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DESCRIPCION
Deteccion de a-fucosilacion en anticuerpos

La presente invencién se refiere a un método para detectar la presencia o la ausencia de residuos de fucosa dentro
de un anticuerpo glucosilado o un fragmento del mismo.

Antecedentes

Aunque las regiones variables dentro de los dominios Fab (fragmentos de unién a antigeno) de los anticuerpos son
responsables del reconocimiento del antigeno, la region Fc (fragmento cristalizable) representa una parte invariante
del anticuerpo que es responsable de la mediacién de las funciones efectoras. En el caso de la inmunoglobulina G
(IgG), entre estas se incluyen la fijacion del complemento y la unién a receptores de Fcy (FcyR). La presencia de un
oligosacarido unido a N en un Unico sitio conservado (Asn297) dentro del dominio CH2 del fragmento Fc
homodimérico es obligatoria para la mediacion de estas dos funciones efectoras. Se ha descubierto soélo
recientemente que la modificacion de los carbohidratos unidos también puede presentar un efecto de mejora de la
afinidad para la interaccién entre FcyRllla e IgG. La modificacion de carbohidrato responsable de dicho efecto es la
ausencia de un residuo de fucosa que habitualmente se encuentra unido al primer residuo N-acetilglucosamina
(GIcNACc) en el glicano complejo biantenario de IgG (figura 1).

Ha podido demostrarse en experimentos in vivo e in vitro que dicha afinidad incrementada resulta en una
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) incrementada, mediada principalmente por células
asesinas naturales (NK). En consecuencia, también se cree que dichos anticuerpos a-fucosilados presentan una
eficacia mejorada en tratamientos destinados a erradicar las células opsonizadas.

La generaciéon de anticuerpos a-fucosilados representa un importante reto biotecnolégico que puede conseguirse
mediante varios métodos. Aunque las lineas celulares con eliminacién completa de los enzimas participantes en la
biosintesis de la fucosilacion (por ejemplo mediante inactivacion génica) pueden rendir anticuerpos
cuantitativamente a-fucosilados, la mayoria de los demas métodos no pueden. Por ejemplo, el tratamiento con
ARNip o el cocultivo de células expresantes de anticuerpos con kifunensina (Zhou et al., Biotechnol. Bioeng. 99:652-
665, 2008), asi como la modificacion de los carbohidratos por la N-acetilglucosaminiltransferasa 11l (GnT-IIl), que
estimula la formacién de oligosacaridos bisectados, inhibiendo en consecuencia la reaccion de fucosilacién (Umana
et al., Nat. Biotech. 17:176-180, 1999), conduce a anticuerpos sélo parcialmente a-fucosilados.

Estos anticuerpos parcialmente a-fucosilados pueden mostrar principalmente una distribuciéon heterogénea de la a-
fucosilaciéon dentro de un grupo de anticuerpos. Por ejemplo, las tasas de fucosilacién pueden ser diferentes durante
la fermentacion. Ademas, el suceso de fucosilacion podria ser cooperativo, es decir, la segunda fucosilacion en el
anticuerpo  homodimérico podria producirse a una tasa incrementada (cooperatividad positiva) o reducida
(cooperatividad negativa) en comparacion con la primera.

El complejo FcyRllla/lgG presenta una estequiometria 1:1 pero IgG presenta dos sitios de unién para FcyRllla. En
consecuencia, en un Unico anticuerpo a-fucosilado, el receptor puede unirse con elevada afinidad al sitio de unién
formado por el glicano a-fucosilado de la IgG y el nlcleo de la proteina o con baja afinidad al sitio de uniéon que
consiste del carbohidrato fucosilado y el nucleo de la proteina. Por lo tanto, puede concluirse que un grupo de
anticuerpos con una a-fucosilacién de 50% podria consistir de una poblacion homogénea de anticuerpos en la que
Unicamente uno de los dos N-glicanos se encuentra fucosilado, o 50% de anticuerpos en los que ambos N-glicanos
se encuentran fucosilados mientras que en el otro 50% ninguno de los N-glicanos se encuentra fucosilado. Resulta
evidente que esta divisién diferencial de la a-fucosilacion influye sobre la afinidad global para FcyRllla y resulta en
una actividad bioldgica diferente. Por lo tanto, resulta obligatorio analizar la actividad biolégica de dicha preparacion
de anticuerpos de manera directa mediante la utilizacion de un sistema de ensayo biolégico (bioensayo) o
indirectamente mediante la medicidon bioquimica de la tasa y distribucion de la a-fucosilacion, lo que rinde un
resultado mas exacto.

La glucoanalitica actual del estado de la técnica utiliza la N-glucosidasa F (PNGasa F) de Flavobacterium
meningosepticum para escindir los carbohidratos unidos a N con un analisis posterior de EM MALDI (espectrometria
de masas con ionizacion por desorcion laser asistida por matriz) (segun Papac et al., Glycobiology 8:445-454, 1998).
El documento n® US 2007/0166306 muestra el analisis del estado de fucosilacion de un anticuerpo mediante la
digestion con PNGasa F y EndoH, que libera los oligosacaridos del polipéptido antes del analisis mediante EM. Sin
embargo, mediante la utilizacion de dicho procedimiento se pierde la informacion de los enlaces y no resulta posible
determinar la distribucién de la fucosilacién dentro de una preparacién de anticuerpos.

Por otra parte, el analisis del anticuerpo completo utilizando EM-IEP (espectrometria de masas-ionizacion por
electropulverizacion) rinde patrones de masas complejos que no permiten una interpretacion cuantitativa debido a
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las diversas modificaciones aparte de la fucosilacion, como la galactosilacion, la heterogeneidad de la lisina C-
terminal, la desamidacion, etc., que pueden producirse 0 no en ambas subunidades de la IgG homodimérica.

Por lo tanto, existe una necesidad de un nuevo método analitico que elimine la heterogeneidad mencionada pero
que mantenga la informacién de los enlaces.

Descripcion de la invencion

Las desventajas anteriormente indicadas son superadas por la presente invencién, que proporciona métodos para
detectar la presencia o la ausencia de residuos de fucosa dentro de un anticuerpos glucosilado. Preferentemente, se
determina la cantidad de residuos de fucosa y su patrén de distribucion dentro de un anticuerpo o de un fragmento
del mismo. El andlisis de la distribucién de residuos de fucosa por cada molécula de Fc en una preparacion de
anticuerpos también es parte de la presente invencion. Ademas, la presente invencién puede utilizarse para la
determinacioén de fucosilacién cooperativa en una preparaciéon de anticuerpos durante la fermentacion. Por lo tanto,
la presente invencion proporciona un método que llena un vacio en el analisis de los anticuerpos. Con el
conocimiento de los patrones de fucosilacién en un anticuerpo o fragmento del mismo obtenido mediante este nuevo
método, ahora resulta posible una prediccion mas exacta de la potencia mediada por Fc.

Inesperadamente, los inventores de la presente invencién han encontrado que Endo S (un enzima con actividad de
endoglucosidasa, originalmente identificado en Streptococcus pyogenes (Collin y Olsen, EMBO J. 20:3046-3055,
2001) corta las fracciones de glicano complejo de la regién Fc de la IgG humana, dejando Unicamente el primer
residuo de GIcNAc al que puede unirse un residuo de fucosa. Los carbohidratos de tipo hibrido que son
discriminados (no cortados) por Endo S pueden cortarse cuantitativamente en el mismo sitio por endoglucosidasa H
(Endo H). La combinacién de ambos enzimas permite de esta manera la preparacion de una proteina uniformemente
glucosilada que solo varia por el contenido de fucosa. El analisis de dichos fragmentos de Fc tratados no solo
permite la determinacion del contenido de fucosa sino también la determinacion de la distribucion de los residuos de
fucosa dentro del grupo de anticuerpos analizado. Estos nuevos resultados cierran un vacio analitico y podrian
permitir una estimacion de la potencia del anticuerpo analizado en términos de su eficacia en la induccién de la
ADCC.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencion se refiere a un método para detectar la presencia o
la ausencia de residuos de fucosa dentro de un anticuerpo glucosilado o de un fragmento del mismo, que
comprende las etapas siguientes:

a) eliminacioén enzimatica de residuos sacaridos heterogéneos de la proteina,

b) eliminacion enzimatica de otros residuos heterogéneos de la proteina,

c) posterior andlisis de la proteina,
en las que la eliminacion en la etapa a) se lleva a cbo mediante Endo S y Endo H.

En una realizacion, la etapa c) de dicho método comprende ademas una etapa de purificacion antes del andlisis. En
una realizacion especifica, la purificacion se consigue mediante cromatografia de afinidad o mediante cromatografia
de exclusién por tamafo. La cromatografia de afinidad puede llevarse a cabo utilizando, por ejemplo, proteina A o
proteina G.

En una realizacion, la proteina que debe tratarse y analizarse mediante el método de la invencién es un anticuerpo o
un fragmento de anticuerpo. Preferentemente, dicho anticuerpo es un anticuerpo de tipo IgG. Dicho fragmento de
anticuerpo preferentemente es un fragmento de Fc, en particular un fragmento de Fc de un anticuerpo de tipo 1gG.

La eliminacion de la etapa a) es realizada por uno o mas enzimas que cortan especificamente los carbohidratos
unidos a N de tipo complejo o de tipo hibrido. Segun la invencion, dichos enzimas comprenden Endo S y Endo H.

En otra realizacion especifica, la eliminacion en la etapa b) es realizada por uno o0 mas enzimas. Preferentemente,
dichos enzimas comprenden plasmina y/o carboxipeptidasa B.

En una realizacién especifica adicional, el analisis de la etapa c) comprende el analisis de EC-PM SDS
(electroforesis capilar-peso molecular de dodecilsulfato sédico), el analisis de EM-IEP o la cromatografia liquida-
espectrometria de masas (CL-EM), o una combinacion de las mismas.

En una realizacion preferente, la etapa a) del método anteriormente descrito comprende la escision de los sacaridos
heterogéneos de las estructuras de carbohidrato de la proteina posteriores al primer residuo de GIcNAc de dichas
estructuras, dejando de esta manera el residuo de fucosa unido al nucleo de anticuerpo. Esta etapa puede llevarse a
cabo con dos enzimas que cortan especificamente los carbohidratos unidos a N de tipo complejo o de tipo hibrido
que frecuentemente se encuentran presentes en los anticuerpos producidos biotecnolégicamente, segun la
invencion Endo S y Endo H.
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En otra realizacion preferente, la etapa b) del método anteriormente descrito comprende la eliminaciéon cuantitativa
de residuos de lisina C-terminales de la cadena pesada del anticuerpo, preferentemente utilizando un enzima,
comprendiendo el enzima preferentemente carboxipeptidasa B.

En otra realizacion preferente, la etapa b) del método anteriormente descrito comprende el corte entre el fragmento
Fab y el fragmento Fc de un anticuerpo. Preferentemente los puentes disulfuro covalentes entre cadenas dentro del
péptido bisagra de las cadenas pesadas se mantienen dentro del fragmento Fc tras el corte entre los fragmentos
Fab y Fc. Preferentemente el corte se consigue con un enzima. Preferentemente dicho enzima comprende plasmina.

En una realizacion preferente, la etapa ¢) del método anteriormente descrito comprende el analisis de la molécula de
anticuerpo o fragmento Fc tratado mediante CL-EM sin ninguna etapa de purificacion previa. Dicho analisis
normalmente rinde Unicamente tres masas que corresponden a proteinas con dos glicanos fucosilados, proteinas
con un glicano fucosilado y un glicano a-fucosilado, y proteinas en las que ambos glicanos se encuentran a-
fucosilados.

En otra realizaciéon preferente, la etapa c) del método anteriormente descrito comprende purificar la molécula de
anticuerpo o fragmento Fc tratada utilizando métodos estandares y el andlisis de la misma mediante analisis de EM-
IEP. Dicho andlisis normalmente rinde Unicamente tres masas que corresponden a proteinas con dos glicanos
fucosilados, proteinas con un glicano fucosilado y un glicano a-fucosilado, y proteinas en las que ambos glicanos se
encuentran a-fucosilados.

En una realizacion, el método de la invencion comprende las etapas siguientes: proporcionar una preparacion de
anticuerpos, aislar opcionalmente la parte de fragmento Fc de dicha preparacion de anticuerpos, eliminar todos los
residuos de sacarido heterogéneos de dicho anticuerpo o fragmento Fc con Endo H y Endo S, eliminar los residuos
de lisina C-terminales de dicho anticuerpo o fragmento Fc con carboxipeptidasa B, y el analisis del anticuerpo o
fragmento Fc tratado, mediante EM-IEP, CL-EM o andlisis de EC-PM SDS.

En otra realizacion, dicho método comprende las etapas siguientes: proporcionar una preparacion de anticuerpos,
aislar opcionalmente la parte de fragmento Fc de dicha preparacién de anticuerpos utilizando plasmina, eliminar
todos los residuos de sacarido heterogéneos de dicho anticuerpo o fragmento Fc con Endo H y Endo S, eliminar los
residuos de lisina C-terminales de dicho anticuerpo o fragmento Fc con carboxipeptidasa B, y la purificacion y el
analisis del anticuerpo o fragmento Fc tratado, mediante EM-IEP, CL-EM o analisis de EC-PM SDS.

En todavia otra realizacion, la exposicion se refiere a kits adecuados para llevar a cabo un ensayo que detecta la
presencia o la ausencia de residuos de fucosa dentro de una glucoproteina. Los kits de la presente invencion
comprenden todos los componentes a los que se hace referencia en los métodos descritos anteriormente (por
ejemplo Endo H, Endo S, carboxipeptidasa B, plasmina, tampones adecuados), instrucciones que indican un
procedimiento segun cualquiera de los métodos descritos anteriormente y un recipiente para el contenido del kit.

En un aspecto, la invencion proporciona un kit para la utilizacion en la deteccion cualitativa y cuantitativa de residuos
de fucosa en un péptido, que comprende Endo S, Endo H, plasmina, carboxipeptidasa B, instrucciones que
proporcionan un procedimiento segun cualquiera de los métodos de la invencion y un recipiente para el contenido
del kit.

Se da a conocer ademas la utilizacién de Endo S para el corte de los oligosacaridos complejos unidos a N de una
glucoproteina, preferentemente un anticuerpo glucosilado o un fragmento del mismo.

La invencion proporciona la utilizacion de Endo S para el corte de oligosacaridos complejos a partir de una
glucoproteina en un método para detectar la presencia o la ausencia de residuos de fucosa dentro de un anticuerpo
glucosilado o un fragmento del mismo segun la invencion.

Definiciones

Los términos utilizados en la presente memoria se utilizan de la manera generalmente utilizada en la técnica, a
menos que se definan de otra manera a continuacion:

La expresion "sacarido heterogéneo" tal como se utiliza en la presente memoria incluye cualquier fraccion
monosacarido de un anticuerpo glucosilado o fragmento de anticuerpo que no se encuentra conectado a un residuo
de fucosa. Son ejemplos no limitativos de sacaridos heterogéneos de un anticuerpo glucosilado o fragmento de
anticuerpo, la manosa, el sialato, la galactosa y la acetilglucosamina. Generalmente los sacaridos heterogéneos que
se eliminan en la etapa a) del método segun la invencidon son todos los sacaridos aparte del primer residuo de
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GlIcNAc, es decir, el residuo de GIcNAc unido a un residuo de asparagina de la proteina y el residuo de fucosa unido
a dicho primer residuo de GIcNAc.

La expresion "residuos heterogéneos" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier otra fraccion
de un anticuerpo glucosilado o fragmento de anticuerpo (aparte de los sacaridos heterogéneos) que podria interferir
con la deteccion de residuos de fucosa dentro de dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Son ejemplos no
limitativos de residuos heterogéneos, diversas modificaciones del anticuerpo o fragmento de anticuerpo glucosilado
aparte de la fucosilacion, tales como la galactosilacion, la heterogeneidad de las lisinas C-terminales y la
desamidacion. La expresion "residuos heterogéneos" puede incluir ademas fragmentos de anticuerpo que no se
encuentran glucosilados, por ejemplo el fragmento Fab, el fragmento scFv y otros fragmentos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "anticuerpo" pretende incluir moléculas de anticuerpo
completas, fragmentos de anticuerpo o proteinas de fusién que incluyen una regiéon equivalente a la regién Fc de
una inmunoglobulina.

Las expresiones "oligosacarido complejo" y "oligosacarido hibrido" se refieren al patron de glucosilacion de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. En la figura 7 se muestran ejemplos no limitativos de "oligosacarido complejo”
y "oligosacarido hibrido". Tal como entendera el experto en la materia, las glucoproteinas enriquecidas en
oligosacaridos hibridos bisectados tipicamente resultan de la sobreexpresiéon de GnT-lll en las lineas celulares de
produccién. En la figura 7-lll se detallan estructuras ejemplares de oligosacaridos hibridos bisectados. Las
glucoproteinas enriquecidas en oligosacaridos complejos bisectados tipicamente resultan de una coexpresion de
Manll y GnT-lll en las lineas celulares de produccion. En la figura 7-IV se detallan estructuras ejemplares de
oligosacaridos complejos bisectados (Ferrara et al., Biotechnol. Bioeng. 93:851-861, 2006).

El corte "después de" un residuo sacarido, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere al corte distalmente
a dicho residuo, es decir, el corte del enlace sacarido que une dicho residuo al contiguo hacia el extremo externo de
la estructura de carbohidrato. El corte "después del primer residuo de GIcNAc" de un glicano unido a N se refiere al
corte del nucleo quitobiosa del oligosacarido entre el primer (es decir el unido al residuo de asparagina) y el segundo
(es decir, el unido al primer) residuo de GIcNAc.

El término "distribucion” referido a los residuos de fucosa en una preparacion de anticuerpos se refiere a la presencia
en esa preparacion de moléculas de anticuerpo o de Fc que son diferentes en el niumero de residuos de fucosa
asociados con los glicanos unidos mediante N en la region de Fc. Por ejemplo, una molécula de IgG presenta dos
glicanos unidos mediante N en su region de Fc, cada uno de los cuales puede presentar un residuo de fucosa unido
al primer residuo de GIcNAc de la estructura de carbohidrato. De esta manera, en una preparacion de IgG pueden
existir tres especies moleculares diferentes: IgG con dos, uno o ningun residuo de fucosa asociado a los glicanos
unidos mediante N en la regién de Fc. La proporcion entre estas diferentes especies (es decir, la distribucion de los
residuos de fucosa en cada molécula de Fc) puede determinarse mediante el método de la invencion, ademas de
determinar el contenido total de fucosas, es decir, la fraccidon de N-glicanos fucosilados o a-fucosilados.

Los ejemplos proporcionados posteriormente explican la invencién en mayor detalle. Los ejemplos se proporcionan a
fin de permitir que el experto en la materia entienda y ponga en practica mas facilmente la invencién. Sin embargo,
la presente invencidon no se encuentra limitada en su alcance a las realizaciones ejemplificadas, las cuales
pretenden ser ilustraciones de Unicamente aspectos individuales de la invencién, y los métodos que son
funcionalmente equivalentes se encuentran comprendidos dentro del alcance de la invencién.

Breve descripcion de las figuras

FIGURA 1. Representacion esquematica de una fraccion carbohidrato unida a Asn-297 de la IgG1-Fc humana. Los
azucares en negrita definen el nucleo pentasacarido de las estructuras de glicano unidas mediante N; la adiciéon de
los demas residuos sacaridos es variable. En gris se representa una estructura de GICNAc bisectada.

FIGURA 2. Desglucosilacion de fragmento Fc intacto de anticuerpos A (de tipo salvaje) y C (glucomanipulados),
seguida mediante EC-SDS. Se muestran electroferogramas de fragmentos Fc no reducidos antes y después del
tratamiento enzimatico. (A) Fragmento Fc de anticuerpo C sin tratamiento enzimatico (linea discontinua) y
desglucosilado con PNGasa F (linea de puntos) o Endo S (linea continua), (B) fragmento Fc de anticuerpo A sin
tratamiento enzimatico (linea discontinua), desglucosilado con PNGasa F (linea de puntos) o desglucosilado con
Endo S (linea continua).

FIGURA 3. Espectro de masas de MALDI-TOF de iones positivos de los oligosacaridos unidos a N liberados del
fragmento Fc del anticuerpo C mediante el tratamiento consecutivo con Endo S y PNGasa F o con Endo Sy Endo H.
(A) Espectro de glicanos liberados mediante tratamiento con Endo S. (B) Espectro de carbohidratos resistentes a
Endo S liberados por el tratamiento posterior con PNGasa F, que resulta en una sefial aislada en m/z=1663
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(posiblemente correspondiente a estructuras hibridas o complejas, tal como se ilustra esquematicamente). (C)
Espectro de glicanos liberados por el tratamiento posterior con el enzima hibrido especifico de estructura Endo H (se
ilustran esquematicamente las estructuras hibridas correspondientes a m/z=1460 liberadas por el tratamiento con
Endo H).

FIGURA 4. Desglucosilacion del fragmento Fc del anticuerpo C seguida mediante andlisis de EC-PM de SDS (A) y
espectrometria de masas MALDI-TOF de iones positivos (B). (A) Electroferogramas superpuestos del fragmento Fc
no reducido sin tratamiento de glucosidasa (linea discontinua) y tratado con una combinaciéon de Endo S y Endo S
(linea continua). (B) Espectros de masas de los oligosacaridos unidos mediante N liberados del fragmento Fc tratado
con Endo S y Endo H. Se ilustran esquematicamente las estructuras hibridas correspondientes a m/z=1460
liberadas por Endo H.

FIGURA 5. Espectros de EM-IEP de fragmentos Fc tras el tratamiento con Endo S y Endo H. (A) Fragmentos Fc de
anticuerpo A, (B) fragmentos Fc de anticuerpo B, (C) fragmentos Fc de anticuerpo C. Pico 1: Fc-GlcNAc/GIcNAc,
pico 2: Fc-GlcNAc/GIcNAc + Fuc, pico 3: Fc-GlcNAc + Fuc/GIcNAc + Fuc.

FIGURA 6. Desglucosilacion del anticuerpo C seguida mediante analisis de EC-SDS (A) y espectrometria de masas
MALDI-TOF de iones positivos (B). (A) Se muestran los electroferogramas de IgG no reducido antes y después del
tratamiento enzimatico. Anticuerpo C sin tratamiento enzimatico (linea discontinua) y desglucosilado con PNGasa F
(linea de puntos) o tratamiento combinado de Endo S y Endo H (linea continua). (B) Espectros de masas de los
oligosacaridos unidos mediante N, liberados de la IgG entera tratada con Endo S y Endo H.

FIGURA 7. Ruta biosintética de oligosacaridos unidos mediante N que conduce a estructuras complejas o hibridas.
M1: manosidasa |, G1: $1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa |, G3: 31,4-N-acetilglucosaminiltransferasa lll, Gt: B1,4-
galactosiltransferasa.

FIGURA 8. Espectros de EM-IEP de IgG enteras tras el tratamiento con Endo S y Endo H. (A) anticuerpo A, (B)
anticuerpo D. Pico 1: Fc-GlcNAc/GIcNAc, pico 2: Fc-GIcNAc/GIcNAc + Fuc, pico 3: Fc-GIcNAc + Fuc/GIcNAc + Fuc.

FIGURA 9. Espectros de CL-EM de IgG enteras tras el tratamiento con Endo S y Endo H. (A) anticuerpo A, (B)
anticuerpo D. Pico 1: Fc-GlcNAc/GIcNAc, pico 2: Fe-GleNAc/GlcNAc + Fuc, pico 3: Fc-GlcNAc + Fuc/GlcNAc + Fuc.

Ejemplos
Ejemplo 1: Métodos

Generaciéon de Fc a partir de 1IgG humana

Se utilizaron cuatro IgG humanas diferentes con un contenido diferente de glicanos a-fucosilados, determinado
segun Papac et al., 1998 (contenido entre paréntesis), para el analisis de la distribucion de la a-fucosilacién:
anticuerpo A de tipo salvaje (2,12%), anticuerpo B glucomanipulado (47,0%), anticuerpo C glucomanipulado (69,6%)
y anticuerpo D glucomanipulado (85%).

Las proteinas se incubaron durante 72 horas a 25°C en Tris 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM con 0,42 U de plasmina
(Roche) por miligramo. Se separd el Fc escindido de los fragmentos Fab utilizando una columna de afinidad de
proteina A (columna HP de proteina A HiTrap™ de 5 ml, GE Healthcare) equilibrada y lavada (5 volumenes de
columna (VC)) con tampén A (Tris 50 mM, pH 8,0, glicina 100 mM, NaCl 150 mM). Se eluyé Fc con pH escalonado
utilizando tampo6n B (Tris 50 mM, pH 3,0, glicina 100 mM, NaCl 150 mM). Se agruparon las fracciones que contenian
Fc y se neutralizaron mediante la adicion de 1:40 (v/v) de Tris 2 M, pH 8,0. Se concentraron las muestras hasta un
volumen de 2,5 ml utilizando ultraconcentradores (Vivaspin 15R, 10.000 MWCO HY, Sartorius) y posteriormente se
aplicaron a una columna de desalado PD-10 (GE Healthcare) equilibrada con MOPS 2 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM,
NaNs3 al 0,02% (p/v). La proteina purificada se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C.

Liberacién de oligosacaridos unidos mediante N, a partir de Fc humana

Se utilizaron diferentes enzimas para hidrolizar los glicanos unidos mediante N de IgG humanas. Los oligosacaridos
unidos mediante N se cortaron a partir de 1 mg de Fc mediante incubacién con 0,005 U de PNGasa F recombinante
(QADbio, Vista Monte, USA). Para la liberaciéon de los carbohidratos a partir de Fc utilizando Endo S no etiquetada
(Genovis), las muestras se incubaron con una proporcion molar de 1:20 de Endo S sola o en combinacién con 0,1
U/mg de Endo H (QAbio). Todas las reacciones se incubaron en Tris 20 mM, pH 8,0, a 37°C durante 16 h.
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Para el analisis de los carbohidratos no afectados por Endo S, se purifico el fragmento Fc tras el tratamiento con
Endo S mediante cromatografia de afinidad utilizando proteina A y posteriormente se digiri6 con PNGasa F o Endo
H, tal como se ha indicado anteriormente.

Liberacién de oligosacaridos unidos mediante N, a partir de la IgG humana entera

Los glicanos unidos mediante N de IgG humana se liberaron utilizando diferentes enzimas. Los oligosacaridos
unidos mediante N se cortaron a partir de 1 mg de IgG mediante incubacién con 0,005 U de PNGasa F
recombinante (QAbio) en Tris 20 mM, pH 8,0, a 37°C durante 16 h. Para la liberacién de los carbohidratos a partir de
IgG utilizando Endo S no etiquetado (Genovis), las muestras se aplicaron a una columna de desalado de NAP-5 (GE
Healthcare) equilibrada con Tris 20 mM, pH 8,0. Se concentré la muestra eluida hasta una concentracion final de 4
mg/ml utilizando ultraconcentradores (Amicon 5.000 MWCO, Millipore) y se incubd con una proporcién molar de 1:7
de Endo S en combinacién con 0,1 U/mg de Endo H (QAbio) a 37°C durante 16 h.

Tratamiento con carboxipeptidasa B

Para eliminar la heterogeneidad causada por los residuos de lisina C-terminal, tras la desglucosilacion las muestras
se incubaron adicionalmente con carboxipeptidasa B (Roche, 1 mg/ml). Por lo tanto, se afiadié 1 pl de
carboxipeptidasa B por cada 50 mg de Fc humana o anticuerpo entero a la reaccion de endoglucosidasa y se incubd
nuevamente durante 1 h a 37°C.

Andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF de los oligosacéridos liberados

Se analizaron los perfiles de los oligosacéridos neutros de Fc o anticuerpo entero humano mediante espectrometria
de masas (Autoflex, Bruker Daltonics GmbH) en modo de iones positivos (Papac et al., 1998).

Purificacién de Fc o anticuerpo entero humano desglucosilado

Se separd Fc o IgG entera de los enzimas y carbohidratos cortados mediante cromatografia de afinidad de proteina
A utilizando un equipo Agilent HPLC 1100 (Agilent Technologies). Se aplicaron las muestras a matriz de proteina A
(Poros 20 A, Applied Biosystems) empaquetada en una precolumna C-130B de 2x20 mm (Upchurch Scientific)
equilibrada con tamp6n A (Tris 50 mM, glicina 100 mM, NaCl 150 M, pH 8,0). Tras lavar con 5,5 VC de tampo6n A, se
eluyo Fc o IgG entera humana mediante pH escalonado utilizando tampdn B (Tris 50 mM, glicina 100 mM, NaCl 150
M, pH 3,0) en 8,3 VC. La fraccién que contenia la proteina se neutraliz6 mediante la adicion de 1:40 (v/v) de Tris 2
M, pH 8,0.

La proteina purificada posteriormente se utilizé adicionalmente para el tratamiento con enzimas para analizar los
carbohidratos no cortados, el analisis de EC-SED o EM-IEP.

Andlisis de EC-PM de SDS

Se realiz6 un seguimiento de la desglucosilacion mediante analisis de EC-PM de SDS utilizando un equipo Beckman
PA800 con deteccion de UV. El tampén de 100 mg de cada muestra purificada con proteina A se intercambié con
Tris 20 mM, pH 8,0, utilizando concentradores giratorios (5.000 de MWCO, Millipore). Se prepararon muestras no
reducidas tal como se indica en la guia SDS-MW Analyses Guide utilizando el kit de analisis SDSMW de
ProteomelLab (Beckman Coulter). La concentracion final de proteina era de 1 mg/ml. Se aplicaron las muestras a un
capilar de silice fusionado desnudo preacondicionado (ID de 50 mm x 30,2 cm). El preacondicionado y la separacion
se llevaron a cabo segun el manual de instrucciones.

Preparacién de muestras para EM-IEP

El tampdn de las muestras purificadas con proteina A se intercambié con MOPS 2 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, NaN3
al 0,02% (p/v) utilizando concentradores giratorios (5.000 de MWCO, Millipore). Se congelaron las proteinas en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

Analisis de EM-IEP de estructuras de glicano de Fc e IgG entera humanas mediante infusion directa (deteccién fuera

de linea)

Desalado mediante cromatografia de exclusién por tamafio:

Se inyectaron 20 a 50 ug (hasta 90 (ul) de Fc tras el tratamiento del anticuerpo con las proteasas plasmina y
carboxipeptidasas B y con las endoglucosidasa Endo S y Endo H, o IgG enteras tras el tratamiento con Endo S,
Endo H y carboxipeptidasa B, en una columna Sephadex G25 autoempaquetada ECO SR (5x250 mm, KronLab)
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equilibrada con acido férmico al 2%, acetonitrilo al 40% a un caudal de 0,5 ml/min. durante 30 minutos. La muestra
de proteina inyectada se desald aplicando una elucion isocratica de 8 minutos con acido féormico al 2% y acetonitrilo
al 40% a un caudal de 1 ml/min. La elucion de la proteina desalada se registré con UV a 280 nm y la muestra en
elucién (volumen de aproximadamente 200 a 300 pl) se recogié en un vial de reaccién de 1,5 ml. Con una alicuota
de la muestra desalada se rellené6 manualmente una aguja de vidrio con recubrimiento metdlico (agujas Nano ESI
Proxeon Biosystems, n° de cat. ES387), se insertd en la fuente de nanopulverizacién del instrumento de EM y se
pulverizé en un espectrometro de masas ESI-Q-TOF Il de Waters o en un espectrometro de masas Q-Star Elite de
Applied Biosystems.

Parametros de EM para la infusién directa:
A) de muestras tratadas con plasmina (Fc humana) en un instrumento Q-TOF Il (Waters)

Se captaron los espectros de EM utilizando un voltaje capilar de 1.000 V, un voltaje del cono de 30 V en un intervalo
de masas de 1.000 a 2.000 m/z en modo de iones positivos utilizando una temperatura de la fuente de 80°C. La
temperatura de desolvatacion se encontraba desactivada. Se captaron los datos de EM durante aprox. 2 a 3 minutos
por el software del instrumento correspondiente.

B) de anticuerpo entero en un instrumento MaXis-EM-IEP (Bruker)

Se captaron los espectros de EM utilizando un dispositivo NanoMate como interfaz de pulverizacién. Los valores de
captura de datos en el instrumento de EM se fijaron en 400 Vpp (RF de embudo), 120 eV (energia de la ISCID) y
400 Vpp (RF de Multipol) con referencia a los parametros de transferencia, 5,0 eV (energia i6nica) y 300 m/z (masa
baja) para los pardmetros de cuadrupolo, 15 eV (energia de colisién) y 3.000 Vpp (RF de colisién) para ajustar la
celda de colision y 800 Vpp, 160 ms de tiempo de transferencia y 20 ms de almacenamiento de prepulso en el
enfriador de iones. Los datos se registraron en un intervalo de masas de entre 1.000 y 4.000 m/z en modo de iones
positivos.

La masas molares de los fragmentos Fc diméricos y del anticuerpo entero, que contenian diferentes combinaciones
de estructuras de glicano truncadas por las endoglucosidasas aplicadas, es decir GIcNAc/GIcNAc, GIcNAc +
Fuc/GlcNAc y GlcNAc+Fuc/GIcNAc+Fuc, se determinaron a partir del patron m/z respectivo de la especie fragmento
Fc o anticuerpo entero utilizando un software desarrollado en el propio laboratorio. Las proporciones relativas de los
diversos fragmentos Fc diméricos o anticuerpos enteros residualmente glucosilados se calcularon con el mismo
software del propio laboratorio utilizando la suma de areas de los picos del espectro de m/z de una variante de
glucosilacién diferente del fragmento Fc dimérico o anticuerpo entero.

Andlisis de EM-IEP de estructuras de glicano de 1gG entera mediante CL-EM (deteccién en linea)

Se llevo a cabo una CL-EM en un sistema de HPLC Dionex (Dionex Ultimate 3000) acoplado a un espectrémetro de
masas Q-TOF Il (Waters). La separacion cromatografica se llevd a cabo en una columna ACE C4 (tamafo de
particula: 5 mm; tamafio de poro: 300 A, 1x30 mm; Advanced Chromatography Technologies). El eluyente A era
acido férmico al 0,1%; el eluyente B era 99,9% acetonitrilo y 0,1% acido férmico. El caudal era de 100 pl/min, la
separacion se llevé a cabo a 75°C y se utilizaron 2 mg (10 ml) de una muestra de anticuerpo intacto tratada con
Endo S y Endo H, aunque sin tratamiento de plasmina.

TABLA 1. Parametros de la CL-EM.

Tiempo (min.) % de B observacion
0 25 residuo
3 25
3,1 25
3,5 25 cambio a EM
4,0 25
9,0 50
9,5 100
12,5 100
12,6 25
14,9 25 cambio a residuo
15,0 255 paro de deteccion de EM

Se captaron los espectros de EM utilizando un voltaje capilar de 2.700 V, un voltaje del cono de 80 V en un intervalo
de masas de 1.000 a 4.000 m/z en modo de iones positivos utilizando una temperatura de la fuente de 100°C. La
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temperatura de desolvatacion se fij6 en 200°C. Los datos de EM se captaron durante aproximadamente 11,4
minutos (tiempo de gradiente de 3,5 a 14,9 min.) con el software del instrumento correspondiente.

La masas molares del anticuerpo entero (que consistia de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras), que
contenia diferentes combinaciones de estructuras de glicano truncadas por las endoglucosidasas aplicadas, es decir
GIcNACc/GlcNAc, GlcNAc + Fuc/GlcNAc y GlcNAc+Fuc/GlcNAc+Fuc, se determinaron a partir del patrén m/z
respectivo de la especie anticuerpo utilizando un software desarrollado en el propio laboratorio. Las proporciones
relativas de los diversos anticuerpos intactos residualmente glucosilados se calcularon con el mismo software del
propio laboratorio utilizando la suma de areas de los picos del espectro de m/z de una variante de glucosilacion
diferente del anticuerpo entero.

La proporcién de cadenas pesadas no fucosiladas se determind mediante reduccién del anticuerpo tratado con
EndoS y EndoH con TCEP (hidrocloruro de tris(2-carboxietil)fosfina) y llevando a cabo un analisis de CL-EM tal
como se ha indicado anteriormente, utilizando el mismo ajuste de tipo de columna y gradiente, aunque algunos
parametros modificados para la captura de datos de EM. Los parametros del EM eran los mismos que los indicados
anteriormente, pero el voltaje del cono se fij6 en 25 V y el intervalo de masas era de entre 600 y 2.000 m/z.

Ejemplo 2: resultados

Desglucosilacién de Fc

La N-glucosidasa F, también conocida como PNGasa F, es una desglucosidasa altamente especifica que corta entre
la N-acetilglucosamina mas interna de oligosacaridos unidos mediante N ricos en manosa, hibridos y complejos y el
residuo de asparagina de la glucoproteina a la que se encuentra unida el glicano (Tarentino et al., 1985). El
tratamiento de los fragmentos Fc de los anticuerpos A y C con PNGasa F siguiendo las instrucciones del fabricante
se siguié mediante EC-SDS. Bajo estas condiciones, la PNGasa F elimina cuantitativamente la fraccion glicano de
ambas muestras analizadas, resultando en un desplazamiento de movilidad del pico principal de 3,79x10° a 3,9x10°
(figura 2).

La Endo S corta el nucleo de quitobiosa de los oligosacaridos unidos mediante N, dejando el primer residuo de N-
acetilglucosamina (y un residuo de a-fucosa en el caso de los carbohidratos fucosilados), unido a la proteina El
analisis de EC de dicha muestra glucomanipulada digerida revel6 que aproximadamente 10% de la proteina todavia
se encontraba sin digerir (figura 2a, Tabla 2), tal como demuestra un pico con una movilidad de 3,84x107°. El analisis
posterior mediante tratamiento con PNGasa F indicé que los carbohidratos resistentes a Endo S presentaban
enteramente una estructura hibrida, sugiriendo una especificidad de dicho enzima para los carbohidratos complejos.
Este resultado pudo corroborarse mediante la digestion cuantitativa con Endo S del anticuerpo A de tipo salvaje, que
resultd en proteina homogéneamente desglucosilada (figura 2b).

TABLA 2. Area de pico de los fragmentos Fc tratados enzimaticamente, evaluada mediante EC-SDS.
Area de pico [%]

Anticuerpo, enzima No cortado Cortado
A, nada de enzima 99,3 0,7
A, PNGasa F 1,3 98,7
A, Endo S 1,8 98,2
C, nada de enzima 100,0 0,0
C,PNGasa F 0,3 99,7
C, Endo S 10,6 89,4

Para confirmar dicha hipotesis, se purificé Fc tratado con Endo S del anticuerpo C mediante cromatografia de
afinidad para eliminar el enzima y los carbohidratos cortados, y posteriormente se incub6é con PNGasa F para
eliminar la fraccion glicano entera. Los carbohidratos hidrolizados se analizaron adicionalmente mediante EM
MALDI-TOF. Los espectros obtenidos demostraron que Endo S discriminaba (es decir, no afectaba) las estructuras
bisectadas complejas o hibridas correspondientes a m/z=1.663 (figura 3b).

Se llevaron a cabo experimentos adicionales para determinar si los carbohidratos discriminados eran estructuras
bisectadas complejas o hibridas. Tras la purificacion mediante cromatografia de afinidad, el fragmento Fc tratado con
Endo S del anticuerpo C se incubé con PNGasa F o endoglucosidasa H (Endo H). Endo H es una glucosidasa
recombinante que corta dentro del nucleo de quitobiosa de los oligosacaridos unidos mediante N ricos en manosa e
hibridos de las glucoproteinas. No es capaz de cortar dentro de estructuras complejas. Los espectros de EM MALDI-
TOF demostraron que los carbohidratos discriminados por Endo S son cortados por Endo H, resultando en un pico
principal en m/z=1.460 (figura 3c). Estos datos demuestran claramente que Endo S no es capaz de liberar los
carbohidratos bisectados hibridos de la N-acetilglucosamina unida a asparagina.
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Con el fin de obtener material homogéneamente desglucosilado que solo variase en su contenido de fucosa a-
ligada, se llevd a cabo un tratamiento combinado del fragmento Fc del anticuerpo C con Endo S y Endo H,
resultando en una proteina que era desglucosilada cuantitativamente tras el primer residuo de GIcNAc, tal como se
observo en EC-SDS (figura 4a). El analisis de EM MALDI-TOF demostré que las estructuras bisectadas hibridas
(m/z=1.460) eran liberadas por la combinacion de estos dos enzimas (figura 4b). Para confirmar que la ausencia de
ningun otro carbohidrato unido a la N-acetilglucosamina con o sin un residuo de fucosa a-ligada, se incubd
fragmento Fc del anticuerpo C tratado con Endo S y Endo H, con PNGasa F. No pudieron obtenerse espectros de
MALDI-TOF después de este tratamiento, sugiriendo que no quedaba ningun otro carbohidrato que no pudiese ser
cortado por Endo S o Endo H (datos no mostrados).

Determinacion de la distribucién de la fucosa en una preparacién de Fc

Para cuantificar la distribucion de la fucosa unida al residuo N-acetilglucosamina unido a Fc, se llevaron a cabo
analisis de EM-IEP. Tras la incubacion con Endo S y Endo H antes de la separacion mediante cromatografia de
afinidad, los dominios Fc de los anticuerpos A, B y C (generados mediante digestion con plasmina) se trataron con
carboxipeptidasa B para eliminar la heterogeneidad introducida por la lisina C-terminal.

Los espectros de EM-IEP revelaron fragmentos Fc con dos, una o ninguna fucosa unida al GlcNAc residual todavia
unido a la proteina tras el tratamiento de EndoS/EndoH (figura 5). Se resume la distribucidén de estas tres especies
de fucosa para las tres IgG A, B y C diferentes investigadas (calculada como proporcion relativa de la suma de areas
de picos en los espectros de m/z). Los resultados se correlacionan bien con el contenido de fucosa determinado
mediante EM MALDI-TOF (Tabla 3).

TABLA 3. Comparacion del grado de a-fucosilacion determinado mediante espectrometria de masas para el
fragmento Fc de los anticuerpos A, By C.

MALDI-TOF No fuc. [%] EM-IEP
2 fucosas [%] 1 fucosa[%] O fucosas [%] Sin fuc. [%]
A 2,12 94 3 3 4,5
B 47,0 29 41 30 50,5
C 69,6 20 40 40 60,0

Desglucosilacién de 1gG entera

Para la desglucosilacion de una IgG entera mediante tratamiento combinado con Endo S y Endo H, resultd
necesario optimizar las condiciones del corte. La desglucosilacion con una proporcién molar de Endo S a IgG de
1:20, tal como se utilizo para la desglucosilaciéon del fragmento Fc, resultd insuficiente para desglucosilar una 19G
entera. El incremento de la concentracién de Endo S hasta una proporcion molar de 1:7 resultd suficiente para
obtener material homogéneamente desglucosilado que sdlo variable en su contenido de fucosa a-ligada observado
mediante EC-SDS (figura 6a). El analisis de MALDI-TOF demostré que los carbohidratos resultan liberados por el
tratamiento combinado con Endo S y Endo H (figura 6b). Mediante la utilizacién de este enfoque resulta posible
analizar la asignacion de fucosa por cada IgG sin necesidad de generar separadamente el fragmento Fc.

Determinacion de la distribucién de fucosa de IgG entera

Se llevd a cabo la cuantificaciéon de la distribucién de la fucosa unida al residuo de N-acetilglucosamina mas interno
de glicanos unidos mediante N de IgG enteras utilizando el anticuerpo de tipo salvaje A (2,12% de a-fucosilacién) y
anticuerpo D glucomanipulado (85,0% de a-fucosilacion). Tras el tratamiento combinado con Endo S y Endo H, se
incubaron ambas IgG con carboxipeptidasa B para eliminar la heterogeneidad introducida por la lisina C-terminal.
Los anticuerpos se purificaron seguidamente mediante cromatografia de afinidad.

Se determind la asignacién de la fucosa nuclear por cada IgG utilizando dos métodos diferentes. El patron de los
espectros de m/z obtenidos mediante la deteccion fuera de linea de EM-IEP revel6 especies de IgG con dos, una o
ninguna fucosa unida al GlcNAc residual tras el tratamiento con EndoS/EndoH (figura 8). Se resume la distribucion
de estas tres especies de fucosa para dos IgG diferentes, A y D, investigadas (calculada como proporcion relativa
de la suma de areas de picos en los espectros de m/z) (Tabla 4).

También se llevaron a cabo andlisis de CL-EM para determinar la asignacién de fucosa por cada IgG (figura 9). Para
ambas IgG, los espectros de m/z mostraron una proporcion similar de especies con dos, una o ninguna fucosa
unida, tal como se observa en la deteccion fuera de linea mediante EM-IEP (Tabla 4). Las areas de pico inferiores a
5% se encuentran dentro de la sensibilidad de detecciéon de los métodos para IgG enteras. La proporciéon para
cadena pesada no fucosilada se presenta en la Tabla 4, columna Sin fuc. [%].
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TABLA 4. Comparacion del grado de a-fucosilacion y asignacion de fucosas determinados mediante analisis de EM-
IEP y CL-EM para los anticuerpos Ay D.

EM-IEP CL-EM
2 0 . . o
fucosas 1 fucosa fucosas Sin fuc. 2 fucosas 1 fucosa 0 fucosas Sin fuc. [%]
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
A 92 5 <5 8 94 6 <5 12
D 9 24 67 81 10 24 66 80
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REIVINDICACIONES

1. Método para detectar la presencia o la ausencia de residuos de fucosa dentro de un anticuerpo glucosilado
o de un fragmento del mismo, que comprende:
a) eliminacién enzimatica de residuos sacaridos heterogéneos de la proteina, b) eliminacién enzimatica
de otros residuos heterogéneos de la proteina, c) posterior analisis de la proteina,
en el que la eliminacién en la etapa a) se lleva a cabo con Endo S y Endo H.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que la etapa c) comprende ademas una etapa de purificacion previa
al analisis.
3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que se determina la cantidad de residuos de fucosa y su patron

de distribucién entre moléculas dentro de una preparacion de anticuerpos.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que se determina la distribucién de residuos
de fucosa por cada molécula de Fc en una preparacion de anticuerpos.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la eliminacion en la etapa b) se lleva a
cabo con plasmina y/o carboxipeptidasa B.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el andlisis de la etapa c) comprende
analisis de CL-EM, analisis de EC-peso de SDS o analisis de EM-IEP.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende:
a) proporcionar una preparacion de anticuerpos,
b) opcionalmente aislar la parte de fragmento Fc de dicha preparacion de anticuerpos,
c) eliminar todos los residuos sacaridos heterogéneos del anticuerpo o fragmento Fc con Endo H y Endo
S,
d) eliminar los residuos de lisina C-terminal del anticuerpo o fragmento Fc con carboxipeptidasa B,
e) analisis del anticuerpo o fragmento Fc mediante analisis de CL-EM, de EM-IEP o de EC-PM de SDS.

8. Método segun la reivindicacion 7, en el que la etapa e) comprende ademas una etapa de purificacion previa
al andlisis.
9. Utilizacion del método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la determinacién de la

fucosilacidon cooperativa en una preparacién de anticuerpos durante la fermentacion.

10. Kit para la utilizacién en la deteccion cualitativa y cuantitativa de residuos de fucosa dentro de un péptido,
que comprende Endo S, Endo H, plasmina, carboxipeptidasa B, instrucciones que proporcionan un procedimiento
segun cualquiera de los métodos de las reivindicaciones 1 a 8 y un recipiente para el contenido del kit.

11. Utilizacion de Endo S para el corte de oligosacaridos complejos a partir de una glucoproteina en un método

para detectar la presencia o la ausencia de residuos de fucosa dentro de un anticuerpo glucosilado o de un
fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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