificacion de la secuencia de acido nucleico de FX a
aproximadamente 37 °C, pero es capaz de fucosilar sustancialmente la glicoproteina a aproximadamente 34 °C.

Se pretende usar los aspectos y realizaciones individuales descritos en el presente documento solos o en
combinacion con cualquier otro aspecto o realizacién, a menos que se indique expresamente lo contrario o a menos
que dicha combinacion no esté permitida por el contexto.
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Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra una alineacion MacVector™ para la secuencia de la proteina FX (de arriba a abajo) de
mono (Macacca mulatta), SEC ID N° 3; de ser humano, SEC ID N° 4; de ratén (Mus musculus), SEC ID N° 5;
de rata (Rattus norvegicus), SEC ID N° 6; CHO (Cricetulus griseus), SEC ID N° 1; y de CHO con una
modificacion L289S y N9OK (denominada linea celular 8088), SEC ID N° 2.

La FIG. 2 muestra histogramas de citometria de flujo de las células 3033, 6066, 7077 y 8088 antes y después
de la tincién con LCA.

La FIG. 3 muestra histogramas de citometria de flujo de las células 4044-1 no tefiidas e histogramas de las
células 4044-1, 6069, 2020, y 2121 tefiidas con LCA.

La FIG. 4 muestra histogramas de citometria de flujo de las células 5055 no tefiidas e histogramas de las
células 5055, 8088 y 1010 tefiidas con LCA.

La FIG. 5 muestra histogramas de citometria de flujo de las células 4044-1 y 6066-1 cultivadas a 37 °C y a 34
°C antes y después de la tincion con LCA.

La FIG. 6 muestra histogramas de citometria de flujo de las células 3033, 7077, 8088, y 1010 cultivadas en
medio con y sin L-fucosa 5 mM e histogramas de las células 5055 cultivadas en medio sin L—fucosa. Todas
las células se tifieron con LCA.

La Fig. 7 muestra histogramas de citometria de flujo de las células 8088 transfectadas de forma estable con
pR4009, pR4010, y pR4011, y de las células 5055.

La Fig. 8 muestra a separacion de glicano mediante HPLC para Ab 3.1 en las células 8088 cultivadas a 37 °C
en ausencia de una fuente de fucosa externa (1,45 % de fucosilacién).

La Fig. 9 muestra los resultados de espectrometria de masas para los glicanos de la Fig. 8; las estructuras de
glicanos se presentan a la derecha de cada pico. Los residuos de GIcNAc se representan por cuadrados; los
residuos de manosa se representan por circulos; los residuos de galactosa se representan por rombos.

La Fig. 10 muestra a separacion de glicano mediante HPLC para Ab 3.1 en las células 8088 cultivadas a 37
°C en presencia de fucosa 10 mM (95,22 % de fucosilacién).

La Fig. 11 muestra los resultados de espectrometria de masas para los glicanos de la Fig. 10; las estructuras
de glicanos se presentan a la derecha de cada pico. Los residuos de GIcNAc se representan por cuadrados;
los residuos de manosa se representan por circulos; los residuos de galactosa se representan por rombos; los
residuos de fucosa se representan con triangulos.

La Fig. 12 muestra a separacion de glicano mediante HPLC para Ab 3.2 en las células 8088 cultivadas a 37
°C en ausencia de una fuente de fucosa externa (5,73 % de fucosilacion).

La Fig. 13 muestra los resultados de espectrometria de masas para los glicanos de la Fig. 12; las estructuras
de glicanos se presentan a la derecha de cada pico. Los residuos de GIcNAc se representan por cuadrados;
los residuos de manosa se representan por circulos; los residuos de galactosa se representan por rombos.

La Fig. 14 muestra a separacion de glicano mediante HPLC para Ab 3.2 en las células 8088 cultivadas a 37
°C en presencia de fucosa 10 mM (95,63 % de fucosilaciéon).

La Fig. 15 muestra los resultados de espectrometria de masas para los glicanos de la Fig. 14; las estructuras
de glicanos se presentan a la derecha de cada pico. Los residuos de GIcNAc se representan por cuadrados;
los residuos de manosa se representan por circulos; los residuos de galactosa se representan por rombos; los
residuos de fucosa se representan con triangulos.

La Fig. 16 resume los resultados de los estudios de espectrometria de masas sobre lineas celulares salvajes
y de fucosilacién baja. Los residuos de GIcNAc se representan por cuadrados; los residuos de manosa se
representan por circulos; los residuos de galactosa se representan por rombos; los residuos de fucosa se
representan con triangulos.

Descripcion

La invencion no esta limitada a métodos y condiciones experimentales concretos descritos, ya que dichos métodos y
condiciones pueden variar. La terminologia usada en el presente documento es para el propédsito de describir solo
realizaciones particulares y no se desea que sea limitante, ya que la invencion esta abarcada por las
reivindicaciones concedidas.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos y frases usadas incluyen los significados que los términos y
frases han alcanzado en la técnica, a menos que claramente se indique lo contrario o que claramente sea evidente a
partir del contexto SEC ID N° se usa el término o frase. Aunque en la practica o analisis de la presente invencion se
pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos, a continuaciéon se describen métodos y
materiales concretos.

Con la referencia al singular (por ejemplo, “uno” o “el”’) se pretende abarcar la referencia en plural, a menos que el
contexto indique claramente que la referencia al plural esta excluida.

El término “anticuerpo” incluye moléculas de inmunoglobulina que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por puentes disulfuro. Cada cadena pesada
comprende una region variable de la cadena pesada (VH) y una region constante de la cadena pesada (CH). La
region constante de la cadena pesada comprende tres dominios CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera comprende
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una region variable de la cadena ligera (VL) y una region constante de la cadena ligera (CL). Las regiones VH y VL
pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn mas conservadas que se denominan regiones
estructurales (FR). Cada VH y VL comprenden tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al extremo
carboxi, en el orden siguiente: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (las CDR de la cadena pesada se pueden
abreviar a HCDR1, HCDR2 y HCDR3; las CDR de la cadena ligera se pueden abreviar a LCDR1, LCDR2 y LCDR3.
La expresién anticuerpo de “alta afinidad” se refiere a un anticuerpo que tiene una KD con respecto a su epitopo
diana de aproximadamente 10° M o menor (p. €j., de aproximadamente 1 x 10° M, 1 x 1070 M, 1 x 10™ M, o de
aproximadamente 1 x 1072 M). En una realizacion, la KD se mide mediante resonancia de plasmén superficial, por
ejemplo BIACORE™; en otra realizacion, la KD se mide mediante ELISA.

La frase “proteina de unidn” incluye cualquier proteina que sea capaz de reconocer especificamente una pareja de
union. Reconocimiento especifico generalmente requiere que la proteina de unidén se una a su pareja de unién con
una constante de disociacion (KD) no superior a un poco micromolar y, en la mayoria de los casos, las proteinas de
union deseables se unen a sus parejas de union en el rango nanomolar, por ejemplo, en varias realizaciones del
orden de menos un ciento nanomolar. La mayoria de las proteinas de unién descritas en el presente documento son
también proteinas que contienen Fc, es decir comprenden un resto de unién condensado con una Fc que
comprende al menos una porcién funcional de una regiéon CH2 y CH3 de inmunoglobulina. Las proteinas de union
tipicas son anticuerpos, anticuerpos multiespecificos (p. €j., anticuerpos biespecificos), inmunoadhesinas, trampas
(p. €j., trampas de citoquina tales como trampas de IL-1, trampa de VEGF, etc.). Las proteinas de union tipicas que
no son anticuerpos portan un resto de unién (p. €j., un receptor o fragmento del mismo, un ligando o fragmento del
mismo, una variaciéon en un dominio variable de inmunoglobulina canénico etc.) y un resto de inmunoglobulina que
con frecuencia comprende un dominio de inmunoglobulina CH2 y CH3 (o fragmento del mismo que conserva una
funcion efectora de Fc). Por tanto, las composiciones y métodos de la invencién se pueden usar para producir
proteinas de union (p. €j., que incluyen inmunoadhesinas y trampas) portadoras de una region de inmunoglobulina
que se une a un receptor de Fc y/o que activa el complemento (p. €j., una regiéon CH2 y CH3 funcional) y, de este
modo, es capaz de medicar en la ADCC y/o la CDC.

Los anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos de diferentes epitopos de un polipéptido diana o pueden
contener dominios de union a antigeno especificos de mas de un polipéptido diana. Se pueden producir proteinas de
union multiespecificas que son biespecificas que comprendan dos brazos de inmunoglobulina, por ejemplo en las el
primer brazo de una inmunoglobulina es especifico de un primer epitopo y el segundo brazo de la inmunoglobulina
es especifico de un segundo epitopo. Otras proteinas de unién multiespecificas incluyen aquellas en las que el
segundo brazo porta un resto de unién un ligando o un receptor o fragmento de unién al mismo) que se une
especificamente a una diana que es una pareja de unién a proteina o no proteina.

La frase “anticuerpo biespecifico” incluye un anticuerpo capaz de unirse selectivamente a dos o mas epitopos.
Anticuerpos biespecificos generalmente comprenden dos cadenas pesadas no idénticas, cada cadena pesada se
une especificamente a un epitopo diferente en dos moléculas diferentes (por ejemplo, diferentes epitopos en
diferentes antigenos) o en la misma molécula (por ejemplo, diferentes epitopos en el mismo antigeno). Si un
anticuerpo biespecifico es capaz de unirse de forma selectiva a dos epitopos diferentes (un primer epitopo y un
segundo epitopo), la afinidad de la primera cadena pesada por el primer epitopo generalmente sera al menos uno o
dos o tres o cuatro o mas ordenes de magnitud inferior a la afinidad de la primera cadena pesada por el segundo
epitopo, y al contrario. Los epitopos unidos especificamente por el anticuerpo biespecifico puede estar sobre la
misma diana o sobre una diferente (p. ej., sobre la misma proteina o sobre una diferente). Los anticuerpos
biespecificos se pueden producir, por ejemplo, combinando las cadenas pesadas que reconocen epitopos diferentes
del mismo antigeno. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico que codifican las secuencias variables de la
cadena pesada que reconocen diferentes epitopos del mismo antigeno se pueden condensar a secuencias de acido
nucleico que codifican las misas regiones constantes de la cadena pesada u otras diferentes, y dichas secuencias se
pueden expresar en una célula que expresa una cadena ligera de inmunoglobulina. Un anticuerpo biespecifico tipico
tiene dos cadenas pesadas, cada una con tres CDR de cadena pesada, seguido de (N-terminal a C-terminal) un
dominio CH1, una bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3, y una cadena ligera de inmunoglobulina que no
confiere especificidad de uniéon a epitopo pero que se puede asociar con cada cadena pesada o que se puede
asociar con cada cadena pesada y que se puede unir a uno o mas de los epitopos unidos por las regiones de unién
del epitopo de la cadena pesada, o que se pueden asociar con cada cadena pesada y permitir la unién o uno o
ambas de las cadenas pesadas a uno o ambos epitopos.

Un ejemplo de un formato de proteina de unidn biespecifica usa un primer dominio CH3 de inmunoglobulina (Ig) y un
segundo dominio CH3 de Ig, SEC ID N° el primer y segundo dominio CH3 de Ig difieren uno de otro en al menos un
aminoacido y donde al menos una diferencia de aminoacido reduce la unién del anticuerpo biespecifico a la Proteina
A en comparacion con un anticuerpo biespecifico que carece de la diferencia de aminoacido. En una realizacién, el
primer dominio CH3 de Ig se une a la Proteina A y el segundo dominio CH3 de Ig contiene una mutacion que reduce
o anula la unién a la Proteina A, tal como una modificacion 435R (mediante la numeracién UE; 95R con la
numeracion de exones IMGT). La segunda CH3 puede ademas comprender una modificacién 436F (mediante la
numeracion UE; 96F mediante la numeracion IMGT). Modificaciones adicionales que se pueden encontrar dentro de
la segunda CH3 incluyen 356E, 358M, 384S, 392N, 397M, y 4221 (mediante la numeracion UE; 16E, 18M, 44S,
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52N, 57M, y 821 mediante la numeracion IMGT). En este formato, el primer dominio CH3 de Ig se condensa con un
primer resto de union (por ejemplo, un primer dominio variable de Ig que se une especificamente a un primer
epitopo) y el segundo dominio CH3 de Ig se condensa con un segundo resto de unién (p. €j., un segundo dominio
variable de Ig que se une especificamente a un segundo epitopo, donde el primero y el segundo epitopo son
diferentes).

El término “célula” incluye cualquier célula que es adecuada para expresar una secuencia de acido nucleico
recombinante. Las células incluyen eucariotas (una célula o multiples células), células de levadura (p. €j., S.
cerevisiae, S. pombe, P. pastoris, P. methanolica, etc.), células vegetales, células de insecto (p. €j., SF-9, SF-21,
células de insecto infectadas por baculovirus, Trichoplusia ni, etc.), células animales no humanas, células humanas
o fusiones celulares tales como, por ejemplo, hibridomas o cuadromas. Las células que no comprenden de forma
natural una ruta para la fucosilacion pueden modificarse genéticamente para contener una (véase, por ejemplo, la
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N° 2010/0028951A1), y la célula se puede modificar para usar un gen
de FX que esta modificado como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula es una célula de ser humano, mono, simio, hamster, rata o ratén. En algunas
realizaciones, la células es eucarittica y se selecciona de las siguientes células: CHO (p. ej., CHO K1, DXB-11 CHO,
Veggie-CHO), COS (p. €j., COS-7), hamster sirio, mieloma de rata, mieloma de ratén (p. ej., SP2/0, NSO), célula de
la retina, Vero, CV1, de rifidn (p. ej., HEK293, 293 EBNA, MSR 293, MDCK, HaK, BHK, BHK21), HelLa, HepG2,
WI38, MRC 5, Colo205, HB 8065, HL-60, Jurkat, Daudi, A431 (epidérmica), CV-1, U937, 3T3, célula L, célula C127,
MMT 060562, célula de Sertoli, célula BRL 3A, célula HT1080, célula de mieloma humano, célula tumoral, célula de
linfoma humano (p. €j., una célula Namalwa) y una linea celular derivada de una célula mencionada anteriormente.
En algunas realizaciones, la célula comprende uno o mas genes virales, por ejemplo, la célula es una célula
retiniana que expresa un gen viral (p. €j., una célula PER.C6™

La frase “proteina que contiene Fc” incluye anticuerpos, anticuerpos biespecificos, inmunoadhesinas y otras
proteinas de unién que comprenden al menos una porcién funcional de una regiéon CH2 y CH3 de inmunoglobulina.
Una “porcion funcional” se refiere a una region CH2 y CH3 que se puede unir a un receptor de Fc (p. €j., un FcyR o
an FcRN y/o que puede participar en la activacion del complemento. Si la region CH2 y CH3 contiene deleciones,
sustituciones y/o inserciones u otras modificaciones que las convierten en incapaces de unirse a cualquier receptor
de Fc y también incapaces de activar el complemento, la region CH2 y CH3 no es funcional.

Las proteinas que contienen FC pueden comprender modificaciones en los dominios de inmunoglobulina, incluyendo
cuando las modificaciones afectan a una o mas funciones efectoras de la proteina de unién (p. €j., modificaciones
que afectan a la unién a FcyR, la unién a FcyN vy, por tanto, la semivida y/o la actividad CDC). Dichas modificaciones
incluyen, entre otras, las siguientes modificaciones y combinaciones de las mismas, con referencia a la numeracion
UE de una region constante de inmunoglobulina: 238, 239, 248, 249, 250, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268,
269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 301, 303, 305, 307, 308,
309, 311, 312, 315, 318, 320, 322, 324, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 337, 338, 339, 340, 342,
344, 356, 358, 359, 360, 361, 362, 373, 375, 376, 378, 380, 382, 383, 384, 386, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 428,
430, 433, 434, 435, 437, 438, y 439. Por ejemplo, y no a modo de limitacion, la proteina de unién puede exhibir una
semivida en suero potenciada y tener una modificacion en las posiciones 252, 254 y 256; o una modificacion en 428
y/o 433 y/o 434; o una modificacion en 250 y/o 428; o una modificacion en 307 o 308, y 434.

El término “FX" se refiere a una proteina que exhibe actividad GDP-4-ceto-6-desoximanosa-3,5-epimerasa-4-
reductasa o a una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que tiene actividad GDP-4-ceto-6-
desoximanosa-3,5-epimerasa-4-reductasa. La mayoria de los ejemplos descritos en el presente documento se
refieren a FX de C. griseus salvaje o a FX de C. griseus que esta modificada de acuerdo con la invencion. No
obstante, “FX” no esta limitado a la referencia a una célula CHO. Como se muestra en la FIG. 1, una alineacién de
secuencias de FX de Macaca mulatta, ser humano, Mus musculus, Rattus norvegicus revela un grado muy alto de
conservacion, es decir las secuencias de FX de varios organismos son muy muy similares. En base a este grado de
identidad, cabe esperar que las pequefas diferencias en la secuencia que existen entre estas especies no afecten
sustancialmente a la actividad de FX. Las diferencias entre la secuencia de FX de CHO (SEC ID N° 1) y las
secuencias de mono (SEC ID N° 3), de ser humano (SEC ID N° 4), de ratén (SEC ID N° 5) y de rata (SEC ID N° 6)
incluyen las siguientes: 5H, 8M, 21K, 37D, 51T, 55R, 59E, 62R, 93M, 106A, 107C, 138N, 161Y, 167S, 177Y, 201S,
2028, 202D, 212N, 225Q, 235S, 266H, 266N, 266S, 273T, 274S, 280F, 287S, 291T, 291S, 297C, 310D, 314E. Para
la FX de CHO salvaje de 321 aminoacidos (SEC ID N° 1), se puede revisar una cualquiera de las secuencias de FX
de mono, de ser humano, de raton y de rata seleccionando de 31 sustituciones diferentes 0 31/321 x 100 = 9,6 % de
la secuencia de FX de CHO salvaje. Por tanto, una FX modificada de la invencion incluye una FX de CHO salvaje (p.
ej., SEC ID N° 1) o una FX que tiene al menos una identidad del 90,4 % con una FX de CHO salvaje y también
portadora de la sustitucién L289S. Para menos desviaciones de la SEC ID N° 1, una FX modificada de la invencion
tiene al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con la SEC ID N° 1 y porta
la modificacion L289S. Un experto esperaria que una o mas de una insercién pequefa o una o mas de una delecion
pequefia que incluye al menos una de la posicion 79, 90, 136, 211, y 289 con mayor probabilidad también
proporcionaria ventajas asociadas con una realizacion de la invencion (p. ej., una célula portadora del gen
modificado exhibiria una fucosilacion reducida de una glicoproteina).
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En una realizacion especifica, la FX comprende una primera sustitucion que es 289S y una o mas de las segundas
sustituciones.

La frase “fucosilacion baja” o “fucosilacion reducida” hace referencia a una capacidad menor o reducida de una
célula modificada para fucosilar una glicoproteina en comparacion con una célula normal o salvaje. La glicoproteina
puede ser una glicoproteina endégena. Mas tipicamente, la modificacion del acido nucleico se realiza en una célula
que se usa para expresar una glicoproteina heteréloga, por ejemplo una célula que expresa una proteina de unién
(p- €j., un anticuerpo o anticuerpo biespecifico o una inmunoadhesina u otra glicoproteina que contiene FC)
ectopicamente. Por ejemplo, una linea celular CHO o PERC.6™ modificada de acuerdo con la invencion, que
también expresa un anticuerpo humano, por ejemplo un anticuerpo IgG1 humano.

En general, la referencia a “fucosilacion baja” o “fucosilacién reducida” con respecto a una glicoproteina no se refiere
a una unica molécula glicoproteina que tiene menos residuos de fucosa unidos a ella. En su lugar, se hace
referencia a una preparacion glicoproteica preparada a partir de células y la preparacion glicoproteica comprende
una poblacion de moléculas glicoproteicas individuales, teniendo los miembros de la poblacion diferentes
caracteristicas de glicosilacion. Con fines ilustrativos y no limitantes, para un anticuerpo IgG1 expresado en una
célula CHO modificada de acuerdo con la invencion, “fucosilacion baja” o “fucosilacion reducida” se refiere a un
numero mas pequefio de glicoproteinas individuales que tienen un residuo de fucosa sobre un residuo GIcNAc unido
a N de un glicano en la posicion 297 de la Fc. Dicha “fucosilacion baja” o “fucosilacion reducida” se puede
caracterizar de diversos modos (véase en otro lugar en el presente documento), pero en cada caso se hace
referencia a un numero relativamente bajo (o reducido) de las glicoproteinas de la poblacién que tienen residuos de
fucosa sobre ellas en comparacién con una poblacién de la misma glicoproteina producida en una linea celular que
carece de una modificacién de acuerdo con la invencion.

A modo de ilustracion, si una glicoproteina producida de acuerdo con la invencidon esta fucosilada un 1 % en
comparacion con la misma glicoproteina producida e una célula salvaje, solo el 1 % de las moléculas de la proteina
que contiene FC estan fucosiladas en la célula de la invencién en comparacién con la cantidad de fucosilacion
observada en una correspondiente célula salvaje (fijada de forma arbitraria en 100 %, estén o no todas las
moléculas de la proteina que contiene Fc fucosiladas en la célula salvaje en las mismas condiciones).

En una célula con “fucosilacion baja” o “fucosilacion reducida” de acuerdo con la invencion, la fucosilacion de una
glicoproteina se reduce aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % en
comparacion con una célula que no contiene la modificacién. En una realizacidon especifica, la reducciéon es de
aproximadamente 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 % 0 99,9 % en comparacién con
una célula que no contiene la modificacion. En otra realizacion especifica, la reduccion es de aproximadamente 98,1
%, 98,2 %, 98,3 %, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 % o0 98,9 % en comparaciéon con una célula que no
contiene la modificacion. En otra realizacion especifica, la reduccién es de aproximadamente 97,1 %, 97,2 %, 97,3
%, 97,4 %, 97,5 %, 97,6 %, 97,7 %, 97,8 % o 97,9 % en comparacién con una célula que no contiene la
modificacion. En otra realizacion especifica, la reduccién es de aproximadamente 96,1 %, 96,2 %, 96,3 %, 96,4 %,
96,5 %, 96,6 %, 96,7 %, 96,8 % 0 96,9 % en comparacién con una célula que no contiene la modificacién. En otra
realizacion especifica, la reduccion es de aproximadamente 95,1 %, 95,2 %, 95,3 %, 95,4 %, 95,5 %, 95,6 %, 95,7
%, 95,8 % 0 95,9 % en comparacion con una célula que no contiene la modificacion. En otra realizacion especifica,
la reduccioén es de aproximadamente 94,1 %, 94,2 %, 94,3 %, 94,4 %, 94,5 %, 94,6 %, 94,7 %, 94,8 % 0 94,9 % en
comparacién con una célula que no contiene la modificacion.

Una preparacion glicoproteica producida en una célula de acuerdo con la invencién esta fucosilada Unicamente
aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 4 %, aproximadamente un 3 %, aproximadamente un 2 %,
aproximadamente un 1 %, aproximadamente un 0,5 %, aproximadamente un 0,4 %, aproximadamente un 0,3 %,
aproximadamente un t 0,2 %, o aproximadamente un 0,1 % de la cantidad de fucosilacion de la misma glicoproteina
producida en una célula que no contiene la modificacion.

Otro modo de caracterizar una preparacion glicoproteica de una célula de “fucosilacion baja” o “fucosilacion
reducida” es mediante la proporcion entre glicoproteinas fucosiladas y no fucosiladas en la preparacion glicoproteica
producida por la célula. Por ejemplo, una preparacion glicoproteica producida por una célula modificada tiene una
proporcién entre glicoproteina fucosilada: glicoproteina no fucosilada que es de aproximadamente 1:10 a 1:15, 1:15
a 1:20, 1:20 a 1:40, 1:40 a 1:60, 1:60 a 1:80, 1:80 a 1:100, o 1:100 a 1:150.

Otro modo de caracterizar una preparacion glicoproteica de una célula de “fucosilacion baja” o “fucosilacion
reducida” es mediante el porcentaje en peso relativo de la glicoproteina no fucosilada (en comparacion con la
glicoproteina total, es decir fucosilada y no fucosilada). Por ejemplo, una preparacion glicoproteica producida por una
célula modificada tiene un porcentaje de glicoproteina no fucosilada que es de aproximadamente un 90 %,
aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %,aproximadamente un 98 %,
aproximadamente un 99 % o aproximadamente un 99,5 % en comparacion con la misma preparacién glicoproteica
de una célula que carece de la modificacion.
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Otro modo de caracterizar una preparacion glicoproteica de una célula con “fucosilacion baja” o “fucosilacion
reducida” es mediante la cantidad relativa del componente fucosa a glicano o una cantidad relativa del componente
fucosa a glicano de la preparacion glicoproteica. Por ejemplo, en el caso de las proteinas que contienen Fc (p. €j.,
anticuerpos), la glicosilacion comprende un glicano en la posicion 297 y el glicano comprende un resto de trimanosil
biantenal. En una realizacion, la proporcion molar entre la fucosa y el resto glicano es no mas de aproximadamente
1:20, 1:20, 1:25, 1:33, 1:50, 1:100, o 1:200. En una realizacién, la proporcion entre la fucosa y el resto trimanosilo
biantenal es de no mas de aproximadamente 1:20, 1:25, 1:33, 1:50, 1:100, o 1:200. En una realizacion, la proporcién
molar entre la fucosa y el resto trimanosilo biantenal en la proteina que contiene Fc fucosilada es de no mas de
aproximadamente 1:20, 1:25, 1:33, 1:50, 1:100, o 1:200. En una realizaciéon, el resto glicano comprende dos
residuos GIcNAc en tandem seguidos de un resto de trimanosilo biantenal, donde cada uno de los dos restos de
manosilo antenales terminales del resto trimanosilo portan un residuo de GIcNAc. En una realizacion, la proporcion
molar entre fucosa y GIcNAc en el glicano es de no mas de 1:80, 1:100, 1:133, 1:150, 1:200, 1:400, o 1:800.

En una realizacién, la cantidad de proteina anticuerpo fabricada que estd fucosilada se mide mediante
desglicosilacion durante la noche de una proteina anticuerpo con PNGasa F, seguido de analisis con oligosacarido
mediante HPLC, SEC ID N° los oligosacaridos que contienen fucosilo se cuantifican mediante integracion del area
del pico de glicano y, por ejemplo, la fucosilacién de la proteina se calcula en base al area del pico de glicano. La
identidad (y la composicion) del glicano se puede determinar y/o cuantificar) mediante cualquier procedimiento
adecuado (p. €j., espectrometria de masas).

La frase “salvaje” incluye una referencia a una célula o a una actividad que no esta modificada de acuerdo con la
invencion, por ejemplo una célula que no contiene una secuencia de acido nucleico de FX modificada o una proteina
FX modificada. La actividad FX “salvaje” incluye la referencia a cualquier parametro de actividad (p. €j., actividad
enzimatica) que exhibe un gen o proteina FC natural o no modificada. Al comparar la actividad "salvaje” de una
proteina FX y la actividad de una proteina FX modificada, la proteina FX “salvaje” y la proteina FX modificada se
aislan sustancialmente del mismo modo a partir de sustancialmente la misma fuente (p. €j., el mismo tipo celular, el
mismo organismo) y se comparan en sustancialmente las mismas condiciones. Al comparar la actividad de FX
"salvaje" y la actividad de la FX modificada entre las células salvajes y las células modificadas, la actividad de la FX
se mide, preferentemente, en condiciones sustancialmente iguales o sustancialmente similares, con una
glicoproteina idéntica o sustancialmente idéntica.

Vision general

Se proporcionan secuencias de acidos nucleicos y proteicas de FX modificadas, donde la modificacion tiene como
resultado una célula que es incapaz de soportar la fucosilaciéon de las proteinas en ausencia de una fuente externa
de fucosa a un nivel en que puede soportar una célula que porta ausencia de la modificacion. Las células exhiben
una capacidad sustancialmente reducida para fucosilar glicoproteinas (en ausencia de una fuente de fucosa) a una
temperatura debido a una alteracién en una actividad enzimatica de la ruta de novo para la sintesis del sustrato para
la fucosilacion de glicoproteinas, GDP-L-fucosa. A otra temperatura (mas alta), la reduccion en la capacidad de la
célula es minima o insustancial.

La enzima GDP-4-ceto-desoxi-manosa-3,5,-epimerasa-4-reductasa (FX) participa en la ruta de novo de la sintesis
de la GDP-L-fucosa, formando GDP-L-fucosa a partir de GDP-4-ceto-6-desoximanosa. Una célula puede usar la
GDP-L-fucosa resultante para producir proteinas fucosiladas, incluyendo anticuerpos fucosilados. Dado que la GDP-
L-fucosa sintetasa participa en la ruta de novo, la reduccion de la fucosilacién en las células que carecen de
suficiente actividad de FX se puede rescatar a través de una ruta salvaje. La ruta salvaje requiere fucosa, sobre la
que se actua a través de la ruta salvaje para formar GDP-L-fucosa, un sustrato para la fucosilacion de proteinas.

Determinadas modificaciones en la FX tienen como resultado la incapacidad de una célula que tiene un gen de FX
modificado para sostener la fucosilacién de las proteinas en ausencia de una fuente de fucosa, de forma que una
célula portadora de la enzima modificada y que expresa, por ejemplo, un anticuerpo recombinante, exhibe una
reduccion sustancial en la capacidad para fucosilar el anticuerpo, en comparacion con una célula salvaje portadora
del gen de FX salvaje.

La incapacidad para sostener una tasa o nivel suficientes de fucosilacién de proteinas debido a las modificaciones
del gen de FX descritas en el presente documento depende sustancialmente de la temperatura. En particular, las
células portadoras de un gen de FX modificado exhiben una incapacidad sustancial para sostener la fucosilacion de
glicoproteinas a aproximadamente 37 °C (p. ej., un 7 % de fucosilacién de un anticuerpo de isotipo IgG1 humano),
que se alivia sustancialmente a aproximadamente 34 °C (p. €j., 70 % de fucosilacién del mismo anticuerpo; véase la
Tabla 3). Las células que solo tienen un gen de FX salvaje, en contraste no exhiben una gran diferencia en la
capacidad para sostener la fucosilacién de glicoproteinas a 37 °C en comparacion con 34 °C.

Rutas de novo y de rescate a la GDP-fucosa
La GDP-fucosa es un metabolito central en la ruta de la fucosilacién de glicoproteinas, es el donante de fucosa en la

fucosilacion de glicoproteinas. Todas las fucosiltransferasas conocidas de interés que pueden fucosilar una
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glicoproteina que comprenden una FC usan GDP-fucosa. Por tanto, para una eficiente fucosilacion de las
glicoproteinas se debe generar un conjunto suficiente de GDP-fucosa y mantener a un nivel suficiente como para
equivaler a la produccion de glicoproteina.

Existen dos rutas principales a la GDP-fucosa: una ruta de sintesis de novo y una ruta de rescate. En muchas
células de mamifero se puede producir una GDP-fucosa a partir de una fuente de carbono suministrada
externamente (p. e€j., glucosa) mediante una ruta de fucosilacion de novo. En la ruta de fucosilacion de novo, la
glucosa entra en la célula a través de un transportador y se convierte en D-manosa-1-fosfato. La D-manosa-2-fosfato
se convierte después a través de la D-manosa-1-fosfato-guanililtransferasa en GDP-manosa. La GDP-manosa se
convierte en GDP-4-ceto-6-desoxi-manosa a través de la GDP-manosa 4,6-deshidratasa (GMD). La GDP-4-ceto-6-
desoxi-manosa se convierte en GDP-fucosa a través de la GDP-4-ceto-6-desoxi-manosa-3,5-epimerasa-4-reductasa
(FX). La GDP-fucosa es un potente inhibidor por retroalimentacion de la GMD. La GDP-fucosa entra en el aparato de
Golgi a través de un transportador de GDP-fucosa. Una vez en el Golgi, la GDP-fucosa es un sustrato para la a1,6-
fucosiltransferasa, que fucosila glicoproteinas.

En muchas células de mamifero también existe una ruta de rescate para generar GDP-fucosa desde fucosa
suministrada externamente, En la ruta de rescate, la fucosa se transporta al interior de la célula y se fosforila para
formar fucosa-1-fosfato, que se puede convertir en GDP-fucosa. La GDP-fucosa se transporta al Golgi y esta
disponible como sustrato para la a1,6-fucosiltransferasa. El transporte de fucosa al interior de la célula
probablemente se facilite por difusiéon y mediante transporte lisosomal y la ruta de rescate parece ser universal en
células de mamifero (véase, por ejemplo, Becker y Lowe (2003) Fucose: biosynthesis and biological function in
mammals, Glycobiology 13(7):41 R-53R).

Por tanto, en ausencia de una fuente de fucosa, las células fucosilan glicoproteinas usando la fucosa generada por
la ruta de sintesis de novo. En presencia de fucosa, las células fucosilan glicoproteinas usando la fucosa
transportada al interior de la célula. Por tanto, si la ruta de sintesis de novo se bloquea o dafia, la fucosilacién de las
glicoproteinas puede seguir produciéndose, pero solo en presencia de una fuente de fucosa.

Las composiciones y métodos descritos activan las lineas celulares que proporcionen un bloqueo condicional en una
ruta para fucosilar una glicoproteina al proporcionar una célula modificada genéticamente que tiene una modificacion
en una secuencia de acido nucleico de FX. En las células que contienen tanto la ruta de novo como la de rescate,
las células proporcionan una mayor versatilidad. En dichas células, en ausencia de una fuente externa de fucosa, la
fucosilacion de una glicoproteina puede reducirse sustancialmente a una temperatura, pero no reducirse
sustancialmente a una segunda temperatura. Como alternativa, las tasas o niveles de fucosilacion de glicoproteinas
esencialmente salvajes se pueden activar proporcionando una fuente externa de fucosa con independencia de la
temperatura a la cual se mantiene la célula.

Modificaciones de FX

Se proporciona un acido nucleico aislado que codifica una secuencia proteica de FX modificada. El acido nucleico
aislado codifica una proteina FX que comprende la modificacion de aminoacidos 289S. Por tanto, el acido nucleico
aislado codifica una proteina FX que comprende una serina en la posicién 289, en otra realizacién que comprende al
menos uno de 79S, 90K, 136L y/o 211R.

El acido nucleico que codifica la proteina FX modificada se usa en una forma adecuada. La idoneidad de la forma
del acido nucleico depende de su uso. Por ejemplo, formas adecuadas incluyen un ADNc que se puede usar en un
vector de expresion para expresion extracromosomica en una célula o que se puede integrar (en una localizacion
especifica o aleatoriamente) en un genoma de una célula. Las formas adecuadas también incluyen una secuencia
gendmica que se modifica para codificar la o las sustituciones descritas en el presente documento. Las formas
adecuadas también incluyen, por ejemplo, una secuencia dirigida (p. €j., una o mas brazos dirigidos), para dirigir el
acido nucleico a una localizacion especifica en un genoma, por ejemplo para sustituir uno o los dos alelos de un gen
de FX nativo. Las formas adecuadas incluyen vectores dirigidos que dirigen el acido nucleico a una localizacion
especifica en una célula por ejemplo en un locus de FX, para sustituir una secuencia de acido nucleico de FX
enddgeno por una secuencia de acido nucleico de FX de acuerdo con la invencion. La modificacion de una
secuencia de FX enddgena se puede realizar en uno o los dos alelos de la célula.

Lineas celulares con una fucosilacion baja o reducida

Se proporcionan composiciones y métodos para lineas celulares de baja fucosilaciéon. Las composiciones incluyen
acidos nucleicos y proteinas que, cuando estan presentes en una célula que carece o sustancialmente carece de
una actividad de FX nativa o salvaje, confieren a la célula una capacidad reducida para fucosilar una glicoproteina,
por ejemplo una glicoproteina que contiene Fc tal como, por ejemplo, un anticuerpo. En varias realizaciones, dichas
células incluyen las células que exhiben una capacidad sustancialmente reducida para fucosilar una glicoproteina a
una primera temperatura (p. ej., aproximadamente 37 °C), pero conservan la capacidad para fucosilar la
glicoproteina a una segunda proteina (p. €j., aproximadamente 34 °C). Por tanto, se proporcionan células que se
pueden cultivar a una primera temperatura que es inhibidora de la fucosilacion y las condiciones de crecimiento se
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pueden modificar a una segunda temperatura que permite la fucosilacion.

Las lineas celulares de baja fucosilacion se pueden producir usando cualquier célula adecuada junto con las
composiciones y métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, y no a modo de limitacion, se puede
usar cualquier linea celular de uso habitual en la fabricacion de sustancias biofarmacéuticas. Determinados métodos
y composiciones para que estas lineas celulares sean utiles como lineas celulares de baja fucosilacion se describen
en el presente documento; otros son obvios o son facilmente evidentes para los expertos en la técnica a la luz de la
presente descripcion. Las células humanas (p. €j., HeLa, PERC.6™, etc.), células CHO, células de ratén etc. se
pueden modificar genéticamente como se ha descrito en el presente documento para generar una linea celular util.
En el caso de las células CHO, por ejemplo una linea celular de baja fucosilacion util se puede producir modificando
un unico alelo del gen de FX debido a la observacion de que la actividad de FX en CHO parece ser funcionalmente
haploide. En el caso de otras células que exhiben una diploidia funcional en el locus de FX, por otro lado, se puede
manipular mediante la sustitucion de un alelo de FX por una secuencia de acido nucleico de FX modificada como se
ha descrito en el presente documento e inactivando el segundo alelo (salvaje) o sustituyendo ambos alelos de FX
por una secuencia de acido nucleico de FX modificada como se describe en el presente documento.

Las células resultantes incluyen aquellas cuya actividad de FX se ha caracterizado total o sustancialmente como de
baja fucosilacion. Es decir, la célula no tiene que estar completamente desprovista de una proteina FX salvaje o un
gen de FX salvaje, no obstante, la célula en una condicion o conjunto de condiciones adecuadas (p. €j., una
determinada temperatura), deberia ser incapaz o sustancialmente incapaz de fucosilar una glicoproteina (p. €j., una
glicoproteina que contiene FC) en cualquier lugar cerca del nivel que una correspondiente célula con una actividad
de FX normal en conjunto puede fucosilar la misma glicoproteina.

La comparacioén de una célula de acuerdo con la invencién y una célula que no contiene la modificacion se realiza en
las mismas condiciones o esencialmente en las mismas condiciones (p. ej., medio, temperatura, densidad celular
etc.). Por ejemplo, en varias realizaciones, la célula exhibira una capacidad para fucosilar no mas del 10 % a no mas
del 1 % de la capacidad para fucosilar que exhibe una célula salvaje. Esta comparacion se puede realizar, por
ejemplo, preparando una célula que tiene la o las modificaciones descritas en el presente documento y comparando
el nivel de fucosilacién de una glicoproteina expresada por la célula (p. ej., expresion de un anticuerpo a partir de
una construccion de expresion en la célula) con el nivel de fucosilacion de la misma glicoproteina expresada por una
célula salvaje. Para la comparacion, las células se cultivan a la misma temperatura y en las mismas condiciones. El
nivel de fucosilacion de la glicoproteina se puede determinar usando cualquier método analitico adecuado conocido
en la técnica para cuantificar la cantidad de fucosa presente en una preparacion glicoproteica.

Al determinar cuanto de la glicoproteina esta fucosilado, la cantidad de fucosa se compara con la cantidad de
glicoproteina total o con la cantidad de glicano obtenida de la proteina.

Lineas celulares con fucosilacion deficiente

Se ha aislado una serie de lineas celulares de mamifero que en conjunto son incapaces de fucosilar las
glicoproteinas. El desarrollo de lineas celulares con fucosilacion deficiente ha estado estimulado en gran medida por
la necesidad de producir anticuerpos que carezcan de fucosilacion. Los anticuerpos que carecen de fucosilacion
participan en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mucho mejor que los anticuerpos
fucosilados debido a la union alterada a un receptor de Fc. Por consiguiente, son altamente deseables los
anticuerpos que median mejor en la ADCC, en particular los anticuerpos que comprenden regiones variables
dirigidos a células tumorales. Por tanto, las células que son incapaces de fucosilar glicoproteinas son ampliamente
usadas en el desarrollo y fabricacion de anticuerpos para usos terapéuticos.

Se han desarrollado dos defectivas de las rutas de fucosilacidon que tienen como resultado la incapacidad de una
célula para fucosilar una glicoproteina. La inactivacion de la a1,6-fucosiltransferasa (FUT8) tiene como resultado la
incapacidad para transferir GDP-fucosa a una glicoproteina. La inactivacion de la GDP-manosa-4,6-deshidratasa
(GMD) tiene como resultado la incapacidad para producir GDP-4-ceto-6-desoxi-manosa a partir de GDP-manosa en
la ruta de novo.

La inactivacion de la fucosilacion aguas abajo de la formacion de GDP-fucosa, por ejemplo deficiencias en la a1,6-
fucosiltransferasa, no puede recurrir a la ruta de rescate para fucosilar las glicoproteinas en presencia de una fuente
de fucosa externa. Esto es porque el bloqueo es distal a la formaciéon de GDP-fucosa, el metabolito en el cual se
encuentran las rutas de novo y de rescate. Por tanto, alimentar las células que tienen dicha inactivacion con fucosa
no rescatara la fucosilaciéon de glicoproteinas. Por tanto, las deficiencias en a1,6-fucosiltransferasa no ofrecen una
ruta sencilla para manipular selectivamente la capacidad de una célula para fucosilar una glicoproteina.

La inactivacion de la fucosilacion aguas arriba de la formacion de GDP-fucosa, por ejemplo deficiencias en GDM,
puede, en teoria, recurrir a la ruta de rescate para fucosilar glicoproteinas. Esto es porque el bloqueo se produce
antes de la formacion de GDP-fucosa. Alimentar dichas células con fucosa rescatara, en teoria, la fucosilacion de
glicoproteinas. No obstante, las lineas celulares que contienen deficiencias carecen de versatilidad.
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Los inventores han descubierto que una alteracion selectiva de la ruta de fucosilacién de novo antes de la formacion
de GDP-fucosa generara una linea celular con un defecto que es rescatado proporcionando una fuente de fucosa o
rescatado manteniendo las células en condiciones que permiten la fucosilaciéon, Los inventores han modificado
células para que tengan un defecto en la ruta de novo agudas arriba de la GDP-fucosa y que se pueden cultivar en
ausencia de fucosa en na primera condicién y exhiben una capacidad sustancialmente reducida para fucosilar una
glicoproteina, mientras que en una segunda condicion las células pueden fucosilar con eficiencia una glicoproteina,
incluso en ausencia de una fuente de fucosa externa. Una linea celular de este tipo particularmente versatil presenta
la opcion de encender o apagar la fucosilacion en la linea celular controlando la disponibilidad de una fuente externa
de fucosa (o un precursor de la fucosa adecuado) y/o cultivando las células en una condicidon que permite la
fucosilacion o una condicion deficiente en fucosilacion.

Los inventores han alterado de forma selectiva la ruta de novo para la sintesis de GDP-fucosa generando una
secuencia de acido nucleico de FX mutada. La proteina FX es una epimerasa-reductasa bifuncional que epimeriza
los grupos hidroxilo en C3 y metilo en C5 de la manosa formando GDP-4-ceto-6-desoxigalactosa. Una actividad
reductasa dependiente de NADPH de la enzima bifuncional reduce el resto ceto para formar GDP-fucosa. El gen de
FX esta altamente conservado, que se refleja en los elevados grados de identidad y similitud de las proteinas FX.
Véase, per ejemplo, Becker y Lowe (2003) Fucose: biosynthesis and biological function in mammals, Glycobiology,
13(7):41 R-53R. Por tanto, los datos presentando en relacion con las mutaciones de FX en las células CHO se
pueden aplicar a las correspondientes modificaciones de FX en una amplia variedad de células.

La alteracién selectiva de FX proporciona una mayor versatilidad, lo que permite a la persona que lo practica
desfavorecer, o inhibir, la fucosilacion manteniendo un cultivo a una primera temperatura, pero permitir la
fucosilacion manteniendo el cultivo a una segunda temperatura. En varias realizaciones, esto se ilustra mediante un
gen de FX modificado, donde la modificacion comprende una modificacion seleccionada del grupo que consiste en
(para una proteina FX de CHO) L289S, N79S, N90K, P136L, G211R, y una combinacion de los mismos, donde al
menos L289S esta presente. En varias realizaciones, la modificacion de FX consiste esencialmente en una
modificacion seleccionada del grupo que consiste en L289S, L289S/N90K, L289S/G211 R, L289S/P136L,
L289S/N79S, y una combinacién de los mismos.

Como saben los expertos en la técnica, determinadas células que son diploides exhiben fenotipos que reflejan la
actividad de solo uno de dos alelos, en particular loci, por ejemplo células CHO, y con respecto a dichos loci parecen
ser funcionalmente haploides (o hipodiploides) desde una perspectiva fenotipica. En dichas células, la modificacion
de incluso solo un alelo como se describe en el presente documento puede tener como resultado un fenotipo que
refleja esencialmente la actividad del alelo modificado, incluso en los casos en los que el fenotipo no es un fenotipo
dominante. Por ejemplo, en las células CHO, la modificacion como se describe en el presente documento de un solo
alelo, probablemente tendra como resultado un fenotipo FX esencialmente como se describe en el presente
documento, probablemente debido a la no expresion (o hipoexpresion) del alelo salvaje de FX.

En varias realizaciones, la FX es una FX que no procede de una célula CHO y la modificacion comprende una
modificacion seleccionada del grupo que consiste en una modificacion que corresponde en la FX que no es de CHO
a las modificaciones de CHO indicadas anteriormente, siempre que la proteina FX sea al menos un 90 % idéntica a
la SEC ID N° 1 y comprenda una serina en la posicion 289. Las modificaciones correspondientes se pueden
identificar alineando la secuencia de la proteina FZ de CHO con otra secuencia de FX de interés (con o sin huecos
en la alineacion) usando, por ejemplo, un algoritmo de alineacion de la secuencia multiple de propdsito general tal
como ClustalW con los parametros predeterminados (p. €j., para FX humana (N° de acceso AAC50786) y C. griseus
(N° de acceso AAM91926) usando MacVector™ v. 10.0.2, pareado: Matriz de Gonnet a una velocidad de alineacion
lenta, penalizacién por hueco abierto 10,0, penalizacién por hueco extendido = 0,1; multiple: Serie de Gonnet,
penalizacion por hueco abierto 10,0, penalizaciéon por hueco extendido = 0,2; divergente de retraso = 30 %,distancia
de separacion de huecos= 4, sin separacion de huecos en el extremo, penalizaciones especificas de residuo y
penalizaciones hidrofilicas (residuos hidrofilicos GPSNDQEKR)).

Como materia practica, la alineacion de una secuencia sujeto contra la SEC ID N° 1 ola SEC ID N° 1y 3-6 en
MacVector™ usando los parametros predeterminados de la alineacion pareada se identificaran las correspondientes
posiciones en la secuencia sujeto a la cual realizar modificaciones en las posiciones equivalentes a las posiciones
en CHO N79, N90, P136, G211 y L289.

Glicoproteinas

Las composiciones y métodos se pueden usar para modificar la capacidad de fucosilacion de las células para
conseguir una baja fucosilacion de cualquier glicoproteina de interés. Aunque la mayor parte de esta divulgacion
hace referencia a las ventajas de la fucosilacion reducida en los anticuerpos, los beneficios de la invencidon no se
limitan a los anticuerpos. Cualquier proteina de union portadora de una Fc, y existen muchos, muchos tipos de
dichas proteinas de union, se puede producir usando las composiciones y métodos de la invencion.

Una glicoproteina tipica que se puede producir con la invencion es un anticuerpo (p. €j., un anticuerpo humano, de
ratén o humanizado) que esta glicosilado y, en condiciones normales en una célula salvaje, fucosilado. Ejemplos
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incluyen, a modo de ilustracion y no a modo de limitacién, anticuerpos humanos de los subtipos IgG1, 1IgG2 e 1gG4.
Las glicoformas de dichos anticuerpos incluye aquellas con un resto glicano en la posicion 298. Glicoformas tipicas
en la posicion 297 incluyen un GIcNAc unido a N, seguido de un GIcNAc, seguido de un resto de trimanosilo
biantenal, seguido de (en cada uno de los dos restos de manosilo del resto de trimanosilo biantenal) uno o mas
residuos de GIcNAc, seguidos opcionalmente de un residuo de galactosa en uno o mas de los residuos de GIcNAc
unidos a las antenas del resto de trimanosil biantenal. La fucosilacion del glicano normalmente se produce en el
residuo de GIcNAc inicial unido a N, donde (normalmente) un Unico residuo de fucosa esta unido a través de una
fucosiltransferasa en el anticuerpos glicolado en 297. En varias realizaciones, la proporcion molar o el porcentaje o
la extension de la fucosilacién del anticuerpo se mide con respecto a este residuo de fucosa en relaciéon con la
cantidad (o moles) de anticuerpos y/o la cantidad (o moles) de glicano o sustituyente de glicano (p. ej., moles
relativos de fucosa:anticuerpo o de fucosa:GIcNAc o fucosaimanosa o fucosarresto de trimanosilo o
fucosa:galactosa del glicano unido a 297, en una preparacion de anticuerpos obtenida de células salvajes o de
células que comprenden una secuencia de acido nucleico de FX modificada de acuerdo con la invencion).

Lineas de CHO con baja fucosilacion

Una linea de CHO de baja fucosilacion se construy6 a partir de células CHO K1 adaptadas a crecer en suspension
en un medio biorreactor sin suero. La linea de CHO (denominada linea 6066) contenia una sustitucion L289S en el
gen de FX de CHO. En la linea celular y en una linea celular de CHO correspondiente que carece de la modificacion
de FX (linea designada 4044) como se describe en los ejemplos se produjeron un anticuerpo recombinante que es
una IgG1 humana que se une especificamente a un receptor de interleucina (anticuerpo 1) y un anticuerpo
recombinante que es una IgG1 humana que se une especificamente a una proteina de superficie celular de una
célula inmunitaria (anticuerpo 2). Las células se cultivaron durante tres dias en agitadores o 12 dias en un
biorreactor (cada uno a 37 °C).

Las células portadoras de la modificacion en el gen de FX y que expresan el anticuerpo 1 solo fucosilaron
aproximadamente un 6,14 o 6,86 % (12 dias) o aproximadamente un 7 u 8 % (tres dias) del anticuerpo 1, mientras
que en ausencia de la modificaciéon de FX, las células fucosilaron aproximadamente un 89,3 % (3 dias) o
aproximadamente un 85,8 % (12 dias) (Tabla 1).

Las células portadoras de la modificacién del gen de FX y que expresaban el anticuerpo 2 fucosilaban el anticuerpo
2 Unicamente en aproximadamente un 3,6 %, mientras que en ausencia de la modificacién de FX, las células
fucosilaron aproximadamente un 95 % (3 dias) o aproximadamente un 76,8 % (12 dias) (Tabla 1).

A partir de las células CHO K1 que contenian una modificacion L289S y N9OK del gen de FX en CHO (linea
designada 8088) se produjo otra linea CHO de fucosilacion baja. El anticuerpo 1 expresado en estas células exhibid
unicamente aproximadamente un 0,96 % de fucosilacion ( 3 dias) o0 0,71 % de fucosilacion (12 dias) (Tabla 2).

Otra linea de CHO de baja fucosilacion se produjo a partir de células CHO K1 (de células 6066-1, que tienen una
modificacion en el gen de FX L289S) que contenian una sustitucion P136L (linea designada 2121). Estas células
expresaban el anticuerpo 1 que estaba fucosilado solo en un 0,82 % a los 3 dias (Tabla 2).

Otras dos lineas de CHO de baja fucosilacion se produjeron a partir de células CHO K1 (de células 6066-1, que
tienen una modificacion en el gen de FX L289S) que contenian una sustitucion N79S (linea designada 2020 y 6069).
Estas células expresaban el anticuerpo 1 que estaba fucosilado solo en un 0,94 % a los 3 dias (2020) o solo un 0,86
% fucosilado a los 3 dias (6069) (Tabla 2).

La dependencia de la temperatura de la fucosilacion para el anticuerpo 1 se analizé usando las lineas celulares
4044-1 (sin modificacion del gen de FX) y la linea celular 6066-1 (modificacion del gen L289S FX). La linea celular
6066-1 solo exhibié un 7 % de fucosilacion a 37 °C y aproximadamente un 70 % de fucosilacion a 34 °C. La linea
celular 4044-1 exhibié aproximadamente la misma fucosilacion (95-96 %) tanto a 37 °C como a 34 °C.

A partir de la linea celular 8088 (L289S y N90K) que expresaba dos anticuerpos diferentes frente al mismo receptor
del factor de crecimiento se produjeron otras dos lineas celulares de fucosilacion baja, Ab 3.1 y Ab 3.2. Después de
cultivar durante tres dias a 37 °C en presencia (ruta de rescate) o en ausencia (ruta de novo) de fucosa se determiné
la composicion del glicano y el contenido en fucosa del glicano. En ausencia de fucosa, las lineas celulares
produjeron solo aproximadamente un 1,87 % o 5,73 % de fucosilacién, mientras que en presencia de una fuente
externa de fucosa se restauro la fucosilacion a al menos un 95,22 % 0 95,63 %.

Ejemplos
Ejemplo 1: Lineas celulares de CHO

En el presente documento se describen diversas lineas celulares de CHO, aisladas directa o indirectamente de
células CHO K1.
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Células RGC10. La linea celular de CHO 3033 se genero a partir de células CHO K1 como se ha descrito para las
células RGC10 en la patente de EE.UU. N° 7.435.553. En resumen, las células CHO K1 se transfectaron de forma
estable con los vectores pTE158 y pcDNAG/TR (Invitrogen). Las células transfectadas se seleccionaron segun la
expresion inducible por doxiciclina de hFcyR1 y se selecciond un clon para dar lugar a la linea celular 3033. Las
células 3033 se adaptaron para crecer en cultivo de suspensiéon en medo sin suero 3.

Células 5055. Las células 5055 son células CHO K1 que se han adaptado para crecer en suspensién en un medio
de biorreactor sin suero Medio 2.

Células 4044. Las células 4044 derivaron de células RGC16 descritas en la publicacién de la solicitud de patente
internacional n® WO 2008/151219 A1 presentada el 4 de junio de 2008 y la publicacion de la solicitud de patente de
EE.UU. N° 2009/0124005A1 presentada en 4 de junio de 2008 y que contiene un casete en caja en un locus
aumentado de expresion y estabilidad (EESYR). El locus EESYR en 4044 tiene, de 5 a 3’ en la hebra de
codificacion, un sitio loxP, un promotor tardio de SV40, un gen de resistencia a puromicina, un promotor de CMV, un
IRES, un gen de eCFP, un sitio 10x2272, un promotor de CMV, un gen DsRed y un sitio lox511. Las células 4044
contienen ademas un vector pcDNAG/TR transfectado de forma estable.

Otras células. La linea celular 7077 derivo de células 3033 sin el uso del acido nucleico recombinante exdgeno. Las
lineas celulares 6066, 8088, y 1010 derivaron de células 4044 sin el uso del acido nucleico recombinante exdgeno.

Ejemplo 2: Produccion de anticuerpos recombinantes en células CHO

Vectores. Los vectores descritos en el presente documento tienen las caracteristicas indicadas, donde la colocacion
relativa de las caracteristicas se presentan con respecto a la hebra de codificacion, indicadas de 5’ a 3.

pR4000: un promotor UbC humano, un gen que codifica la cadena pesada de Ab 2, un promotor tardio de SV40 y un
gen de resistencia a higromicina.

pR4001: un promotor UbC humano, un gen que codifica la cadena ligera de Ab 2, un promotor tardio de SV40 y un
gen de resistencia a puromicina.

pR4002: un sitio LoxP, un promotor de CMV humano, un gen que codifica la cadena pesada de Ab 2, un promotor
tardio de SV40 y un sitio Lox2272.

pR4003: un sitio Lox2272, un gen de resistencia a higromicina, un IRES, un gen de EGFP, un promotor de CMV
humano, un gen que codifica la cadena ligera de Ab 2 y u sitio Lox511.

pR4004: un promotor tardio de SV40 y el gen que codifica la recombinasa Cre (véase el documento WO
2008/151219A1).

pPR4005: un sitio LoxP, un promotor de CMV humano, un gen que codifica la cadena ligera del anticuerpo 1 (Ab 1),
un promotor tardio de SV40 y un sitio Lox2272.

pR4006: un sitio Lox2272, un gen de resistencia a higromicina, un IRES, un gen de EGFP, un promotor de CMV
humano, un gen que codifica la cadena pesada de Ab 1y un sitio Lox511.

pR4007: un sitio LoxP, un promotor de CMV humano, un gen que codifica la cadena ligera de Ab 1, un promotor
tardio de SV40, un gen que codifica el extremo N de la proteina de resistencia a higromicina y un sitio Lox2272.

pR4008: un sitio Lox2272, un gen que codifica el extremo C de la proteina de resistencia a higromicina, un IRES, un
gen de EGFP, un promotor de CMV humano, un gen que codifica la cadena pesada de Ab 1 y un sitio Lox511.

pR4009: un sitio LoxP, un promotor tardio de SV40, un gen de resistencia a higromicina, un sitio interno de entrada
para el ribosoma (IRES), un gen de EGFP, un promotor de CMV humano y un sitio Lox511.

pR4010: un sitio LoxP, un promotor tardio de SV40, un gen de resistencia a higromicina, un IRES, un gen de EGFP,
un promotor de CMV humano, el gen de FX salvaje y un sitio Lox511.

pR4010: un sitio LoxP, un promotor tardio de SV40, un gen de resistencia a higromicina, un IRES, un gen de EGFP,
un promotor de CMV humano y el gen de FX mutado que tiene las mutaciones el gen L289S y N9OK.

La competencia de la fucosilacion en las células CHO se estudié mediante tincion LCA de superficie celular y
mediante analisis de los anticuerpos recombinantes producidos por las células CHO. En un estudio, se usaron
células 7077 como las células huésped para la expresion del anticuerpo 2 (Ab 2), un anticuerpo IgG1 humano contra
un receptor de células B humanas, seguido de un método descrito en la patente de EE.UU. N° 7.435.553. En pocas
palabras, las 1 x 10" células 7077 se transfectaron con el plasmido pR4000 (cadena pesada, resistencia a
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higromicina) y pR4001 (cadena ligera, resistencia a puromicina) usando Lipofectamine™ (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Los cultivos transfectados se seleccionaron con 400 microgramos/ml de higromicina y 10 microgramos/ml de
puromicina cada uno durante dos semanas en medio F12 que contiene 10 % de suero bovino fetal. Las células que
sobrevivieron a la seleccion se combinaron y se adaptaron para cultivar en suspension en un medio de biorreactor
sin suero Medio 2. La expresion de hFcyRI se indujo mediante la adicion de doxiciclina al medio de cultivo durante
tres dias. Los cultivos inducidos se incubaron con 1 miligramo/ml de IgG de conejo durante 18 horas antes de la
tincion con el fragmento F(ab'), de un anticuerpo Fc anti-humano conjugado con FITC policlonal de cabra (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). Las células se tifieron durante 1 hora, después se lavaron dos veces con PBS
antes del analisis mediante citometria de flujo en un clasificador celular MoFlo™ (Fort Collins, CO). Las células con
una intensidad media de fluorescencia FITC en el 5% superior de la poblacién celular total se clasificaron en un
grupo y se denominaron células 7077-1. Las células 7077-1 se expandleron durante 10 dias en le Medio 2. Para
producir Ab 2, recombinante, las células 7077-1 se sembraron a 4 x 10° células/ml de medio 2 en un matraz agitador
a 37 °C. Tres dias después, el medio acondicionado se recogio y la proteina Ab2 se purificd mediante cromatografia
de afinidad de la Proteina A.

Se usaron células CHO4044 y 6066 como células huésped para la expresion de Ab 2 y Ab 1, un anticuerpo 1gG1
humano contra un receptor de citoquina humana. En pocas palabras, para expresar Ab 2, 2 x 10° células 4044 y2x
10° células 6066 (teniendo cada uno un casete lox en un locus EESYR) se transfectaron cada uno con pR4002
(cadena pesada en un casete lox), pR4003 (cadena ligera y reS|stenC|a a higromicina en un casete lox) y pR4004
(codifica Cre). Para expresar Ab 1, 2 x 10° células 4044 y 2 x 10° células 6066 se transfectaron cada una con
pR4005 (cadena ligera en un casete lox), pR4006 (cadena pesada y resistencia a higromicina en un casete lox) y
pR4004 (codifica Cre). Las células 4044 y 6066 transfectadas se seleccionaron con 400 microgramos/ml de
higromicina durante 10 dias en medio F12 que contiene 10 % de FCS. Las células supervivientes se adaptaron para
crecer en suspension en medo sin suero 1 durante siete dias. Las células que han sufrido un intercambio de casete
mediado por Cre en el locus EESYR expresaron EGFP pero no DsRed o ECFP. Las células positivas par EGFP
pero negativas para DsRed y ECFP se recolectaron mediante clasificacion celular usando un clasificador MoFlo™.
Las células derivadas de 4044 transfectadas con los genes Ab 2 y Ab 1 se designaron células 4044-2 y 4044-1,
respectivamente. Las células derivadas de 6066 transfectadas con los genes Ab 2 y Ab 1 se designaron células
6066-2 y 6066-1, respectivamente. Las células 4044-2, 6066-2, 4044-1, y 6066-1 se expandieron cultivando en
medlo 2 durante siete afios. Para producir anticuerpos recombinantes, las cuatro lineas celulares se sembraron a 4 x
10° células/ml de medio 2 en un matraz de agitacion a 37 °C. Tres dias después, los medios acondicionados se
recogieron y los anticuerpos recombinantes en los mismos se purificaron mediante cromatografia de afinidad de
proteina A.

Las células CHO 8088 y 1010 CHO tamblen se usaron como células huésped para la expresion de Ab 1. En pocas
palabras, para expresar Ab 1, 2 x 10° células 8088 y 2x 10° células 1010 se transfectaron cada una con pR4007
(cadena ligera y primera porcién del gen de resistencia a higromicina en un casete lox), pR4008 (cadena pesada y
segunda porcién del gen de resistencia a higromicina en un casete lox) y pR4004 (que codifica Cre). Las células
transfectadas que sobrevivieron a la seleccion con 400 microgramos/ml de higromicina se adaptaron para crecer en
suspension en medio sin suero 1. Las células que expresaron EGFP pero no DsRed o ECFP de las células 8088 y
1010 transfectadas se aislaron clasificando las células en un MoFlo™ y se designaron 8088-1 y 1010 1. Para
producir la proteina Ab 1, las células 8088-1 y 1010-1 se sembraron en matraces de agitacion a 4 x 10° células/ml.
Tres dias después, los medios de cultivo s recogieron y el Ab 1 en ellos se purificaron mediante cromatografia de
proteina A.

Ejemplo 3: Analisis de fucosilacion del anticuerpo

Las proteinas anticuerpo IgG1 humanas purificadas se desglicosilaron inicialmente con PNGasa F en condiciones
desnaturalizadas (0,5 % de SDS, TCEP 2mM y bloqueo con 1 % de NP-40) en Tris 50 mM a pH 8,0 con una
proporcion proteina/enzima de 1 microgramo/0,1 mU a 37 °C durante la noche. Los glicanos liberados se derivaron
de forma fluorescente con acido antranilico a 80 °C durante 1 hora. Las muestras se limpiaron previamente para
eliminar el exceso de reactivo de acido antranilico con cartuchos de Waters Oasis™ HLB. La mezcla de
oligosacaridos se analizé después mediante HPLC de fase inversa usando 0,5 % de TFA en ddH,0 como fase movil
Ay 0,045 % de TFA en 90 % de acetonitrilo/10 % de ddH2O como la fase movil B. Los glicanos se resolvieron en
una columna Thermo Hypercarb™ (Thermo Fisher, Waltham, MA) (dimension de 100 x 2,1, de tamafio de particula
de 3 micrometros) mediante la aplicacion de un gradiente de 30 a 40 % B durante 40 minutos. La sefales se
detectaron usando un detector de fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 230 nm y una longitud de
onda de emision de 425 mm. Analisis adicionales de los picos de glicano separados mediante HPLC mediante
espectrometria de masas revelaron que se separaban en dos grupos principales: glicanos biantenales no
fucosilados y glicanos biantenales fucosilados. Dentro de cada grupo (fucosilados frente a no fucosilados), los
glicanos se separaron adicionalmente en las formas digalactosil (G2), monogalactosil (G1) o agalactosil (GO). La
integracion del area del pico correspondiente a diferentes formas de glicano permite la cuantificacion sobre las
poblaciones de cada glicano individual sobre el anticuerpo monoclonal.
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Ejemplo 4: Secuenciacion de los transcritos mayoritarios de los genes de FX, GMD, transportador de GDP-
fucosay FUT8

Las proteinas codificadas por los genes de de FX, GMD, transportador de GDP-fucosa y FUT8 son componentes de
la ruta de fucosilacion de novo. Se determinaron las secuencias del transcrito mayoritario del gen de FX en las lineas
de células CHO 5055, 4044-1, 7077-1, 6066-1, 2121, 2020, 6069, 1010, y 8088 y las secuencias del transcrito
mayoritario del gen de GMD en las células 4044-1, 6066-1, 1010, y 8088. También se determinaron las secuencias
de los transcritos mayoritarios del gen de FUT8 y transportador de GDP-fucosa en células 4044-1 y 6066-1.

En pocas palabras, el ARN total se aislé de 5 x 10° células CHO usando el kit Micro-Fast Track 2.0 Kit™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Los ADNc de los cuatro genes de fucosilacion se sintetizaron a partir de ARN total usando oligo-gT
como cenador y SuperScript Il First-Strand Synthesis System™ (Invitrogen). EI ADNc de GMD se amplificd
mediante PCR usando los cebadores 5'-ctacaatctt ggtgcccaga gc-3' SEC ID N° 7 y 5'-tccagttcag tttctgetge g-3' SEC
ID N° 8. El ADNc de FX se amplific6 mediante PCR usando los cebadores 5'-ttccctgaca agaccaccta tcc-3' SEC ID N°
9 y 5'-tagttgtcgg tgaaccaggc ac-3' SEC ID N° 10. EI ADNc del transportador de la GDP-fucosa se amplific6 mediante
PCR usando los cebadores 5'-gatgaggaca gcaggaacaa gc-3' SEC ID N° 11 Y 5'-agcactcttc tcaccctctt tgg-3' SEC ID
N° 12. El ADNc de FUT8 se amplific6 mediante PCR usando los cebadores 5'- agccaagggt aagtaaggag gacg-3' SEC
ID N° 13 y 5'-tigtagacag cctccatcct cg-3' SEC ID N° 14. Las ADN polimerasas usadas en las reacciones de PCR
fueron una mezcla de 20 a 1 de Platinum Taqg™ (Invitrogen) y Pfu clonado (Stratagene, La Jolla, CA). Los productos
de la PCR se purificaron mediante electroforesis en gel y se clonaron en el vector pCR2.1 TOPO™ (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de ADN clonados se transformaron en células DH10B
electrocompetentes. Se escogié un minimo de tres colonias bacterianas para cada transformacion con el fin de
inocular tres cultivos liquidos que contenian LB y 100 microgramos/ml de ampicilina. Los ADN de plasmidos en estos
cultivos se purificaron usando QlAprep Spin Miniprep Kit™ (Qiagen). Las secuencias de los productos de PCR
clonados se determinaron usando los cebadores M13 localizados en el vector y los respectivos cebadores para PCR
5'y 3'. Estas secuencias se compararon con las secuencias en Genbank para el ARNm de FX (niUmero de acceso
AF525365), GMD (numero de acceso AF525364), transportador de la GDP-fucosa (nimero de acceso AB222037), y
FUT8 (numero de acceso BD359138) de C. griseus.

Las mutaciones en las secuencias consenso del transcrito de FX que dieron lugar a cambios de codones con
respecto a la secuencia de referencia en Genbank (AF525365) se identificaron en las células in 7077-1, 6066-1,
2121, 2020, 6069, 1010 y 8088 (Tablas 1y 2). Las secuencias de los transcrito de GMD de las células 4044-1, 6066-
1, 1010 y 8088 coincidian con las secuencias de GMD indicadas en GenBank (niumero de acceso AF525364). Las
secuencias de los transcritos del transportado de la GDP-fucosa y de FUT8 en las células 4044-1 y 6066-1
coincidian con sus respectivas secuencias indicadas en GenBank también (ndmeros de acceso AB222037 y
BD359138).

Ejemplo 5: Fucosilacion en las lineas celulares CHO con una unica mutaciéon L289S en el gen de FX

Primero se estudié la competencia en cuanto a la fucosilacion relativa en las células 3033, 4044, 6066 y 7077
mediante tincion de las células con la lectina Lens culinaris aglutinina (LCA). En pocas palabras, 2 x 10° células 4044
y 6066 se incubaron cada una con biotina-LCA (Vector Laboratories, Burlingame, CA) a 5 microgramos/ml durante
una hora. Tras dos lavados con PBS, las células se incubaron con estreptavidina conjugada con ficoeritrina (Jackson
ImmunoResearch) durante 30 minutos. Después, las células se levaron una vez con PBS y se analizaron mediante
citometria de flujo. Las células 3033 y las células 7077 se tifieron con FITC-LCA durante una hora, se lavaron dos
veces y se analizaron mediante citometria de flujo (FIG. 2). Las células 3033, 4044, 6066 y 7077 se tifieron todas
con LCA. La intensidad de la tincién con LCA en las células 6066 y 7077 fue significativamente mas débil que la
intensidad de la tincion con LCA en las células 3033 y 4044 (FIG. 2), lo que sugiere que habia menos fucosilacion de
proteinas en las células 6066 y 7077 que en las células 3033 y 4044. Para analizar su las células 6066 y 7077
podian usarse como células huésped para la expresion de los anticuerpos higG1 con un contenido en fucosa bajo,
las células 4044 y 6066 se transfectaron de forma estable con los plasmidos de expresion para Ab 2y Ab 1, y las
células 7077 se transfectaron de forma estable con los plasmidos de expresion para Ab 2 (véase el Ejemplo 2). Ab 2
y Ab 1 recombinantes se produjeron a partir de las células transfectadas en cultivos en matraces de agitacion
durante tres dias, asi como en cultivos en biorreactor de forma discontinua durante doce dias. Ab 2 y Ab 1 se
purificaron a partir del medio acondicionado y los niveles de su fucosilacion se determinaron mediante HPLC (Tabla
1). Como se muestra en la Tabla 1, 7077-1, 6066-1, y 6066-2 produjeron anticuerpos recombinantes con un nivel de
fucosilacion entre 3,6 % y 8 % en agitadores y biorreactores a 37 °C.

Tabla 1
Destlgnaaon de D(::'S|gna0|on de la Mutacion Anticuerpo | Fucosilaciéon en | Fucosilacion en
la linea celular linea celular de o . o : o
. e consenso en FX indicador agitador (%) biorreactor (%)
huésped produccion
4044 4044-1 Ninguna Ab 1 89,3 85,8
7077 7077-1 L289S Ab 2 4,0
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Tabla 1
Destlgnaaon de D(::'S|gna0|on de la Mutacion Anticuerpo | Fucosilaciéon en | Fucosilacion en
la linea celular linea celular de o . o : o
. t consenso en FX indicador agitador (%) biorreactor (%)
huésped produccion

4044 4044-2 Ninguno Ab 2 95 76,8

6066 6066-1 L289S Ab 1 7;8 6,14; 6,86

6066 6066-2 L289S Ab 2 3,6

Ejemplo 6: Fucosilacion en las lineas celulares CHO con dos mutaciones de aminoacidos en el gen de FX

8088, y 1010 son dos lineas celulares aisladas de las células 6066 sin el uso del acido nucleico recombinante
exogeno. 6069, 2020 y 2121 son tres lineas celulares aisladas de las células 6066-1 sin el uso del acido nucleico
recombinante exdgeno. Las secuencias del transcrito mayoritario para el gen de FX se determinaron mediante RT-
PCR (Tabla 2). Se encontré que estas cinco lineas celulares tenian la misma mutacién L289S en las células 6066 y
7077. Los transcritos de FX en las cinco lineas celulares también portan mutaciones que cambian un aminoacido
ademas del cambio L289S. Estas mutaciones se resumen en la Tabla 2. Las células 8088, 1010, 6069, 2020 y 2121
exhibieron una unién reducida a LCA (FIG. 4), lo que sugiere una fucosilacion de proteinas reducida en estas
células.

Para examinar la competencia de la fucosilacién en las células 8088 y 1010 se produjo Ab 1 en estas dos células
huésped mediante transfeccion estable. Los cultivos transfectados se seleccionaron con 400 microgramos/ml de
higromicina durante dos semanas. Las células resistentes a higromicina se adaptaron para cultivar en el medio 1 en
cultivos en suspension. El Ab 1 recombinante se produjo en cultivos en matraces de agitacion durante tres dias, asi
como en cultivos en biorreactor de alimentacién discontinua durante doce dias. Ab 1 se purificd a partir del medio
acondicionado y los niveles de fucosilacion de Ab 1 se determinaron mediante HPLC (Tabla 2). Como se muestra en
la Tabla 2, las células 8088 y 1010 transfectadas produjeron el anticuerpo Ab 1 recombinante con un nivel de
fucosilacion entre 0,53 % y 0,96 % en agitadores y biorreactores a 34 °C.

La competencia en fucosilacion en las células 6069, 2020, 2121 también se analizé tras la purificacién de la proteina
Ab 1 producida en cultivos en matraces de agitacion. La Tabla 2 muestra que estas tres lineas celulares produjeron
Ab 1 con niveles de fucosilacion variables desde 0,82 % a 0,94 %.

Tabla 2
Designacion de la | Designacion de la Mutacion de FX Proteina | Fucosilacion en | Fucosilacion en
linea celular linea celular de indicadora agitador (%) biorreactor (%)
huésped produccién
8088 (8088) 8088-1 L289S, N9OK Ab 1 0,96 0,71
1010 1010-1 L289S, G211 R Ab 1 0,94 0,53
2121 L289S, P136L Ab 1 0,82
2020 L289S, N79S Ab 1 0,94
6069 L289S, N79S Ab 1 0,87

Ejemplo 7: Competencia de la fucosilacion en 6066-1 depende de la temperatura

El efecto de las temperaturas de cultivo en la fucosilacion de proteinas en las células 6066-1 se analiz6 mediante
tincion con LCA y mediante analisis de la fucosilacion de la proteina Ab 1 producida en estas células. La FIG. 5
mostro las tinciones con LCA de las células 4044-1 Y 6066-1 cultivadas a 37 °C y a 34 °C. Las células 4044-1
cultivadas a 34 °C y a 37 °C se tifieron de forma similar mediante LCA. Las células 6066-1 cultivadas a 34 °C se
unieron a LCA a un nivel que era significativamente mejor que el de las células 6066-1 cultivadas a 37 °C. En la tabla
3 se muestra el nivel de fucosilacion en la proteina Ab1 producida en las células 4044-1 y 6066-1 en los cultivos en
matraces de agitacion a 34 °C y a 37 °C. Las células 4044-1 produjeron Ab 1 con una fucosilacion del 96 % y 95 %
cuando se cultivaron a 34 °C y a 37 °C, respectivamente. Por el contrario, las células 6066-1 produjeron Ab 1 con
una fucosilacién de aproximadamente 70 % y 7 % a 34 °C y a 36 °C, respectivamente. Este resultado indica que el
nivel de fucosilacién en las células 6066-1 depende de la temperatura.

Tabla 3
Designacion de la Il'nlea celular de Mutacién consenso en FX | Temp. de cultivo (°C)| Fucosilacién en Ab 1 (%)
produccion
4044-1 Ninguna 37 95
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Tabla 3
Designacion de la I|"n’ea celular de Mutacién consenso en FX | Temp. de cultivo (°C)| Fucosilacién en Ab 1 (%)
produccion
4044-1 Ninguna 34 96
6066-1 L289S 37 7
6066-1 L289S 34 70

Ejemplo 8: Fucosilacion de las células CHO cultivadas en medio suplementado con L-fucosa

En células de mamifero se puede producir GDP-fucosa mediante la ruta de sintesis de novo y la ruta de rescate
(Becker y Lowe (2003) Fucose: biosynthesis and biological function in mammals, Glycobiology 13(7):41 R-53R). En
las células cultivadas en medio de cultivo sin L-fucosa, se produce GDP-fucosa mediante las proteinas GMD y FX a
partir de GDP-manosa. En el medio con L-fucosa, se puede generar GDP-fucosa a partir de L-fucosa a través de la
L-fucosa quinasa y la GDP-L-fucosa pirofosforilasa. La GDP-fucosa producida por cualquiera de las rutas es
transportada al aparato de Golgi mediante el transportador de GDP-fucosa. En el aparato de Golgi, la proteina
fucosiltransferasa FUT8 convierte la glicoproteina en proteinas fucosiladas con GDP-fucosa. Se analizd la
competencia de la fucosilacion de las células 6066-2, 8088 y 1010 cultivadas en medios de cultivo con y sin L-fucosa
5 mM. Las células 6066-2 expresaron el anticuerpo Ab 2 y portaban la mutaciéon L289S en los transcritos del gen de
FX (Ejemplo 2 y Tabla 1). Mediante analisis HPLC del Ab 2 purificado, las células 6066-2 cultivadas en matraces de
agitacion produjeron AB 2 con una fucosilacion del 1,9 % en medio 2 sin L-fucosa afadida. Por el contrario, las
células 6066-2 cultivadas en matraces de agitacion produjeron Ab 2 con una fucosilacion del 93,5 % en medio 2
suplementado con L-fucosa 5 mM. Este resultado indica que la ruta de rescate para la sintesis de GDP-fucosa, el
transportador de la GDP-fucosa y la proteina FUT8 fueron funcionales en las células 6066-2.

Las competencias relativas de la fucosilacion de las células 3033, 5055, 7077, 8088 y 8088 cultivadas en medio 2
con y sin L-fucosa 5 mM se analizaron mediante tincién con LCA (FIG. 6). Las células 3033 y 5055 se unieron a
niveles similares de LCA con y sin suplemento con L-fucosa. Las células 7077, 8088, y 8088 se unieron
significativamente mas a LCA cuando se cultivaron en medio con L-fucosa 5 mM que en los medios que carecen de
L-fucosa. Este resultado sugiere que las células 7077, 8088, y 8088 tenian el transportador de GDP-fucosa funcional
y la proteina FUT8 funcional.

Ejemplo 9: Fucosilacion en 8088 transfectadas con el gen de FX

Para confirmar que el nivel de fucosilacion reducido observado en las células 8088 se debia al gen de FX mutante
(con las mutaciones L289S Y N9OK), el gen de FX salvaje y el gen de FX mutante se expresaron en células 088
mediante transfeccion estable y después se estudiod la competencia en la fucosilacién de las células transfectadas
mediante tincién de las células con LCA. Como control, las células 8088 se transfectaron por separado con el vector
pR4009 (casete lox que tiene el gen de resistencia a higromicina y el gen de EGFP). Los vectores pR4010 y pR4011
contienen el gen de FX salvaje y el gen de FX L289S N9OK localizado entre el promotor de CMV y el sitio Lox511 en
pR4009, respectivamente. Las células 8088 transfectadas con pR4004 y o pR4009, pR4010, o pR4011 se
seleccionaron con 400 microgramos/ml de higromicina durante 14 dias Las células sometidas a intercambio de
casete mediado por Cre en EESYR expresaron EGFP pero no EYFP. Las células que eran positivas para EGFP
pero negativas para EYFP se aislaron mediante clasificacion celular. Tras la expansion en cultivo tisular a 34 °C, las
células clasificadas se tifieron secuencialmente con biotina-LCA y PE-estreptavidina. Las células 8088 transfectadas
con los vectores pR4009 Y pR4011 exhibieron el mismo nivel de tinciéon con LCA. Por el contrario, las células 8088
transfectadas con pR4010 exhibieron un nivel de tincion de LCA comparable a las células 5055 (FIG. 7). En
resumen, la proteina FX salvaje, pero no la proteina FC mutante de L289S N90K, pudo restablecer el nivel de
fucosilacion en las células 8088 tal como se analiza mediante tinciéon con LCA. Este resultado indica que el nivel de
fucosilacién menor en las célula 8088 se debia a la mutacién L289S N9OK en la proteina FX en estas células.

Ejemplo 10: HPLC y espectrometria de masas de glicanos: Ab 3.1y 3.2

Linea celular 8088, la linea de CHO que tiene la modificacion en el gen de FX que codifica una sustitucion en la
proteina FX L289S y N9OK, se transfectd por separado con plasmidos que codifican las cadenas pesada (IgG1
humana) y ligera (kappa humana) de dos anticuerpos humanos con diferentes regiones variables que se unen
especificamente al mismo receptor del factor de crecimiento (Anticuerpo 3.1 y anticuerpo 3.2 ). Las células que
expresan el anticuerpo se cultivaron en medio 2 en presencia y en ausencia de fucosa 10 mM durante 3 dias a 37 °C
y los glucanos de los anticuerpos en cada conjunto de las condiciones se aislaron e identificaron mediante
espectroscopia de masas.

Las células 8088 que expresan A3.1 en presencia de fucosa produjeron tres picos principales de glicano en la HPLC
(FIG. 8) que representan tres glicanos no fucosilados diferentes en un espectro de masas que difirié en la
galactosilacion terminal (FIG. 9) con una fucosilacion de aproximadamente1,47 %. Las células 8088 que expresan
A3.1 en presencia de fucosa 10 mM produjeron tres picos principales de glicano en la HPLC (FIG. 10), que
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representan tres glLicanos fucosilados diferentes y un glicano no fucosilado en un espectro de masas (FIG. 11) con
una fucosilacién de aproximadamente 95,22 %.

Las células 8088 que expresan A3.2 en presencia de fucosa produjeron tres picos principales de glicano en la HPLC
(FIG. 12) que representan tres glicanos no fucosilados diferentes en un espectro de masas que difirié en la
galactosilacion terminal (FIG. 13) con una fucosilacion de aproximadamente 5,73 % %. Las células 8088 que
expresan A3.2 en presencia de fucosa 10 mM produjeron tres picos principales de glicano en la HPLC (FIG. 14), que
representan tres glLicanos fucosilados diferentes y una cuarta cantidad minoritaria de glicano no fucosilado en un
espectro de masas (FIG. 15) con una fucosilacion de aproximadamente 95,63 %.

Los resultados del analisis de glicano para células 8088 alimentadas con fucosa y no alimentadas con fucosa que
expresan el anticuerpo 3.1 o el anticuerpo 3.2 se resumen en la FIG. 16, agrupados de acuerdo con el tipo de
glicano. Las columnas que indican el porcentaje de anticuerpos en una condicién concreta suman 100. Para Ab 3.1,
la fucosilacion total en ausencia de fucosa 10 mM fue 1,87 %; para Ab 3.2, la fucosilacién total en ausencia de
fucosa 10 mM fue 5,73 % (suma correspondiente a las columnas en las Ultimas tres filas de la tabla de la FIG. 16).
En presencia de fucosa 10 mM, la fucosilacion total para Ab 3.1 fue del 95,22 %; en presencia de fucosa 10 mM, la
fucosilacion total para Ab 3.2 fue del 95,63 % (suma las correspondientes columnas en las ultimas tres filas de la
tabla de la FIG. 16). Estos datos establecen que las lineas celulares de baja fucosilacion fucosilan no mas de
aproximadamente 1,87 % o 5,73 % en ausencia de fucosa, pero dicha fucosilacién se puede recuperar en presencia
de fucosa hasta al menos aproximadamente un 95,22 % o 95,63 % de fucosilacion.

Para el analisis de glicano, alicuotas de 100 microgramos de cada uno de las dos muestras de anticuerpos
(anticuerpo 3.1 y el anticuerpo 3.2) se resuspendieron en 45 microlitros de tampoén de desnaturalizacion que
contenia Tris 50 mM (pH 8,0), tris(2-carboxletll)fosfina (TCEP) 2,0 mM, 0,5% de SDS. La proteina se desnaturalizé
calentando a 80 °C durante 7 minutos. Los glicanos unidos a N en el anticuerpo se liberaron tras incubacién con 10
mU de PNGasa F y 1 % de NP40 a 37 ° C durante la noche. Los glicanos liberados se marcaron con fluorescencia
mediante la adicion de 2000 microlitros de solucion de derivacion (30 mg/ml de acido antranilico (AA) y 20 mg/ml de
cianoborohidruro sédico en metanol que contiene 4 % (peso/volumen) de acetato sédico y 2 (peso/volumen) de
acido bodrico) e incubacion a 80 °c durante 1 hora. Los glicanos derivados de AA se separaron ademas de los
reactivos en exceso usando un cartucho de extraccion en fase solida (Oasis™ HLB cartridge, Waters Corp.) y
eluyeron en 200 microlitros de 5 % de acetonitrilo. Para la separacién mediante HPLC de los glicanos se us6 una
columna Thermo Hypercarb™ (3 um, 100 x 2,1 mm) a un caudal de 0,15 miI/min. La fase movil A fue 0,05 % de TFA
en H20, y la fase movil B 0,045 % de TFA en 90 % de acetonitrilo y 10 % de H,O. Un alicuota de 10 microlitros de
oligosacaridos derivados fluorescentes se mezclé con 90 microlitros de 0,1 % de TFA en H2O y se inyect6 en la
columna preequilibrada en 25 % de la fase moévil B. Después de la inyeccion de la muestra se incrementé el
gradiente a 30 % de B en 5 minutos, seguido de otro incremento a 43 % de B en 39 minutos para separar el
oligosacarido. Los glicanos marcados con AA se detectaron usando un detector de fluorescencia con una longitud de
onda de excitacion de 230 nm y una longitud de onda de emision de 450 mm. El analisis de espectrometria de
masas de los glicanos marcados con AA se realizé usando un sistema Shimadzu Axima™ MALDI-TOF. Cien
microlitros de los glicanos derivados se secaron en vacio Speed y se resuspendieron en 10 microlitros de 0,1 % de
TFA. Los glicanos concentrados se desalaron ademas usando Nutip Hypercarb™ y eluyeron en 30 microlitros de 0,1
% de TDA en 65 % de acetonitrilo y se secaron en Speed Vac. Los glicanos liofilizados se redisolvieron en 2
microlitros de DHB 10 MG/ML (acido 2,5-dihidroxibenzoico) en 70 % de acetonitrilo y se pasaron a la placa de
MALDI. Los espectros se recogieron en modo negativo lineal, con extraccion posterior a 1.5000 mu y potencia de
laser fijada entre 60-90 % de la potencia maxima (6 mW) a una longitud de onda de 337 nm.
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His Lys Val His Leu Ala Lys Ser Ser Gly Ser Ala Leu Thr Val Trp
195 200 205
Gly Thr Gly Asn Pro Arg Arg Gln Phe Ile Tyr Ser Leu Asp Leu Ala
210 215 220
Gln Leu Phe Ile Trp Val Leu Arg Glu Tyr Asn Glu Val Glu Pro Ile
225 230 235 240
Ile Leu Ser Val Gly Glu Glu Asp Glu Val Ser Ile Lys Glu Ala Ala
245 250 25%
Glu Ala Val Val Glu Ala Met Asp Phe His Gly Glu Val Thr Phe Asp
260 265 270
Thr Thr Lys Ser Asp Gly Gln Phe Lys Lys Thr Ala Ser Asn Ser Lys
275 280 28%
Leu Arg Thr Tyr Leu Pro Asp Phe Arqg Phe Thr Pro Phe Lys Gln Ala
290 295 300
Val Lys Glu Thr Cys Ala Trp Phe Thr Asp Asn Tyr Glu Gln Ala Arg
305 310 315 320
Lys

<210>5

<211> 321

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5
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Met Gly Glu Pro His Gly Ser Met Arg Ile Leu Val Thr Gly Gly Ser
Gly Leu Val Gly Arg Ala Ile Gln Lys Val Val Ala Asp Gly Ala Gly

Leu Pro Gly Glu Glu Trp Val Phe Val Ser Ser Lys Asp Ala Asp Leu
35 40 45
Thr Asp Ala Ala Gln Thr Gln Ala Leu Phe Gln Lys Val Gln Pro Thr
50 55 . 60
His Val Ile His Leu Ala Ala Met Val Gly Gly Leu Phe Arg Asn Ile
65 70 15 80
Lys Tyr Asn Leu Asp Phe Trp Arg Lys Asn Val His Ile Asn Asp Asn

85 90 95
Val Leu His Ser Ala Phe Glu Val Gly Ala Arg Lys Val Val Ser Cys
180 105 110
Leu Ser Thr Cys Ile Phe Pro Asp Lys Thr Thr Tyr Pro Ile Asp Glu
115 120 125
Thr Met Ile His Asn Gly Pro Pro His Ser Ser Asn Phe Gly Tyr Ser
130 135 140
Tyr BAla Lys Arg Met Ile Asp Val Gln Asn Arg Ala Tyr Fhe Gln Gln
145 150 155 160
His Gly Cys Thr Phe Thr Ala Val Ile Pro Thr Asn Val Phe Gly Pro
165 170 175
Tyr Asp Asn Phe Asn Ile Glu Asp Gly His Val Leu Pro Gly Leu Ile
180 185 190
His Lys Val His Leu Ala Lys Ser Ser Asp Ser Ala Leu Thr Val Trp
185 200 293
Gly Thr Gly Lys Pro Arg Arg Gln Phe Ile Tyr Ser Leu Asp Leu Ala
210 215 220
Arg Leu Phe Ile Trp Val Leu Arg Glu Tyr Ser Glu Val Glu Pro Ile
225 230 235 240
Ile Leu Ser Val Gly Glu Glu Asp Glu Val Ser Ile Lys Glu Ala Ala
245 250 255
Glu Ala Val Val Glu Ala Met Asp Phe Asn Gly Glu Val Thr Phe Asp
260 265 270
Ser Thr Lys Ser Asp Gly Gln Tyr Lys Lys Thr Ala Ser Asn Gly Lys
275 280 285
Leu Arg Ser Tyr Leu Pro Asp Phe Arg Phe Thr Pro Phe Lys Gln Ala
290 295 300
Val Lys Glu Thr Cys Thr Trp Phe Thr Asp Asn Tyr Glu Gln Ala Arg
305 310 315 320
Lys

<210> 6

<211> 321

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 6
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Met Gly Glu Pro

Gly Leu Val Gly

Leu Pro Gly Glu

35

Thr Asp Ala Ala

50

His Val Ile His

65

Lys Tyr Asn Leu

Val Leu His Ser
100
Leu Ser Thr Cys

115

Thr Met Ile His

130

Tyr Ala Lys Arg

145

His Gly Cys Thr

Tyr Asp Asn Phe
180
His Lys Val His

185

Gly Thr Gly Lys

210

Arg Leu Phe Ile

225

Ile Leu Ser Vval

Glu Ala Val Val
260
Ser Thr Lys Ser

275

Leu Arg Ser Tyr

290

Val Lys Glu Thr

305
Lys

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400>7
ctacaatctt ggtgcccaga gc

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

22

His
Arg
Glu
Gln
Leu
AsSp
85

Ala
Ile
Asn
Met
Phe
165
Asn
Leu
Pro
Trp
Gly
245
Glu
Asp

Leu

Cys
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Gly
Ala
Trp
Thr
Ala
70

Phe
Phe
Phe
Gly
Ile

150
Thr

Tie
Ala
Arg
Val
230
Glu
Ala
Gly

Pro

Ala
310

Ser
Ile
Val
Gln
55

Ala
Trp
Glu
Pro
Pro
135
Asp

Ser

Glu
Lys
Arg
215
Leu
Glu
Met
Gln
Asp

295
Trp

Met
Gln
Fhe
40

Ala
Met
Arg
Val
aAsp
120
Pro

Val

Val

Asp
Ser
200
Gln
Arg
Asp
Asp
Tyr
280
Phe

Phe

26

Arg
Lys
25

val
Leu
Val
Lys
Gly
105
Lys
His
Gln

Ile

Gly
185
Ser
Phe
Glu
Glu
Phe
265
Lys
Cys

Thr

Ile
10

Val
Ser
Phe
Gly
Asn
50

Thr
Thr
Ser
Asn
Pro
170
His
Gly
Ile
Tyr
Val
250
Ser
Lys

Phe

Glu

Leu
Val
Ser
Gln
Gly
val
Arg
Thr
Ser
Arg

155
Thr

Val
Ser
Tyr
Asn
235
Ser
Gly
Thr

Thr

Asn
315

Val
Ala
Lys
Lys
60

Leu
His
Lys
Tyr
Asn
140
Ala

Asn

Leu
Ala
Ser
220
Glu
Ile
Glu
Ala
Pro

300
Tyr

Thr
Asp
Asp
45

Val
Phe
Ile
Val
Pro
125
Fhe
Tyr

Val

Pro
Leu
205
Leu
Val
Lys
Val
Ser
285
Phe

Glu

Gly
Gly
Ala
Gln
Arg
Asn
Val
110
Ile
Gly

Phe

Phe

Gly
1580
Thr
Asp
Glu
Glu
Thr
270
Asn

Lys

Gln

Gly
15

Ala
Asp
Pro
Asn
Asp
95

Ser
Asp
Tyr
Gln
Gly
175
Leu
Val
Leu
Pro
Ala
255
Phe
Gly
Gln

Ala

Ser
Gly
Leu
Thr
Ile
80

Asn
Cys
Glu
Ser
Gln

160
Pro

Ile
Trp
Ala
Ile
240
Ala
Asp
Lys
Ala
Arg
320



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<223> sintética

<400> 8

tccagttcag tttctgctge g 21

<210>9

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 9

ttccctgaca agaccaccta tcc 23

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 10

tagttgtcgg tgaaccaggc ac = 22

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 11
gatgaggaca gcaggaacaa gc

<210> 12

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 12

agcactcttc tcaccctctt tgg 23

<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 13
agccaagggt aagtaaggag gacg

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> sintética

<400> 14
ttgtagacag cctccatcct cg 22
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que es capaz de fucosilar una glicoproteina, donde la célula comprende un gen de la GDP-4-ceto-6-
desoxi-manosa-3,5-epimerasa-4-reductasa (FX) modificada que tiene una modificacion que codifica una proteina FX
que es al menos un 90 % idéntica a la SEC ID N° 1 y que comprende una serina en la posicion 289, y donde no mas
del 10 % de la glicoproteina esta fucosilada cuando la célula se cultiva a una temperatura de 37 °C en ausencia de
una fuente de fucosa externa.

2. La célula de la reivindicacion 1, donde el gen de FX comprende ademas una modificacién que codifica una
proteina FX que tiene un aminoacido en una posicidn especifica seleccionada del grupo que consiste en una serina
en la posicién 79, una lisina en la posicion 90, una leucina en la posicién 136, una arginina en la posicion 211 y una
combinacién de los mismos.

3. La célula de la reivindicacion 1, donde:

(a) la proteina FX es al menos un 95 % idéntica a la SEC ID N° 1 y comprenden una serina en la posicion 289;
(b) la célula es una célula de ovario de hamster chino (CHO); o
(c) la proteina FX es una proteina de hamster, ratén, rata, mono o ser humano.

4. La célula de la reivindicacion 1, donde la célula expresa una glicoproteina que comprende una regién CH2 de
inmunoglobulina y una region CH3 de inmunoglobulina.

5. La célula de la reivindicacion 4, donde la glicoproteina es un anticuerpo.

6. La célula de la reivindicacion 4, donde la no mas del 6 % de la glicoproteina esta fucosilado cuando la célula se
cultiva a una temperatura de 37 °C en ausencia de una fuente externa de fucosa.

7. La célula de la reivindicacion 6, donde la no mas del 2 % de la glicoproteina esta fucosilado cuando la célula se
cultiva a una temperatura de 37 °C en ausencia de una fuente externa de fucosa.

8. La célula de la reivindicacion 1, donde la célula fucosila:

(a) al menos un 70 % de la glicoproteina cuando la célula se cultiva a una temperatura de 34 °C en ausencia de
una fuente externa de fucosa; o

(b) al menos un 90 % de la glicoproteina cuando la célula se cultiva a una temperatura de 34 °C en ausencia de
una fuente externa de fucosa.

9. La célula de la reivindicacion 1, donde la célula fucosila:

(a) al menos un 70 % de la glicoproteina cuando la célula se cultiva a una temperatura de 37 °C en presencia de
una fuente externa de fucosa; o

(b) al menos un 90 % de la glicoproteina cuando la célula se cultiva a una temperatura de 37 °C en presencia de
una fuente externa de fucosa.

10. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina FX, donde la proteina FX comprende una
serina en la posicion 289 y donde la proteina FX es al menos un 90 % idéntica a la SEC ID N° 1.

11. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 10, donde:

(a) la proteina FX codificada por la secuencia de nucleétidos que comprende ademas una serina en la posicion
79 o una lisina en la posicién 90 o una leucina en la posicién 136 o una arginina en la posicién 211 o una
combinacion de los mismos; o

(b) la proteina FX codificada por la secuencia de nucledtidos es al menos un 95 % idéntica a la SEC ID N° 1.

12. La célula de la reivindicacion 1, que ademas comprende una molécula de acido nucleico que codifica un gen de
inmunoglobulina.

13. Un método para producir una glicoproteina con fucosilacion reducida, que comprende:
cultivar una célula de mamifero que comprende un gen de FC que codifica una proteina FX con una serina en la
posicion 289 y donde la proteina FX es al menos un 90 % idéntica a la SEC ID N° 1, a una temperatura de 37 °C
y en ausencia de una fuente de fucosa externa, donde la célula expresa una glicoproteina que comprende una
region CH2 de inmunoglobulina y una region CH3 de inmunoglobulina, y asilar la glicoproteina del cultivo.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, donde el gen de FX codifica una proteina FX que tiene un

aminoacido en una posicion especifica seleccionada de una serina en la posicién 79, una lisina en la posicion 90,

29
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una leucina en la posicién 136, una arginina en la posicién 211 y una combinacién de los mismos.

15. El método de la reivindicacion 13, SEC ID N° la glicoproteina es un anticuerpo.
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