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DESCRIPCIÓN

N-glicosilación en Phaeodactylum tricornutum transformada

Campo de la invención

La presente invención se refiere a métodos para mejorar el patrón de N-glicosilación de proteínas en Phaeodactylum 
tricornutum con el fin de producir en estas microalgas glicoproteínas que tengan perfiles de N-glicano similares a los 5
de las glicoproteínas producidas por células de animales, especialmente células de seres humanos, que se puedan 
usar como agentes terapéuticos humanos o animales.

Antecedentes de la invención

Las proteínas farmacéuticas se producen como proteínas recombinantes por expresión en sistemas de expresión 
eucariotas. Después de la síntesis de la cadena principal de la proteína, la proteína recombinante se somete a un 10
posterior proceso postraduccional incluyendo la unión de residuos de azúcares, un proceso conocido como 
glicosilación. Sin embargo, los organismos eucariotas presentan diferentes procesos de glicosilación que implican
enzimas específicas (glicosiltransferasas y glicosidasas), y de modo que los patrones de glicosilación, incluso de la 
misma proteína, serán diferentes dependiendo de la célula eucariota en la que se está produciendo la proteína 
particular. Por tanto, el patrón de glicosilación de las proteínas farmacéuticas expresadas en células hospedantes 15
eucariotas difiere sustancialmente del patrón de glicosilación de las proteínas naturales producidas en seres 
humanos y otros mamíferos.

N-glicosilación: una importante modificación postraduccional de proteínas segregadas

La N-glicosilación es una importante etapa de la modificación postraduccional en la síntesis de proteínas en células 
eucariotas. El proceso de N-glicanos en la vía secretora es esencial para las proteínas destinadas a ser segregadas 20
o integradas en membranas. La N-glicosilación comienza cuando la proteína es traducida y translocada (movida)
desde el ribosoma al lumen del retículo endoplásmico (RE). En este proceso, se ensambla inicialmente un precursor 
de oligosacáridos fosfato de dolicol (Glc3Man9GlcNAc2-PP-dolicol) en la cara citoplasmática y termina en la cara 
luminal de la membrana del RE (BURDA AND AEBI, Biochimica et Biophysica Acta, vol.1426, pp. 239-257, 1999).
Este precursor es usado por el complejo de multisubunidades de oligosacariltransferasa (OST) que cataliza su 25
transferencia a los residuos de asparagina de las secuencias de consenso Asn-X-Ser/Thr, cuando X es diferente de 
prolina y ácido aspártico, de una proteína diana (BURDA AND AEBI, antes mencionadas, 1999). A continuación, el 
precursor se desglucosila/reglucosila para asegurar el control de calidad de la proteína neosintetizada por
interacción con las proteínas chaperonas residentes en el RE, calrreticulina y calnexina. Estos episodios en el RE
son cruciales para el plegamiento y la oligomerización apropiados de las proteínas segregadas (HELENIUS AND30
AEBI, Science, vol. 291, pp. 2364-2369, 2001), altamente conservadas en las células eucariotas investigadas hasta 
ahora. Estas etapas conducen a la formación de un conjunto limitado de N-glicanos del tipo de alto contenido en
manosa (Fig. 1). Por el contrario, la adaptación evolutiva del proceso de N-glicanos en el aparato de Golgi ha dado 
lugar a una gran variedad de estructuras complejas específicas de los organismos. Las manosidasas localizadas en 
este compartimento degradan en primer lugar el precursor de oligosacáridos en N-glicanos del tipo alto contenido en35
manosa que varían desde Man9GlcNAc2 (Man-9) hasta Man5GlcNAc2 (Man-5). A continuación se transfiere la N-
acetilglucosaminiltransferasa I (GnT I) a un primer residuo de GlcNAc en el brazo de β(1,3)-manosa de Man5GlcNAc2

y facilita la síntesis de múltiples N-glicanos de tipo complejo estructuralmente diferentes (Fig. 1). A continuación, las 
acciones de α-manosidasa II y GnT II permiten la síntesis del núcleo GlcNAc2Man3GlcNAc2. Los oligosacáridos de 
tipo complejo surgen de la transferencia en el aparato de Golgi de residuos de monosacáridos al núcleo 40
GlcNAc2Man3GlcNAc2 bajo la acción de glicosiltransferasas específicas de los organismos. Como consecuencia, las 
proteínas maduras que abandonan la vía secretora albergan múltiples N-glicanos complejos específicos del 
organismo que permiten a la proteína adquirir un conjunto de funciones biológicas mediadas por glicanos. Como 
ilustración, los N-glicanos en mamíferos son estructuras poli-antenarias, poli-sialiladas maduradas que albergan un 
residuo de fucosa unido por α(1,6) en la N-acetilglucosamina próxima del núcleo (núcleo-α(1,6)-fucosa) (Fig. 1).45

Remodelación en N-glicanos similares a los de seres humanos por estrategias de activación

Puesto que los perfiles de glicosilación difieren entre las células hospedantes de mamíferos y eucariotas, se han 
desarrollado estrategias para la remodelación in vivo de las estructuras de glicano unidas por N a proteínas. Estas 
estrategias incluyen la desactivación de genes endógenos que están implicados en la transferencia de algunos 
monómeros específicos, y metodologías de activación basadas en la expresión en las células hospedantes de 50
enzimas de mamíferos. Los resultados del procedimiento de activación, complementando el repertorio enzimático de 
la célula hospedante, en la síntesis en el sistema de expresión recombinante de glicanos unidos a N son similares a 
los encontrados en células de mamíferos. Como ilustración, se ha conseguido la remodelación de N-glicanos de 
plantas en N-glicanos similares de mamíferos expresando una β(1,4)-galactosiltransferasa humana en células 
vegetales. También se ha realizado la inserción dirigida de la β(1,4)-galactosiltransferasa humana en Physcomitrella 55
patens lo que conduce a la adición de β(1,4)-galactosa terminal a N-glicanos endógenos. La N-
acetilglucosaminiltransferasa III (GnT III) humana también se ha expresado con éxito en plantas con el fin de 
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modificar in planta N-glicanos endógenos. Esta transferasa es capaz de introducir el residuo β(1,4)-GlcNAc en la β-
manosa de los N-glicanos de mamífero del núcleo (biseccionando GlcNAc). El documento WO2009/101160 describe 
la modificación de Phaeodactylum tricornutum con diversas actividades enzimáticas. El documento WO2009/101160 
describe que es necesaria la inactivación de ciertas enzimas en microalgas para humanizar el patrón de 
glicosilación. Las enzimas son alfa-manosidasa I, N-acetilglucosaminiltransferasa, alfa-1,3-fucosiltranferasa y beta-5
1,2-xilosiltransferasa.

Con la excepción de IgG, las proteínas séricas humanas requieren ácido siálico en las posiciones terminales de sus 
N-glicanos (Fig. 1). La mayoría de las células eucariotas que no son de mamífero, tales como plantas, no sintetizan 
ácidos N-acetil- y N-glicolil-neuramínicos (Neu5Ac y Neu5Gc), los dos principales ácidos siálicos de mamíferos. 
Como consecuencia, se ha desarrollado la manipulación genética para la síntesis in planta de proteínas sialiladas 10
por expresión de enzimas capaces de sintetizar CMP-Neu5Ac, su transportador de Golgi y las sialiltransferasas 
apropiadas (Paccalet et al., 2007, Plant Biotechnology Journal, vol.5, pp. 12-25; Castilho et al., 2008, Plant Physiol., 
Vol. 147 (11), pp. 331-339; Castilho et al., 2010, The Journal of Biological Chemistry, vol. 285 (21), pp. 15923-30.

Breve descripción de los dibujos

La figura 1 muestra la biosíntesis de glicanos unidos a N en mamíferos.15

La figura 2 muestra la detección por afinidad usando concanavalina A (Con A) y la inmunodetección usando 
anticuerpos producidos contra los epítopos de núcleo β(1,2)-xilosa (anti-Xyl) y núcleo α(1,3)-fucosa (anti-Fuc) de 
proteínas aisladas de cebolleta usadas como control positivo (Pista 1) y de Phaeodactylum tricornutum (Pista 2).

La figura 3 muestra el vector de transformación BSJ-25 (SEQ ID NO 79). El casete de expresión está compuesto por 
el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) doble (SEQ ID NO 80), una secuencia Ω del virus del 20
mosaico del tabaco como potenciador de la traducción y un péptido señal (PS) de quitinasa (SEQ ID NO 81) que 
está situado aguas arriba del sitio de clonación múltiple (MCS) y la secuencia del terminador FcpA de 
Phaeodactylum tricornutum en el extremo. El marcador de selección, el gen resistente a la bleomicina, ShBle, es 
activado por el promotor FcpB. La construcción también contiene el gen resistente a la ampicilina, Amp, y el origen 
de replicación de Escherichia coli.25

La figura 4 muestra el casete de expresión de la GnT I de Phaeodactylum tricornutum. El primer casete comprende
la secuencia que codifica la GnT I endógena situada bajo el control de secuencias reguladoras endógenas. En la 
segunda construcción, la GnT I está fusionada a la proteína verde fluorescente (GFP).

La figura 5 muestra el cribado de microalgas transformadas con la secuencia que codifica la GnT I de 
Phaeodactylum tricornutum (Pt-GnT I). Pt-GnT I: microalgas potencialmente transformadas; T-: control negativo de 30
amplificación en agua; T+: amplificación por PCR realizada en el vector de transformación.

La figura 6 muestra amplificaciones por PCR del gen constitutivo H4 realizada en el cDNA obtenido de los linajes de 
P. tricornutum que fueron transformados con la secuencia que codifica la proteína GnT I (Pt-GnT I). Pt: cepa natural 
de P. tricornutum; T-: control negativo de amplificación en agua; RT+: amplificación por PCR realizada en el cDNA; 
RT-: control negativo de transcripción inversa.35

La figura 7 muestra la amplificación por PCR de GnT I realizada en el cDNA obtenido a partir de P. tricornutum que 
fue transformada con la secuencia que codifica la GnT I endógena (Pt-GnT I). Pt: cepa natural de P. tricornutum; T-: 
control negativo de amplificación en agua; RT+: amplificación por PCR realizada en el cDNA; RT-: control negativo 
de transcripción inversa.

La figura 8 muestra la Q-PCR realizada en un linaje de P. tricornutum de tipo natural y en un linaje que expresa el 40
transgén de GnT I. A: curva de fusión de los amplicones; B: perfiles de amplificación de los linajes de tipo natural y 
transformados de P. tricornutum. Pt-GnT I: curvas de amplificación obtenidas en 3 diluciones de cDNA a partir del 
linaje transformado con el gen GnT I. Pt-wt: curvas de amplificación obtenidas en 3 diluciones de cDNA a partir del 
linaje de tipo natural.

La figura 9 muestra la observación por microscopía confocal de microalgas P. tricornutum que fueron transformadas 45
con los genes que codifican una proteína verde fluorescente citosólica (Pt-eGFP) y una proteína de fusión GnT I-
eGFP (Pt-GnT I-eGFP).

La figura 10 muestra la fluorescencia observada en el cloroplasto y el retículo endoplásmico de microalgas P. 
tricornutum que expresan la proteína eGFP y la fluorescencia observada en el aparato de Golgi de microalgas que 
expresan GnT I-eGFP, después de un cultivo de dichas microalgas en brefeldin A (un agente capaz de desmantelar 50
la estructura del aparato de Golgi bloqueando el transporte desde el retículo endoplásmico hasta el aparato de 
Golgi).

La figura 11 muestra la detección de la proteína de fusión GnT I-eGFP por transferencia de Western. La muestra de 
Pt-eGFP corresponde a un extracto de proteína de P. tricornutum que produce proteína eGFP citosólica. La muestra 
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negativa (Pt) corresponde al extracto de proteína de una microalga P. tricornutum no transformada. Por último, la Pt-
GnT I-eGFP corresponde a extractos de proteínas de dos clones de P. tricornutum que fueron transformados con 
una secuencia que codifica la proteína de fusión GnT I-eGFP y que presenta fluorescencia en el aparato de Golgi.

La figura 12 muestra las construcciones usadas para la expresión de GnT I en P. tricornutum.

La figura 13 muestra N-glicanos del tipo con alto contenido en manosa que son los principales oligosacáridos unidos 5
en N a proteínas de P. tricornutum. (A) Espectro de masas MALDI-TOF de glicanos unidos a N liberados por 
PNGasa A desde glicoproteínas de P. tricornutum y marcados con 2-aminobenzamida (2-AB). (B) Espectro de 
masas MALDI-TOF del agrupamiento de N-glicanos después de tratamiento con α-manosidasa de canavalia. (C) 
espectro de masas MALDI-TOF de glicanos unidos a N marcados con 2-AB liberados por PNGasa F desde
glicoproteínas de P. tricornutum. Man-3 a Man-9: N-glicanos de paucimanosa y de tipo con alto contenido en10
manosa Man3GlcNAc2 a Man9GlcNAc2. *: contaminantes. ■: aductos de potasio.

La figura 14 muestra la deficiencia de maduración de N-glicanos de los complementos GnT I de P. tricornutum en el 
mutante Lec1 de CHO. Espectros de masas MALDI-TOF de glicanos unidos en N a proteínas extraídas de células 
de CHO. (A) tipo natural, (B) mutante Lec1 de CHO y (C) transformante 4 del mutante Lec1 de CHO complementado 
con el gen GnT I de P. tricornutum. Man-4 a Man-9: N-glicanos de tipo con alto contenido en manosa Man4GlcNAc215
a Man9GlcNAc2. Símbolos (70): cuadrado negro con contorno negro: GlcNAc, círculo gris con contorno negro: Man, 
círculo blanco con contorno negro: Gal, triángulo gris con contorno negro: Fucosa.

Sumario de la invención

Un primer aspecto de la invención se refiere a Phaeodactylum tricornutum transformada cuya vía de N-glicosilación 
ha sido modificada por la inactivación de β-N-acetilglucosaminidasas tanto de las secuencias de aminoácidos SEQ 20
ID NO 9 como SEQ ID NO 11, no presentando dichas β-N-acetilglucosaminidasas inactivadas ninguna actividad 
enzimática.

En una realización preferida, dicha P. tricornutum comprende además otra secuencia de ácidos nucleicos unida 
operativamente a un promotor, codificando dicha otra secuencia de ácidos nucleicos un polipéptido que es 
expresado y glicosilado en la P. tricornutum transformada.25

Un segundo aspecto de la invención se refiere a un método para producir un polipéptido glicosilado, comprendiendo 
dicho método las etapas de:

cultivar una P. tricornutum transformada como se ha descrito anteriormente,

purificar dicho polipéptido que es expresado y glicosilado en dicha P. tricornutum transformada.

En una realización preferida, dicho método comprende una etapa adicional (iii) de determinación del patrón de 30
glicosilación de dicho polipéptido.

Un tercer aspecto de la invención se refiere a un uso de una P. tricornutum transformada como se ha descrito 
anteriormente para producir un polipéptido glicosilado. 

Descripción detallada de la invención

Se ha predicho un gen que codifica una supuesta N-acetilglucosaminiltransferasa I (GnT I) en el genoma de 35
Phaeodactylum tricornutum (P. tricornutum), pero los inventores establecieron que esta supuesta GnT I no mostraba
ninguna actividad significativa en Phaeodactylum tricornutum en condiciones de cultivo estándares, puesto que las
proteínas extraídas de Phaeodactylum tricornutum no presentaban ningún patrón de glicosilación 
GlcNAcMan5GlcNAc2 y llevaban alrededor del 95-97% de N-glicanos de tipo con alto contenido en manosa que 
variaba desde Man9GlcNAc2 (Man-9) hasta Man5GlcNAc2 (Man-5).40

Sin embargo, los inventores encontraron sorprendentemente en otros experimentos, presentados en los siguientes 
ejemplos, que esta supuesta GnT I era capaz de restaurar la maduración de glicanos unidos a N en N-glicanos de 
tipo complejo en mutantes Lec1 de CHO, defectuosos en su GnT I endógeno.

En consecuencia, los inventores muestran que esta supuesta GnT I tiene una actividad enzimática, cuya actividad 
enzimática puede restaurar la actividad defectuosa de GnT I de mamíferos.45

Además, la N-acetilglucosaminiltransferasa I no es la única enzima identificada por los inventores en el genoma de 
Phaeodactylum tricornutum. Se ha identificado otro gen que codifica una alfa-manosidasa II (α-Man II) en el genoma 
de Phaeodactylum tricornutum, aunque no era detectable la actividad de α-Man II en P. tricornutum en condiciones 
de cultivos estándares.
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GlcNAcMan5GlcNAc2, el producto de GnT I, se convierte sucesivamente en el aparato de Golgi en 
GlcNAcMan4GlcNAc2 y a continuación en GlcNAcMan3GlcNAc2 por la acción del α-Man II, seguido por la producción 
de GlcNAc2Man3GlcNAc2 bajo la acción de GnT II.

No obstante, algunos organismos expresan β-N-acetilglucosaminidasas, que son enzimas responsables de la 
degradación de N-glicanos terminados en GlcNAc después de su biosíntesis en el aparato de Golgi con la acción de 5
GnT I y Man II. La eliminación de GlcNAc terminal por β-N-acetilglucosaminidasas en el sistema secretor o en 
compartimentos en los que se acumulan proteínas pueden convertir entonces estos oligosacáridos en Man4GlcNAc2

y Man3GlcNAc2, reasociando así la vía de glicosilación.

Los inventores identificaron genes que codifican las supuestas β-N-acetilglucosaminidasas en el genoma de 
Phaeodactylum tricornutum: una primera β-N-acetilglucosaminidasa de secuencia de aminoácidos SEQ ID NO 9 es 10
codificada por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID NO 10 (número de registro 45073), mientras que una 
segunda β-N-acetilglucosaminidasa de secuencia de aminoácidos SEQ ID NO 11 es codificada por la secuencia de 
ácidos nucleicos SEQ ID NO 12 (número de registro 49563).

Estos supuestos genes pueden explicar la ausencia de la cantidad detectable de GlcNAcMan5GlcNAc2, el producto 
de GnT I, o GlcNAcMan4GlcNAc2 y GlcNAcMan3GlcNAc2, productos de GnT I y α-Man II, en proteínas de P. 15
tricornutum.

Por tanto, un primer objeto de la invención es una Phaeodactylum tricornutum transformada cuya vía de N-
glicosilación ha sido modificada por la inactivación de β-N-acetilglucosaminidasas tanto de secuencias de 
aminoácidos SEQ ID NO 9 como SEQ ID NO 11, no presentando dichas β-N-acetilglucosaminidasas inactivadas 
ninguna actividad enzimática.20

En una primera realización, dicha Phaeodactylum tricornutum transformada comprende además una secuencia de 
ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde:

(i) dicha secuencia de ácidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa I que tiene la secuencia 
de aminoácidos SEQ ID NO 1, o una secuencia de aminoácidos que comprende al menos SEQ ID NO 4; y

(ii) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencia de menos del 50% con la SEQ ID NO 3.25

Phaeodactylum tricornutum es una microalga que pertenece a la clase Bacillariophyceae, al orden Naviculales, a la 
familia Phaeodactylaceae y al género Phaeodactylum.

El término “secuencia de ácidos nucleicos” utilizado en la presente memoria se refiere a secuencias de DNA (por 
ejemplo, cDNA o DNA genómico o sintético), así como a análogos de DNA que contienen análogos de nucleótidos 
no naturales, enlaces internucleosídicos no naturales, o ambos. Preferiblemente, dicha secuencia de ácidos30
nucleicos es una secuencia de DNA. Esta secuencia de ácidos nucleicos puede estar en cualquier conformación 
topológica, como lineal o circular.

La expresión promotor “unido operativamente” se refiere a una unión en la que el promotor es contiguo al gen de 
interés para controlar la expresión de dicho gen.

El término “Phaeodactylum tricornutum transformada” se refiere a una P. tricornutum en la que la secuencia de 35
ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor se ha introducido en dicha microalga por métodos 
convencionales de transformación, como se describe a continuación, para expresar dicha molécula de ácidos
nucleicos en el núcleo de dicha P. tricornutum.

La transformación de P. tricornutum se puede realizar por métodos convencionales, tales como bombardeo de 
micropartículas, electroporación, perlas de vidrio, polietilenglicol (PEG), bigotes de carburo de silicio, o el uso de 40
virus o agrobacterias. Dicho protocolo se describe en los ejemplos. La secuencia de ácidos nucleicos se puede 
introducir en Phaeodactylum tricornutum vía un plásmido, secuencias de virus, DNA monocatenario o bicatenario, 
DNA circular o lineal. En general es deseable incluir en cada secuencia o vector de ácidos nucleicos al menos un 
marcador seleccionable para permitir la selección de Phaeodactylum tricornutum que ha sido transformada
establemente. Ejemplos de dichos marcadores son genes resistentes a antibióticos, tales como el gen sh ble que 45
permite la resistencia a zeocina, los genes nat o sat-1 que permiten la resistencia a nourseotricina y el gen bar que 
permite la resistencia a glufosinato.

La N-acetilglucosaminiltransferasa I, también conocida como GnT I o manosido-acetilglucosaminiltransferasa I 
(MGAT I) es una enzima de la vía de N-glicosilación, que es capaz de añadir un residuo de N-acetilglucosamina 
(GlcNAc) a Man5GlcNAc2 para producir un GlcNAcMan5GlcNAc2.50

La N-acetilglucosaminiltransferasa I que tiene la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO 1 corresponde a la “N-
acetilglucosaminiltransferasa endógena” codificada por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID NO 2 presente en 
el genoma de Phaeodactylum tricornutum de tipo natural.
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La expresión “sitio catalítico” se refiere a la secuencia de aminoácidos de una enzima, siendo dicha secuencia de 
aminoácidos responsable de la actividad enzimática. Por tanto, el sitio catalítico de la N-acetilglucosaminiltransferasa 
I corresponde a la secuencia de aminoácidos responsable de la adición de un residuo de N-acetilglucosamina 
(GlcNAc) a Man5GlcNAc2 para producir un GlcNAcMan5GlcNAc2.

Como se usa en la presente memoria, el término “derivado de N-acetilglucosaminiltransferasa I” se refiere a una 5
secuencia de aminoácidos capaz de añadir un residuo de N-acetilglucosamina (GlcNAc) a Man5GlcNAc2 para 
producir un GlcNAcMan5GlcNAc2 y que tiene una identidad mayor del 85% con la secuencia de aminoácidos SEQ ID 
NO 1 o uno de sus fragmentos, preferiblemente una identidad mayor del 90% con la secuencia de aminoácidos SEQ
ID NO 1 o uno de sus fragmentos, y más preferiblemente una identidad mayor del 95% con la secuencia de 
aminoácidos SEQ ID NO 1 o uno de sus fragmentos.10

Como se usa en la presente memoria, “porcentaje de identidad” entre dos secuencias de aminoácidos significa el
porcentaje de aminoácidos idénticos, entre las dos secuencias que se van a comparar, obtenido con el mejor 
alineamiento de dichas secuencias, siendo este porcentaje puramente estadístico y distribuyéndose las diferencias 
entre estas dos secuencias aleatoriamente en las secuencias de aminoácidos. Como se usa en la presente 
memoria, “mejor alineamiento” o “alineamiento óptimo”, significa el alineamiento para el que el porcentaje de 15
identidad determinado (véase a continuación) es el mayor. La comparación de secuencias entre dos secuencias de 
aminoácidos se realiza generalmente comparando estas secuencias que se han alineado previamente de acuerdo 
con el mejor alineamiento; esta comparación se realiza en segmentos de comparación con el fin de identificar y 
comparar las regiones locales de similitud. El mejor alineamiento de secuencias para llevar a cabo la comparación 
se puede realizar usando programas informáticos que utilizan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST 20
N, FASTA, TFASTA en el paquete de programas informáticos Wisconsin Genetics). Para obtener el mejor 
alineamiento local, se puede usar preferiblemente el programa BLAST, con la matriz BLOSUM 62 o la matriz PAM 
30. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoácidos se determina comparando estas dos secuencias 
alineadas óptimamente, pudiendo comprender las secuencias de aminoácidos adiciones o deleciones respecto a la 
secuencia de referencia con el fin de obtener el alineamiento óptimo entre estas dos secuencias. El porcentaje de 25
identidad se calcula determinando el número de posiciones idénticas entre estas dos secuencias, y dividiendo este 
número por el número total de posiciones comparadas, y multiplicando el resultado obtenido por 100 para obtener el 
porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

Muchos promotores diferentes que permiten la expresión de una secuencia de ácidos nucleicos en Phaeodactylum 
tricornutum son conocidos por los expertos en la técnica. Como ejemplo de dichos promotores, se pueden citar los 30
promotores nucleares, tales como fcpA y fcpB de Phaeodactylum tricornutum descritos en ZAVLASKAÏA et al. (J. 
Phycol., vol.36, pp. 379-386, 2000). Sin embargo, este promotor tiene una identidad de secuencias menor del 50% 
con la SEQ ID NO 3 correspondiente a la secuencia de 1047 pb de la secuencia de ácidos nucleicos aguas arriba
del ATG de la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID NO 2 presente en el genoma de Phaeodactylum tricornutum de 
tipo natural, preferiblemente menor del 25% y lo más preferiblemente menor del 10%.35

En otra realización preferida, dicha Phaeodactylum tricornutum transformada comprende además una secuencia de 
ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde:

(i) dicha secuencia de ácidos nucleicos codifica una alfa-manosidasa II que tiene la secuencia de aminoácidos 
SEQ ID NO 5; y

(ii) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias menor del 50% con la SEQ ID NO40
7.

La α-manosidasa II, también conocida como α-Man II, es una enzima que cataliza la primera etapa comprometida en 
la biosíntesis de N-glicanos complejos. La α-Man II es capaz de hidrolizar los residuos terminales de alfa-D-manosa 
unidos por (1->3) y (1->6) en el manosil-oligosacárido GlcNAcMan5GlcNAc2. GlcNAcMan5GlcNAc2, el producto de 
GnT I, se convierte sucesivamente en el aparato de Golgi en GlcNAcMan4GlcNAc2 y luego en GlcNAcMan3GlcNAc245
por acción de la α-Man II.

La α-manosidasa II que tiene la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO 5 corresponde a la “α-manosidasa II 
endógena” codificada por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID NO 6 presente en el genoma de Phaeodactylum 
tricornutum de tipo natural.

La expresión “sitio catalítico” se refiere a la secuencia de aminoácidos de una enzima, siendo dicha secuencia de 50
aminoácidos responsable de la actividad enzimática. Por tanto, el sitio catalítico de la α-manosidasa II corresponde a 
la secuencia de aminoácidos responsable de la conversión de GlcNAcMan5GlcNAc2, el producto de GnT I, en el 
aparato de Golgi en GlcNAcMan4GlcNAc2 y luego en GlcNAcMan3GlcNAc2.

Como se usa en la presente memoria, el término “derivado de α-Man II” se refiere a una secuencia de aminoácidos 
capaz de convertir GlcNAcMan5GIcNAc2, el producto de GnT I, en el aparato de Golgi en GlcNAcMan4GlcNAc2 y 55
luego en GlcNAcMan3GlcNAc2 y que tiene una identidad mayor del 85% con la secuencia de aminoácidos SEQ ID 
NO 5 o uno de sus fragmentos, preferiblemente una identidad mayor del 90% con la secuencia de aminoácidos SEQ
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ID NO 5 o uno de sus fragmentos, y más preferiblemente una identidad mayor del 95% con la secuencia de 
aminoácidos SEQ ID NO 5 o uno de sus fragmentos.

Muchos promotores diferentes que permiten la expresión de una secuencia de ácidos nucleicos en Phaeodactylum 
tricornutum son conocidos por los expertos en la técnica. Como ejemplo de dichos promotores, se pueden citar los 
promotores nucleares, tales como fcpA y fcpB, de Phaeodactylum tricornutum descrito en ZAVLASKAÏA et al. (J. 5
Phycol., vol.36, pp. 379-386, 2000). Sin embargo, este promotor tiene una identidad de secuencias menor del 50% 
con la SEQ ID NO 7 correspondiente a la secuencia de 1000 pb de la secuencia de ácidos nucleicos aguas arriba
del ATG de la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID NO 6 presente en el genoma de Phaeodactylum tricornutum de 
tipo natural, preferiblemente menor del 25% y lo más preferiblemente menor del 10%.

El término “inactivado” con referencia a β-N-acetilglucosaminidasas se refiere a β-N-acetilglucosaminidasas que no 10
presentan ninguna actividad enzimática.

Este tipo de enzima es capaz de hidrolizar exclusivamente el residuo GlcNAc unido a la α-manosa unida por 1,3/1,6 
del pentasacárido nuclear de N-glicanos. Cabe destacar que esta enzima no podría hidrolizar Man5GlcNAc, sino que 
además actuaría solo “aguas abajo” en GlcNAcMan5GlcNAc2, GlcNAcMan4GlcNAc2, GlcNAcMan3GlcNAc2 o 
GlcNAcMan3GlcNAc2 sustituido por residuos de fucosa unidos al GlcNAc próximo.15

Por actividades enzimáticas de β-N-acetilglucosaminidasa, los autores de la presente invención se refieren a la 
eliminación del residuo GlcNAc terminal unido a las manosas del núcleo de glicanos de tipo complejo unidos en N a 
proteínas.

Dicha inactivación se puede obtener de varias maneras conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los 
métodos de inactivación comprenden silenciamiento de genes con interferencia de RNA (miRNA, siRNA) que se han 20
usado en microalgas (Zhao T., et al., 2009, The Plant Journal, vol. 58, pp. 157-164; Molnar A., et al., 2009, The Plant 
Journal vol. 58, pp. 165-174), como en P. tricornutum (De Riso V., et al., 2009, Nucleic Acids Research, pp. 1-12). La 
inactivación de dichas β-N-acetilglucosaminidasas también se puede obtener por desactivación de los genes 
correspondientes, pero también por el uso de un método de inhibición de la actividad enzimática, por ejemplo, 
usando anticuerpo dirigido al sitio catalítico de dicha β-N-acetilglucosaminidasas.25

La inactivación de β-N-acetilglucosaminidasas se puede confirmar analizando su actividad enzimática, que se puede 
medir por técnicas que son conocidas por los expertos en la técnica, por ejemplo, usando uno de los dos ensayos de 
actividad diferentes siguientes, descritos en Léonard R., et al., 2006, The Journal of Biological Chemistry, vol. 281, 
pp. 4867-4875.

De acuerdo con un primer ensayo, las N-acetilglucosaminidasas se incuban con los diferentes sustratos a 37ºC 30
durante 1-20 horas. Para experimentos con p-nitrofenil-GlcNAc, la concentración del sustrato es 5 mM en un 
volumen total de 0,04 mL de tampón de citrato/fosfato 0,1 M a pH 3-8. Las reacciones se terminan por la adición de 
0,26 mL de tampón de glicina/NaOH 0,4 M a pH 10,4, y se mide la absorbancia a 405 nm con un lector de placas de 
microtitulación.

De acuerdo con un segundo ensayo, los oligosacáridos piridilaminados se usan a una concentración final de 0,1 mM 35
en un volumen total de 0,02 mL de tampón de citrato/fosfato 0,1 M a pH 3-8. La incubación se termina por la adición 
de 0,18 mL de borato de sodio 20 mM enfriado con hielo. Se analizan partes alícuotas de 0,05 mL por HPLC en fase 
inversa como se ha descrito anteriormente.

En una realización preferida, dichas β-N-acetilglucosaminidasas se han inactivado con la técnica de interferencia de 
RNA.40

Preferiblemente, todas las P. tricornutum transformadas como se ha descrito anteriormente comprenden además 
una secuencia de ácidos nucleicos adicional unida operativamente a un promotor, codificando dicha secuencia de 
ácidos nucleicos adicional un polipéptido que se expresa y glicosila en la P. tricornutum transformada.

El término “polipéptido”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de aminoácidos que 
comprende más de 50 aminoácidos que están unidos por enlaces peptídicos.45

Después de la transformación de P. tricornutum, se seleccionan los transformantes que producen el polipéptido 
deseado. La selección se puede realizar por uno o más métodos convencionales que comprenden: ensayo por 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), espectroscopia de masas, tal como MALDI-TOF-MS, cromatografía por 
ESI-MS, caracterización de células usando un clasificador de células activadas por fluorescencia, 
espectrofotometría, fluorimetría, inmunocitoquímica exponiendo las células a un anticuerpo que tenga una afinidad 50
específica por la proteína deseada. Dichos métodos se detallan a continuación en los ejemplos.

Los polipéptidos glicosilados tienen al menos una estructura GlcNAcMan5GlcNAc2. Preferiblemente, dichos 
polipéptidos glicosilados tienen al menos una GlcNAcMan4GlcNAc2, GlcNAcMan3GlcNAc2 o GlcNAc2Man3GlcNAc2.
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Ventajosamente, el polipéptido expresado y glicosilado por la Phaeodactylum tricornutum transformada es un 
polipéptido de origen animal, preferiblemente de origen mamífero, y lo más preferiblemente de origen humano.

En una realización todavía preferida, el polipéptido expresado y glicosilado por la P. tricornutum transformada de la 
invención es un polipéptido que tiene un interés terapéutico. Preferiblemente, dicho polipéptido se selecciona del 
grupo que comprende eritropoyetina, citoquinas, tales como interferones, anticuerpos y sus fragmentos, factores de 5
coagulación, hormonas, beta-glucocerebrosidasa, pentraxina-3, anti-TNF, α-glucosidasa ácida, α-L-iduronidasa y sus 
derivados.

Un anticuerpo es una molécula de inmunoglobulina correspondiente a un tetrámero que comprende cuatro cadenas 
polipeptídicas, dos cadenas pesadas (H) idénticas (aproximadamente 50-70 kDa con su longitud completa) y dos 
cadenas ligeras (L) idénticas (aproximadamente 25 kDa con su longitud completa) interconectadas por enlaces 10
disulfuro. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, 
mu, alfa, delta o épsilon, y definen el isotipo de anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Cada 
cadena pesada está compuesta por una región variable de la cadena pesada en el extremo N (abreviada en la 
presente memoria como HCVR) y una región constante de la cadena pesada. La región constante de la cadena 
pesada está compuesta por tres dominios (CH1, CH2 y CH3) para IgG, IgD e IgA; y 4 dominios (CH1, CH2, CH3 y 15
CH4) para IgM e IgE. Cada cadena ligera está compuesta por una región variable de la cadena ligera en el extremo 
N (abreviada en la presente memoria como LCVR) y una región constante de la cadena ligera. La región constante 
de la cadena ligera está compuesta por un dominio, CL. Las regiones HCVR y LCVR se pueden subdividir además
en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), 
intercaladas con regiones que están más conservadas, denominadas regiones de entramado (FR). Cada HCVR y 20
LCVR está compuesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxi en el 
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. La asignación de aminoácidos a cada dominio está de 
acuerdo con los usos bien conocidos. La capacidad funcional del anticuerpo para unirse a un antígeno particular 
depende de las regiones variables de cada par de cadenas ligera/pesada, y está determinada en gran parte por las 
CDR.25

El término “anticuerpo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo monoclonal per se. Un 
anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo humano, anticuerpo quimérico y/o anticuerpo humanizado.

El término “fragmentos de anticuerpos” como se usa en la presente memoria se refiere a fragmentos de anticuerpos 
que se unen a los antígenos particulares de dicho anticuerpo. Por ejemplo, están abarcados por la invención los 
fragmentos de anticuerpo capaces de unirse a antígenos particulares que incluyen Fab (por ejemplo, por digestión 30
con papaína), Fab' (por ejemplo, por digestión con pepsina y reducción parcial) y F(ab')2 (por ejemplo, por digestión 
con pepsina), facb (por ejemplo, por digestión con plasmina), pFc' (por ejemplo, por digestión con pepsina o 
plasmina), Fd (por ejemplo, por digestión con pepsina, reducción parcial y reagregación) y fragmentos Fv o ScFv 
(por ejemplo, por técnicas de biología molecular).

Dichos fragmentos se pueden producir por escisión enzimática, técnicas sintéticas o recombinantes, como se 35
conoce en la técnica y/o como se describe en la presente memoria. Los anticuerpos también se pueden producir en 
una variedad de formas truncadas usando genes de anticuerpos en los que se han introducido uno o más codones 
de parada aguas arriba del sitio de parada natural. Por ejemplo, un gen de combinación que codifica una porción de 
cadena pesada F(ab')2 se puede diseñar de forma que incluya secuencias de DNA que codifiquen el dominio CH1 y/o 
la región bisagra de la cadena pesada. Las diversas porciones de anticuerpos se pueden unir entre sí químicamente 40
por técnicas convencionales, o se pueden preparar como una proteína contigua usando técnicas de ingeniería 
genética.

El término “citoquinas” se refiere a proteínas de señalización que son liberadas por células específicas del sistema 
inmunitario para llevar una señal a otras células con el fin de alterar su función. Las citoquinas son agentes 
inmunomoduladores y se usan ampliamente en la comunicación celular. El término citoquinas abarca una amplia 45
gama de reguladores polipeptídicos, tales como interferones, interleuquinas, quimioquinas o el factor de necrosis
tumoral.

El término “factores de coagulación” se refiere a las proteínas plasmáticas que interactúan con las plaquetas en una 
cascada compleja de reacciones catalizadas por enzimas, conduciendo a la formación de fibrina para la iniciación de 
un coágulo de sangre en el proceso de coagulación de la sangre. Los factores de coagulación, en número de 13, son 50
generalmente serina-proteasas, pero también comprenden glicoproteínas (Factores VIII y V) u otros tipos de 
enzimas, tales como transglutaminasa (Factor XIII).

El término “hormonas” se refiere a mensajeros químicos segregados por células específicas en el plasma o la linfa 
para producir sus efectos sobre otras células del organismo a una distancia de sus sitios de producción. La mayoría 
de las hormonas inician una respuesta celular combinándose inicialmente con una cualquiera de las proteínas55
receptoras asociada a la membrana intracelular o celular específica. Las hormonas conocidas comúnmente son, por 
ejemplo, la insulina para la regulación de la energía y la glucosa en el organismo, o la hormona del crecimiento que 
estimula el crecimiento y la reproducción y regeneración celular.
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En otra realización preferida, la invención se refiere a una P. tricornutum transformada como se ha descrito antes, 
que comprende además otra secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde dicha 
secuencia de ácidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa II, uno de sus fragmentos o derivados.

La N-acetilglucosaminiltransferasa II, también conocida como GnT II o manosido-acetilglucosaminiltransferasa II 
(MGAT II) es una enzima de la vía de N-glicosilación, que es capaz de añadir un residuo de N-acetilglucosamina 5
(GlcNAc) a GlcNAcMan3GlcNAc2, producto de α-Man II, para producir una GlcNAc2Man3GlcNAc2.

Ejemplos de la GnT II, también conocida como manosil(alfa-1,6-)-glicoproteína beta-1,2-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT 2), incluyen GnT II de Mus musculus (SEQ ID NO 13, número de registro 
NP_666147), de Homo sapiens (SEQ ID NO 14, número de registro NP_002399) o de Phaeodactylum tricornutum
(SEQ ID NO 5).10

Preferiblemente, la N-acetilglucosaminiltransferasa II tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 5, uno de 
sus fragmentos o derivados, y dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias menor del 
50% con SEQ ID NO 7 o uno de sus fragmentos.

Incluso en otra realización preferida, dicha N-acetilglucosaminiltransferasa II comprende la secuencia de 
aminoácidos SEQ ID NO 15 y dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias menor del 15
50% con SEQ ID NO 7 o uno de sus fragmentos.

Los inventores han observado que la α-manosidasa II tiene un dominio de N-acetilglucosaminiltransferasa II de la 
secuencia de aminoácidos SEQ ID NO 15.

La expresión “sitio catalítico” se refiere a la secuencia de aminoácidos de una enzima, siendo dicha secuencia de 
aminoácidos responsable de la actividad enzimática. Por tanto, el sitio catalítico de la GnT II corresponde a la 20
secuencia de aminoácidos responsable de la adición de un residuo de N-acetilglucosamina (GlcNAc) a 
GlcNAcMan3GlcNAc2 para producir una GlcNAc2Man3GlcNAc2.

Como se usa en la presente memoria, el término “derivado de GnT II” se refiere a una secuencia de aminoácidos 
capaz de añadir un residuo de N-acetilglucosamina (GlcNAc) a GlcNAcMan3GlcNAc2, producto de α-Man II, para 
producir una GlcNAc2Man3GlcNAc2 y que tiene una identidad mayor del 85% con la secuencia de aminoácidos SEQ25
ID NO 5, o uno de sus fragmentos, preferiblemente una identidad mayor del 90% con la secuencia de aminoácidos 
SEQ ID NO 5, o uno de sus fragmentos, y más preferiblemente una identidad mayor del 95% con la secuencia de 
aminoácidos SEQ ID NO 5 o uno de sus fragmentos.

En otra realización preferida, la invención se refiere a una P. tricornutum transformada como se ha descrito antes, 
que comprende además otra secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, codificando dicha 30
secuencia de ácidos nucleicos al menos una enzima de la vía de N-glicosilación humana, tal como N-
acetilglucosaminiltransferasas III, IV, V, VI y glicosiltransferasas, tales como galactosiltransferasas, 
fucosiltransferasas o sialiltransferasas. Dichas enzimas se expresan en dicha P. tricornutum transformada y permiten
la N-glicosilación de un polipéptido.

En otra realización preferida, dicha P. tricornutum transformada como se ha descrito antes, que comprende además35
otra secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, comprende una secuencia de ácidos
nucleicos que codifica las N-acetilglucosaminiltransferasas III, IV, V y VI.

Incluso en otra realización preferida, dicha P. tricornutum transformada como se ha descrito antes, que comprende 
además otra secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica glicosiltransferasas que comprenden galactosiltransferasas, fucosiltransferasas y 40
sialiltransferasas.

GnT III, GnT IV, GnT V, GnT VI, fucosiltransferasa, galactosiltransferasa (GaIT) y sialiltransferasas (ST) son muy
conocidas por los expertos en la técnica.

Ejemplos de GnT III, también conocida como manosil(beta-1,4-)-glicoproteína beta-1,4-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT 3), incluyen GnT III de Mus musculus (SEQ ID NO 17, número de registro45
NP_034925) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 18, número de registro NP_002400). Preferiblemente, dicha N-
acetilglucosaminiltransferasa III (GnT III) corresponde a la SEQ ID NO 18 (número de registro NP_02400).

Ejemplos de GnT IV, también conocida como manosil(alfa-1,3-)-glicoproteína beta-1,4-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT 4), incluyen la isoenzima A de GnT IV de Mus musculus (SEQ ID NO 19, 
número de registro NP_776295 ), la isoenzima B de Mus musculus (SEQ ID NO 20, número de registro NP_666038), 50
la isoenzima C de Mus musculus (SEQ ID NO 21, número de registro NP_080519), la isoenzima A de GnT IV de 
Homo sapiens (SEQ ID NO 22, número de registro NP_036346), la isoenzima B de GnT IV de Homo sapiens (la 
isoforma 1, SEQ ID NO 23, número de registro NP_055090 o la isoforma 2, SEQ ID NO 24, número de registro
NP_463459) o la isoenzima C de GnT IV de Homo sapiens (SEQ ID NO 25, número de registro NP_037376).
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Ejemplos de GnT V incluyen GnT V de Mus musculus (SEQ ID NO 26, número de registro NP_660110), la isoenzima 
B de GnT V de Mus musculus (SEQ ID NO 27, número de registro NP_766536), la GnT V de Homo sapiens (SEQ ID
NO 28, número de registro NP_002401), la isoenzima B de GnT V de Homo sapiens (la isoforma 1, SEQ ID NO 29, 
número de registro NP_653278 o la isoforma 2, SEQ ID NO 30, número de registro NP_945193).

Ejemplo de GnT VI incluye GnT VI de Gallus gallus (SEQ ID NO 31, número de registro NP_990012).5

Las fucosiltransferasas son muy conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, como ejemplo, alfa-(1,6)-
fucosiltransferasa (fucosiltransferasa 8 (FUT8)), como FUT8 de Mus musculus (SEQ ID NO 32, número de registro
NP_058589) o FUT8 de Homo sapiens (SEQ ID NO 33, número de registro Q9BYC5). Preferiblemente, dicha 
fucosiltransferasa corresponde a SEQ ID NO 33 (número de registro Q9BYC5).

Las galactosiltransferasas son muy conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, como ejemplo, una beta-10
(1,4)-galactosiltransferasa (B4GALT1), como B4GALT1 de Homo sapiens (SEQ ID NO 34, número de registro
NP_001488) o B4GALT1 de Mus musculus (SEQ ID NO 35, número de registro CAM14782). Preferiblemente, dicha 
galactosiltransferasa corresponde a SEQ ID NO 34 (número de registro NP_001488).

Las sialiltransferasas son muy conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, como ejemplo, alfa-2,6-
sialiltransferasa (ST6 beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (ST6GAL1) o beta galactosido alfa 2,615
sialiltransferasa 2 (ST6GAL2)), como ST6GAL2 de Mus musculus (SEQ ID NO 36, número de registro NP_766417) 
o ST6GAL1 de Homo sapiens (la isoforma a, SEQ ID NO 37, número de registro NP_775323 o la isoforma b, SEQ 
ID NO 38, número de registro NP_775324), o alfa 2,3 sialiltransferasa (ST3 beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 
6 (ST3GAL6), ST3 beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3GAL1), ST3 beta-galactosido alfa-2,3-
sialiltransferasa 2 (ST3GAL2), ST3 beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 3 (ST3GAL3), como ST3GAL1 de Mus 20
musculus (SEQ ID NO 39, número de registro NP_033203) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 40, número de registro 
NP_003024), ST3GAL2 de Homo sapiens (SEQ ID NO 41, número de registro NP_008858), ST3GAL3 de Homo 
sapiens (la isoforma a, SEQ ID NO 42, número de registro NP_777623, la isoforma b, SEQ ID NO 43, número de 
registro NP_777624, la isoforma c, SEQ ID NO 44, número de registro NP_777625, la isoforma f, SEQ ID NO 45, 
número de registro NP_777628, la isoforma j, SEQ ID NO 46, número de registro NP_006270, la isoforma d, SEQ ID 25
NO 47, número de registro NP_777626, la isoforma e, SEQ ID NO 48, número de registro NP_777627, la isoforma i, 
SEQ ID NO 49, número de registro NP_777631, la isoforma g, SEQ ID NO 50, número de registro NP_777629, la 
isoforma h, SEQ ID NO 51, número de registro NP_777630) o ST3GAL6 de Homo sapiens (SEQ ID NO 52, número 
de registro NP_006091).

Para que una glucosiltransferasa funcione satisfactoriamente en el aparato de Golgi, es necesario que la enzima sea 30
proporcionada con concentraciones suficientes de un azúcar de nucleótidos apropiado, que es el donador de alta 
energía del resto de azúcar añadido a una glicoproteína naciente. En seres humanos, la gama completa de 
precursores del azúcar de nucleótidos generalmente es sintetizada en el citosol y transportada al aparato de Golgi, 
donde se une al oligosacárido del núcleo por las glicosiltransferasas. La firma solicitante observó en microalgas una 
concentración suficiente de GlcNAc, manosa, fucosa y galactosa, pero no de ácido siálico.35

Por tanto, para que una sialiltransferasa funcione satisfactoriamente en el aparato de Golgi, es necesario expresar 
en las microalgas una o más enzimas necesarias para la síntesis de ácido siálico, su activación y su transporte 
dentro del aparato de Golgi entre UDP-GlcNAc 2-epimerasa, GlcNAc 2-epimerasa, GIcNAc-6P 2-epimerasa, NeuAc 
sintasa, NeuAc-9P sintasa, CMP-NeuAc sintasa y el transportador de CMP-ácido siálico (véanse, por ejemplo, los 
trabajos realizados en plantas: Misaki R et al., Biochem Biophys Res Commun. 2006 Jan 27; 339 (4): 1184-9; 40
Paccalet T et al., Plant Biotechnol J. 2007 Jan; 5 (1): 16-25), Castihlo et al., 2008 y Castilho et al., 2010 que se han 
descrito antes).

La UDP-GIcNAc 2-epimerasa, que es conocida también como glucosamina (UDP-N-acetil)-2-epimerasa/N-
acetilmanosamina-quinasa (GNE), es muy conocida por los expertos en la técnica e incluye, por ejemplo, GNE de 
Mus musculus (SEQ ID NO 53, número de registro NP_056643) o GNE de Homo sapiens (SEQ ID NO 54, número 45
de registro NP_005467). Preferiblemente, dicha GNE corresponde a la SEQ ID NO 54 (número de registro
NP_005467).

La GlcNAc 2-epimerasa es muy conocida por los expertos en la técnica e incluye, como ejemplo, la proteína de 
unión a renina (RENBP) de Homo sapiens (SEQ ID NO 55, número de registro NP_002901).

La NeuAc-9-P-sintasa, también llamada ácido N-acetilneuramínico-sintasa (NANS), es muy conocida por los50
expertos en la técnica e incluye, como ejemplo, NANS de Homo sapiens (SEQ ID NO 56, número de registro
NP_061819).

La CMP-NeuAc-sintasa, que es conocida también como citidina-monofosfo-ácido N-acetilneuramínico-sintetasa 
(CMAS), es muy conocida por los expertos en la técnica e incluye, como ejemplo, CMAS de Mus musculus (SEQ ID 
NO 57, número de registro NP_034038) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 58, número de registro NP_061156). 55
Preferiblemente, dicha CMAS corresponde a la SEQ ID NO 58 (número de registro NP_061156).
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Los transportadores de CMP-ácido siálico son también muy conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, 
como ejemplo, la familia de portadores de soluto 35 (transportador de CMP-ácido siálico), miembro Al (SLC35A1) de 
Mus musculus (SEQ ID NO 59, número de registro NP_036025) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 60, número de 
registro NP_006407). Preferiblemente, dicho transportador de CMP-ácido siálico corresponde a SLC35A1 de Homo 
sapiens (SEQ ID NO 60, número de registro NP_006407).5

La proteína transportadora añadida transporta un azúcar de nucleótido desde el citosol al aparato de Golgi, donde el 
azúcar de nucleótido puede reaccionar por medio de la glicosiltransferasa, por ejemplo, para prolongar un N-glicano. 
La reacción libera un nucleósido-difosfato o -monofosfato, por ejemplo, UDP, GDP o CMP. Como la acumulación de 
un nucleósido-difosfato inhibe la actividad adicional de una glicosiltransferasa, frecuentemente también es deseable 
proporcionar una copia expresada de un gen que codifique una nucleótido-difosfatasa. La difosfatasa (específica 10
para UDP o GDP según proceda) hidroliza el difosfonucleósido proporcionando un nucleósido-monosfosfato y un 
fosfato inorgánico. El nucleósido-monofosfato no inhibe la glicosiltransferasa y, en cualquier caso, es exportado
desde el aparato de Golgi por un sistema celular endógeno.

Otro objeto de la invención es un método para producir un polipéptido glicosilado, comprendiendo dicho método las 
etapas de:15

(i) cultivar una P. tricornutum transformada como se ha descrito antes;

(ii) purificar dicho polipéptido expresado y glicosilado en dicha P. tricornutum transformada.

En una realización preferida, dicho método para producir un polipéptido glicosilado comprende una etapa previa de 
transformación de una Phaeodactylum tricornutum de modo que se obtenga una P. tricornutum como se ha definido
anteriormente.20

Los métodos que se pueden emplear para la transformación de P. tricornutum son los descritos antes en la presente 
memoria. Dicha transformación, cultivo de P. tricornutum y purificación de los polipéptidos glicosilados se ilustran
también a continuación.

Ventajosamente, el método de la invención comprende además una etapa (iii) para determinar el patrón de 
glicosilación de dicho polipéptido.25

Este patrón de glicosilación se puede determinar por un método muy conocido por los expertos en la técnica. Como 
ejemplo, se pueden obtener informaciones preliminares sobre la N-glicosilación de la glicoproteína recombinante por
análisis de afino- y de inmuno-transferencia usando sondas específicas, tales como lectinas (CON A; ECA; SNA;
MAA ...) y anticuerpos de N-glicanos específicos (anti-β1,2-xilosa; anti-α-1,3-fucosa; anti-Neu5Gc, anti-Lewis ...). 
Esto se realiza de acuerdo con FITCHETTE et al., (Methods Mol. Biol., vol. 355, pp. 317-342, 2007) y podría 30
completarse por ensayos de desglicosilación.

Para investigar el perfil detallado de N-glicanos de la proteína recombinante, los oligosacáridos unidos en N se 
liberan a continuación de la proteína de una manera no específica usando digestión enzimática o tratamiento 
químico (FITCHETTE et al., antes mencionado, 2007; SEVENO et al., Anal. Biochem., vol. 379 (1), pp. 66-72, 2008).
La mezcla de oligosacáridos reductores resultante se puede perfilar por métodos de HPLC y/o espectrometría de 35
masas (ESI-MS-MS y MALDI-TOF esencialmente) (BARDOR et al., Curr Opin Struct Biol., vol.16 (5), pp. 576-583, 
2006; SEVENO et al., antes mencionado, 2008). Estas estrategias, acopladas a la digestión con exoglicosidasa, 
permiten la identificación y cuantificación de N-glicanos (SEVENO et al., antes mencionado, 2008).

Otra alternativa para estudiar el perfil de N-glicosilación de la proteína recombinante es trabajar directamente en sus 
glicopéptidos después de la digestión con proteasa de la proteína, purificación y análisis por espectrometría de 40
masas de los glicopéptidos, como se ha sido descrito por BARDOR et al. (Plant Biotechnol. J., vol.1 (6), pp. 451-462, 
2003).

Otro objeto de la invención se refiere al uso de una P. tricornutum transformada como se ha definido anteriormente
para producir un polipéptido glicosilado.

A continuación, se describe la invención con más detalle con referencia a métodos. Sin embargo, no se pretende 45
ninguna limitación de la invención por los detalles de los ejemplos. Por el contrario, la invención se refiere a cualquier 
realización que comprenda detalles que no se mencionan explícitamente en los ejemplos de la presente memoria, 
pero que los expertos en la técnica encuentran sin esfuerzo excesivo.

EJEMPLOS50

Ejemplo 1 No se detectó ninguna actividad significativa de GnT I en Phaeodactylum tricornutum
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Se predijo un gen que codifica una supuesta GnT I en el genoma de P. tricornutum (Pt54844; http://genome.jgi-
psf.org/Phatr2/Phatr2.home.html) (SEQ ID NO 2). En células eucariotas, esta enzima está implicada en la 
maduración de N-glicanos en N-glicanos de tipo complejo por transferencia de una GlcNAc terminal a Man-5 (Fig. 1). 
Se predice que esta supuesta secuencia de GnT I, SEQ ID NO 2, es una proteína de tipo II con una parte luminal 
que comparte altas homologías estructurales con el dominio catalítico de la GnT I de conejo.5

Con el fin de determinar si este gen codifica una GnT I activa, se analizó el patrón de glicosilación de las proteínas 
de P. tricornutum.

Se cultivó Phaeodactylum tricornutum usando un método de cultivo por lotes estándar utilizando unas bombonas de 
vidrio que iban de 2 a 10 L en medios de Conway esterilizados (WALNE, L. Fish Invest Serie II, vol.25 (4), pp. 1-53, 
1966) con agua de mar (salinidad = 3,3-3,4%), se filtró y aireó 1 μm con una mezcla de CO2 al 2%/aire para 10
mantener el pH en un intervalo de 7,5-8,1. El metasilicato de sodio se añadió a los medios a la concentración final de 
40 mg/L.

Se cultivó Phaeodactylum tricornutum a 22-23ºC bajo iluminación continua (280-350 μmol fotones m2s-1). El cultivo
concentrado (aproximadamente 20.106 células/mL) se centrifugó en primer lugar a 5.000 g durante 20 minutos a 4ºC 
y a continuación se liofilizó el sedimento.15

Se trituraron 2 gramos de microalgas liofilizadas en presencia de arena en un mortero usando un tampón Tris-HCl 
750 mM a pH 8 que contenía 15% (p/v) de sacarosa, 2% (v/v) de β-mercaptoetanol y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 
mM y luego se centrifugó a 4ºC durante 30 minutos a 11.500 g. Las proteínas del líquido sobrenadante se 
precipitaron luego con sulfato de amonio al 90% durante 2 horas a la temperatura ambiente. El sedimento se 
solubilizó en agua y luego se dializó frente a agua durante una noche a 4ºC. Finalmente, el extracto de proteínas20
totales se ultracentrifugó a 100.000 g durante 1 hora a 4ºC y se volvió a poner en suspensión en el volumen de agua 
más pequeño, antes de cuantificación de las proteínas y análisis posteriores. La cuantificación de las proteínas se 
realizó en los extractos de proteínas totales de Phaeodactylum tricornutum utilizando el kit de ensayo de proteínas 
BCA de PIERCE de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se realizó luego el análisis estructural de glicanos unidos en N a las proteínas de P. tricornutum por análisis de 25
transferencia de Western en un extracto de proteínas totales usando sondas específicas para los epítopos de 
glicano. Para este análisis, se separaron 50 μg de proteínas totales por SDS-PAGE. Se usaron como control
proteínas de cebolla. Las proteínas separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se tiñeron con Rojo 
Ponceau con el fin de controlar la eficacia de transferencia. Se realizó una detección por afinidad utilizando 
concanavalina A por incubación con la lectina a 25 µg.mL-1 durante 2 horas a temperatura ambiente en TBS-T, 30
complementado con CaCl2 1 mM y MgCl2 1 mM. Después de lavar con TBS-T complementado con CaCl2 y MgCl2 (6 
veces, 5 minutos), se detectó la unión de esta lectina usando peroxidasa de rábano silvestre diluida a 50 μg.mL-1, 1 
hora a temperatura ambiente en TBS-T complementado con CaCl2 1 mM y MgCl2 1 mM. Después de lavar con el 
mismo TBS-T y luego con TBS, se realizó el desarrollo final de las transferencias usando 4-cloro-1-naftol como se ha 
descrito anteriormente (FITCHETTE et al., Methods in Molecular Biology, publicado por Human Press, EE. UU. 35
(Totowa, New Jersey), pp. 317-342, 2006).

También se realizó una inmunodetección usando anticuerpos específicos preparados en el laboratorio núcleo-β(1,2)-
xilosa y núcleo-α(1,3)-fucosa (1:1000 en TBS que contenía 1% de gelatina, 2 horas a temperatura ambiente). 
Después de lavar con TBS-T (6 veces, 5 minutos), se detectó la unión de anticuerpos usando un anticuerpo anti-IgG 
de conejo de cabra conjugado con peroxidasa de rábano silvestre secundario diluido a 1:3000 en TBS que contenía 40
gelatina al 1% durante 90 minutos a temperatura ambiente (Bio-Rad). El desarrollo final de las transferencias se 
realizó usando 4-cloro-1-naftol como se ha descrito anteriormente (FITCHETTE et al., antes mencionado, 2006).

Los resultados se presentan en la Figura 2 que muestra detección por afinidad usando concanavalina A (Con A) e 
inmunodetección utilizando anticuerpos producidos contra los epítopos núcleo-β(1,2)-xilosa (anti-Xyl) y núcleo-
α(1,3)-fucosa (anti-Fuc) de proteínas aisladas de cebolleta como control positivo (Pista 1) y de Phaeodactylum 45
tricornutum cultivada en condiciones estándares (Pista 2).

Los resultados muestran que las proteínas expresadas en Phaeodactylum tricornutum no presentan ninguno de los
epítopos núcleo-β(1,2)-xilosa (anti-Xyl) y núcleo-α(1,3)-fucosa (anti-Fuc). No obstante, las proteínas de 
Phaeodactylum tricornutum presentan secuencias de alto contenido en manosa como se reveló por la unión de Con 
A, una lectina específica para secuencias de alto contenido en manosa. La presencia de secuencias con alto 50
contenido en manosa en las proteínas de Phaeodactylum tricornutum se confirmó también por ensayos de 
desglicosilación usando el péptido N-glicosidasa F (PNGasa F) y endoglicosidasa H (Endo H) (datos no mostrados).

Con el fin de determinar el patrón de glicosilación específico de las proteínas de Phaeodactylum tricornutum, dichas 
proteínas se sometieron a digestión antes del análisis por espectrometría de masas.

Las proteínas totales se sometieron a digestión por tratamientos sucesivos con pepsina y PNGasa A como han55
descrito anteriormente FITCHETTE et a., (antes mencionado, 2006). Se sometieron a digestión 4 mg de proteínas 
con 6 mg de pepsina en 2 mL de HCl 10 mM, pH 2,2, a 37ºC durante 48 horas. Después de neutralización con 
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hidróxido de amonio 1 M, la solución se calentó durante 5 minutos a 100ºC y se liofilizó. A continuación, se 
desglicosilaron los glicopéptidos durante una noche a 37ºC con PNGasa A (10 mU, BOEHRINGER MANNHEIM) en 
un tampón de acetato de sodio 100 mM, pH 5,0. Los N-glicanos se purificaron por elución sucesiva a través de una 
columna AG 50W-X2 (BIO-RAD) y un cartucho C18 (VARIAN) de acuerdo con FITCHETTE et al., (antes 
mencionado, 2006). Los N-glicanos purificados se marcaron luego con 2-aminobenzamida (2-AB) usando el 5
protocolo optimizado descrito por BIGGE et al., (Anal Biochem, vol. 230, pp. 229-238, 1995). Luego, se detectaron 
los N-glicanos marcados con una luz ultravioleta y se eluyeron usando agua. Los N-glicanos marcados eluidos se 
liofilizaron finalmente antes de la digestión con exoglicosidasa y el análisis por espectrometría de masas MALDI-
TOF. Para la digestión con exoglicosidasa, se desalaron 200 miliunidades de α-manosidasa de canavalia (SIGMA-
ALDRICH) por ultrafiltración usando un Centricon y se incubaron durante una noche a 37ºC con aproximadamente 10
50 pmoles de mezcla de N-glicanos marcados con 2-AB. Luego, los N-glicanos marcados con 2-AB se analizaron 
directamente por espectrometría de masas con ionización mediante desorción por láser asistida por matriz-en tiempo 
de vuelo (MALDI-TOF) en un instrumento Voyager DE-Pro MALDI-TOF (APPLIED BIOSYSTEMS) equipado con un 
láser de nitrógeno de 337 nm. Los espectros de masas se realizaron en el modo de extracción retardada del reflector 
usando como matriz ácido 2,5-dihidroxibenzoico (SIGMA-ALDRICH). La matriz, recién disuelta a 5 mg/mL en 15
acetonitrilo/TFA al 0,1% 70:30 se mezcló con los oligosacáridos solubilizados en agua en una relación 1:1 (v/v). 
Estos espectros se registraron en un modo positivo, usando un voltaje de aceleración de 20.000 V con un tiempo de 
retardo de 100 ns. Se suavizaron una vez y se calibraron externamente usando mezclas comercialmente disponibles
de péptidos y proteínas (APPLIED BIOSYSTEMS). En este estudio, los espectros se calibraron externamente 
usando des-Arg1-bradiquinina (904,4681 Da), angiotensina I (1296,6853 Da), Glu1-fibrinopéptido B (1570,6774 Da), 20
ACTH18-39 (2465,1989 Da) e insulina bovina (5730,6087 Da). Se acumularon 1000 disparos de láser para cada 
espectro y se acumularon varios espectros (entre 5 y 10 espectros) con el fin de obtener una buena relación señal a
ruido.

Los resultados en la figura 13 han demostrado que los iones principales (95-97%) para la mezcla resultante de N-
glicanos marcados corresponden a iones (M+Na)+ de derivados 2-AB de Hexosa5-9GlcNAc2. Sin embargo, no se 25
detectaron derivados GlcNAc-Hexosa5GlcNAc2.

En consecuencia, los inventores mostraron que P. tricornutum no presenta una actividad significativa de GnT I.

Ejemplo 2 Una supuesta GnT I detectada en células de CHOΔGnT-I del complemento de la GnT I de P. 
tricornutum

Incluso aunque no fuera identificada ninguna actividad de GnT I detectable en Phaeodactylum tricornutum, los 30
inventores trataron de expresar la secuencia de ácidos nucleicos correspondiente a la supuesta secuencia de 
longitud completa de la GnT I de P. tricornutum (Pt54844) (SEQ ID NO 2) en el mutante Lec1 de CHO, que está 
mutado en su GnT I endógena. Dicha secuencia de P. tricornutum se expresó en el mutante de CHO en fusión con 
un epítopo V5 para controlar la expresión de la proteína de fusión en los transformantes.

Basándose en la detección de este epítopo con anticuerpos anti-V5, los inventores mostraron que se encontró que la 35
mayoría de los transformantes de CHO expresaban la proteína de fusión V5 (datos no mostrados). Se seleccionaron 
dos líneas celulares que expresaban la proteína de fusión V5 para el análisis de glicanos unidos en N.

Se aislaron las proteínas de estas líneas, así como de tipo natural, y las células Lec1 CHO y se liberaron sus 
glicanos unidos en N por tratamiento con PNGasa F seguido de análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF.

Los resultados mostraron que el mutante Lec1 de CHO acumulaba N-glicanos del tipo de alto contenido en manosa, 40
a diferencia de las células de CHO de tipo natural que presentaban N-glicanos tanto del tipo de alto contenido en 
manosa como del tipo complejo. Sorprendentemente, las proteínas del mutante Lec1 de CHO que expresaban la 
proteína de fusión V5 llevaban tanto el tipo de alto contenido en manosa como un conjunto completo de N-glicanos 
complejos idénticos al observado en las células de CHO de tipo natural (Figura 14).

Finalmente, estos resultados muestran que incluso si ninguna actividad de GnT I era significativamente detectable 45
en P. tricornutum, la expresión del gen Pt54844 era capaz de restaurar la biosíntesis de N-glicanos complejos en 
células de mamíferos.

En conclusión, el gen Pt54844 codifica una transferasa funcional diseñada como Pt GnT I.

Ejemplo 3 Expresión de GnT I en Phaeodactylum tricornutum y validación por RT-PCR

El gen Pt54844 descrito anteriormente (SEQ ID NO 2) se clonó bajo un promotor potenciado del virus del mosaico 50
de la coliflor en un vector basado en pPha-T1 llamado vector BSJ-25. Como control, se construyeron también 
vectores que comprendían GnT I de Arabidopsis thaliana (AtGnT I, At4g38240) y GnT I de células humanas (hGnT I, 
MGAT1). El BSJ-25 (SEQ ID NO 79) procedía del vector pPha-T1 (Zaslavskaia and Lippmeier, 2000, J. Phycol. 
vol.36 (2), pp. 379-386) reemplazando el promotor FcpA del casete de expresión por el virus del mosaico de la 
coliflor potenciado doble (CaMV35S)(SEQ ID NO 80) fusionado al péptido señal de la planta. Para esto, pPha-T1 55
que contenía un casete de resistencia a la bleomicina guiado por el promotor FcpB se sometió a digestión con Nde1 
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y EcoR1 para eliminar el promotor FcpA. Esta construcción se denominó “pPha-T1-PfcpA delecionada”. El promotor 
35S del virus del mosaico de la coliflor potenciado doble del casete de expresión se amplificó por PCR con el 
cebador directo, CaMV35Sfwd (5'-GAACATATGGTGGATTGATGTGATCTACTCC-3') (SEQ ID NO 61) y el cebador 
inverso, CaMV35Srev (5'-AATTCTCGAGGAATTCGGCCGAGG-3') (SEQ ID NO 62) en la construcción PS1 (Kotzer 
et al., 2004, J Cell Sci, vol.117 (Pt 26), pp. 6377-89). La construcción PS1 contenía un promotor 35S del virus del 5
mosaico de la coliflor doble (SEQ ID NO 80), una secuencia Ω del virus del mosaico del tabaco como potenciador de 
la traducción fusionada al péptido señal de la quitinasa del tabaco de SEQ ID NO 81 (Haseloff et al., 1997, Proc Natl 
Acad Sci U S A, vol. 94 (6), pp. 2122-7; Batoko et al., 2000, Plant Cell, vol. 12 (11), pp. 2201-18). El producto de la 
PCR fue digerido por Nde1 y EcoR1 y luego clonado en “pPha-T1-PfcpA delecionada” para generar el vector BSJ-
25.10

Resumiendo, el casete de expresión del vector BSJ-25 contenía un promotor de CaMV doble, un potenciador de la 
traducción, un péptido señal, un sitio de clonación múltiple y el terminador FcpA (Fig 3). El gen GnT I de varios 
orígenes fue introducido en este vector usando la digestión enzimática desde los sitios de clonación múltiple y las 
inserciones fueron clonadas entre el péptido señal y la secuencia del terminador.

También se construyeron vectores específicos que expresaban los genes antes mencionados en fusión con la 15
proteína verde fluorescente (GFP) para investigar la localización celular en el aparato de Golgi de las proteínas de 
fusión correspondientes.

Las construcciones se pueden ver en la Figura 12.

Dichos vectores se usaron para transformar Phaeodactylum tricornutum.

La transformación de Phaeodactylum tricornutum se realizó como ha sido descrito por Zaslavskaia et al., (2000, J. 20
Phycol. Vol.36 (2), pp. 379-386). Se cultivó P. tricornutum 1.8.6 (en matraz o placa de agar-agar al 10%) en agua de 
mar estéril (filtrada por un filtro de 0,22 μm) enriquecida con 0,1% (v/v) del medio nutritivo (Conway) y 0,1% (v/v) de 
una solución de sílice (0,4 g/mL). Todos los cultivos se mantuvieron a 20ºC bajo iluminación continua en condiciones 
estériles. Para la transformación genética, se contaron los cultivos de microalgas en fase exponencial de crecimiento 
y se concentraron por centrifugación, se diluyeron en agua de mar estéril y se inocularon aproximadamente 10825
células en forma de una placa de 2,5 cm de diámetro sobre la superficie de la placa de agar-agar. Se recubrieron 
500 microgramos de microportadores de oro (0,6 μm de tamaño de partículas) con 1 μg de DNA del vector en 
presencia de CaCl2 1,25 M y espermidina 20 μM. La transformación se realizó con el sistema de suministro biolístico
de partículas BIORAD PDS-1000/He para el bombardeo de partículas. Los experimentos se realizaron bajo una
campana. El bombardeo se realizó a 63,274 (900 psi) y 77,335 kg/cm2 (1100 psi) bajo una presión negativa de 27 30
mm de Hg con una distancia objetivo diferente (6 - 8 cm). Después del bombardeo, las células transformadas se 
pusieron en suspensión en 600 μL de agua de mar nutritiva y se cultivaron 1 día bajo iluminación a 20ºC. Las células 
transformadas se extendieron sobre una placa de agar-agar que contenía 100 μg.mL-1 de zeocina y se incubaron
para su cultivo 3 o 4 semanas bajo luz continua.

A continuación, se controló la presencia de transcritos para la GnT I recombinante por PCR con transcripción inversa 35
(RT-PCR). El sedimento de microalgas se puso en suspensión en 1,2 mL de Trizol (INVITROGEN) y se 
homogeneizó en 2 mL de Lysing Matrix E por 10 pasadas por Fastprep-24 (6,5 m/s, 60 segundos, MP 
BIOMEDICALS). Se añadieron 300 µL de cloroformo al líquido sobrenadante, se homogeneizaron enérgicamente y 
se incubaron 3 minutos a la temperatura ambiente. Después de una centrifugación de 15 minutos a 4ºC, la fase 
acuosa se mezcló con 1 volumen de etanol absoluto y el RNA se purificó con el kit RNEASY MINI (QIAGEN). El RNA40
purificado se eluyó en 50 μL de agua exenta de RNasa, se valoró con NanoDrop (THERMO SCIENTIFIC) y se 
sometió a digestión con RQ1 DNasa (PROMEGA). Después de una segunda purificación con el kit RNEASY MINI y 
la cuantificación con NanoDrop, el RNA se conservó a -80ºC.

La transcripción inversa (RT) se realizó en 1 μg de RNA purificado. La primera cadena de cDNA fue sintetizada por
200 unidades de M-MLV RT RNasa H minus (PROMEGA) con cebadores oligodT. Se utilizaron 2 μL de cDNA para 45
la PCR con GoTaq polimerasa (PROMEGA) en 50 μL. La reasociación se realizó con cebadores específicos de GnT 
I y secuencia de actina.

Los resultados confirmaron la expresión de los transcritos para la GnT recombinante en los recombinantes 
seleccionados (datos no mostrados).

El patrón de glicosilación de las proteínas expresadas en dichos transformantes se realizó luego como se ha descrito 50
anteriormente. Simultáneamente, la localización celular de las proteínas de fusión se investigó observando la 
fluorescencia de la GFP de las proteínas de fusión GnT I-GFP por microscopía confocal.

Se realizó otra serie de ensayos con el fin de demostrar la expresión y localización de la GnT I endógena en 
Phaeodactylum tricornutum transformada.
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Ejemplo 4 Expresión de GnT I endógena y validación por RT-PCR y Q-PCR

1) Construcciones que comprenden la secuencia de GnT I

Se realizaron diferentes construcciones que comprendían la secuencia que codifica la GnT I endógena de 
Phaeodactylum tricornutum con el vector de clonación pPHA-T1 construido por Zavlaskaïa et al., (2000) para la 
transformación genética de Phaeodactylum tricornutum, incluyendo dicho vector secuencias de los promotores fcpA 5
y fcpB (flucoxantina-clorofila a/c que se une a proteínas A y B) de P. tricornutum y el terminador de fcpA. Contiene 
un casete de selección con el gen she ble y un MCS que flanquea al promotor fcpA.

Dichas construcciones están esquematizadas en la figura 4.

El primer casete comprendía la secuencia que codifica la GnT I endógena situada bajo el control de secuencias 
reguladoras endógenas. En la segunda construcción, la GnT I estaba fusionada a la proteína verde fluorescente 10
(GFP).

La secuencia de GnT I endógena de Phaeodactylum tricornutum se clonó en un vector de expresión con secuencias 
reguladoras de dichas microalgas. La GnT I se clonó sola o fusionada a la proteína verde fluorescente (eGFP). La 
expresión de dicha proteína de fusión permitía visualizar la expresión y localización de la GnT I en las microalgas.

Los vectores utilizados para la transformación de Phaeodactylum tricornutum comprendían también un casete de 15
selección que comprendía un gen de resistencia a la zeocina. Dichos vectores permitían la transformación genética 
de la cepa Pt186 de Phaeodactylum tricornutum.

Los clones obtenidos se aislaron y cultivaron para ser analizados.

La transformación de Phaeodactylum tricornutum se realizó como ha sido descrita anteriormente.

2) Cribado de las microalgas transformadas20

Los clones obtenidos después de la transformación de la cepa Pt186 de Phaeodactylum tricornutum se aislaron en 
medio de cultivo recién preparado. La inserción de la construcción que comprendía un gen que codifica la GnT I en 
el genoma de las microalgas fue verificada por amplificación por PCR con un conjunto de cebadores específicos 
para el transgén (SEQ ID NO 69 para el vector y SEQ ID NO 70 para la GnT I).

La reacción PCR se realizó en un volumen final de 50 µL que consistía en un tampón 1X PCR, 0,2 mM de cada 25
dNTP, 5 µM de cada cebador, 20 ng del DNA molde y 1,25 U de Taq DNA-polimerasa (Taq DNA polymerase, 
ROCHE). Se realizaron treinta ciclos para la amplificación del DNA molde. La desnaturalización inicial se realizó a 
94ºC durante 3 minutos. Cada ciclo subsiguiente consistía en una etapa de fusión a 94ºC (1 minuto), una etapa de 
reasociación a 55ºC (1 minuto) y una etapa de extensión a 72ºC (1 minuto). Las muestras obtenidas después de la 
reacción PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa (1%) teñido con bromuro de etidio.30

Los resultados se muestran en la figura 5 y presentan el cribado obtenido para 5 linajes diferentes de 
Phaeodactylum tricornutum potencialmente transformada. La amplificación de una secuencia específica de 120 pb 
del transgén obtenido para el control positivo (DNA plasmídico) se encontró también en los 5 clones analizados. Los 
clones de la microalga no integraban por consiguiente la construcción genética que comprendía el gen que 
codificaba la GnT I endógena.35

3) Cribado de microalgas que expresan la GnT I

a) Análisis de la expresión de GnT I por RT-PCR

Se realizó un análisis transcriptómico de clones transformados con la secuencia que codifica la GnT I de
Phaeodactylum tricornutum. Se purificaron los RNA totales de los diferentes clones. El cDNA correspondiente se 
sintetizó y analizó por amplificación por PCR con transcripción inversa de acuerdo con las instrucciones descritas en 40
el Ejemplo 3 con cebadores específicos para el transgén (SEQ ID NO 71 y SEQ ID NO 72) y con el gen constitutivo 
H4 (SEQ ID NO 73 y SEQ ID NO 74).

Los resultados de las amplificaciones realizadas con los cebadores específicos del gen constitutivo H4 se presentan 
en la figura 6. La ausencia de amplificación en las muestras de RT permite validar que las muestras no contenían 
DNA genómico.45

Las amplificaciones realizadas en las muestras RT+ permitieron obtener amplicones de 150 pb que eran 
homogéneos entre todos los clones Pt-GnT I. Este estudio permitió por tanto validar las condiciones experimentales.

A continuación, se analizaron los clones Pt-GnT I con cebadores que permitieran destacar la expresión de GnT I 
(véase la figura 7).
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La figura 7 representa los resultados de la RT-PCR obtenidos de la expresión de GnT I en los clones transformados 
de P. tricornutum. La ausencia de amplificación en las muestras de RT valida la calidad de las muestras. Además, el 
fragmento de amplificación de 212 pb con una mayor intensidad que el de la cepa de tipo natural se obtiene a partir 
de los clones 1 y 3. Esta diferencia de señal corresponde a una sobreexpresión de GnT I. Por tanto, los inventores 
fueron capaces de identificar clones de microalgas que sobreexpresaban la GnT I. Se realizó un análisis más afinado 5
de la expresión de GnT I por PCR cuantitativa (Q-PCR).

b) Análisis de la expresión de GnT I por Q-PCR

Se seleccionó por RT-PCR un linaje de P. tricornutum transformada con una construcción que comprendía el gen 
GnT I. A continuación, se analizó la expresión de GnT I por Q-PCR como ha descrito Siaut et al., 2007, Molecular 
toolbox for studying diatom biology in Phaeodactylum tricornutum, Gene 406 (1-2): 23-35, utilizando cebadores 10
dirigidos al transgén (SEQ ID NO 75 y SEQ ID NO 76) y al gen constitutivo H4 (SEQ ID NO 77 y SEQ ID NO 78).

La figura 8A corresponde a una curva de fusión. Permite verificar que ha sido amplificado solo un producto de la 
PCR. La presencia de un pico muestra que se obtuvo solo un fragmento de amplificación. La temperatura de 
disociación de 81,2ºC muestra una fuerte especificidad de la asociación amplicón-cebadores.

La figura 8B presenta el perfil de detección de la GnT I en las células transformadas (Pt-GnT I) y las células de tipo 15
natural (Pt-wt). Para cada cepa, se analizaron 3 diluciones de cDNA. Los resultados se expresaron en número de 
ciclos en comparación con los valores relativos de detección del amplicón de GnT I.

Los 3 sigmoides correspondientes a los controles negativos (cDNA- y agua) muestran una detección tardía, que es 
indicativo de una amplificación no significativa de la GnT I.

El análisis del linaje transformado con GnT I mostró una detección que era significativamente más temprana que la 20
de las células de tipo natural. Los datos obtenidos se normalizaron con un gen constitutivo H4. La normalización en 
comparación con el gen constitutivo usando el método Ct comparativo, también llamado 2-(delta)(delta)Ct (método ΔΔCT) 
reveló una diferencia clara de perfil de expresión entre la cepa que expresaba el transgén de GnT I y las células de 
tipo natural (ΔΔCT = 7).

Ejemplo 5 Demostración de la expresión y localización de la proteína GnT I-eGFP25

1) Por microscopía confocal

Los clones de las microalgas P. tricornutum que se transformaron con una secuencia que codificaba una proteína de 
fusión GnT I-eGFP se analizaron por microscopía confocal con parámetros estándares. La figura 9 presenta los 
resultados de dicho análisis.

Las observaciones realizadas muestran claramente una diferencia de localización de la fluorescencia entre las 30
microalgas que expresan una eGFP citosólica y la proteína de fusión GnT I-eGFP. En ese caso, la fluorescencia está 
mucho más localizada y se presenta en forma de una concavidad o una judía. Este marcaje es típico del aparato de 
Golgi en microalgas P. tricornutum. Los inventores demostraron por tanto que la GnT I endógena se expresaba y 
estaba localizada en el compartimento celular adecuado.

2) Por análisis después de tratamiento del cultivo con brefeldin A y microscopía de epifluorescencia35

Con el fin de validar los resultados, los inventores analizaron los clones que expresaban la proteína de fusión GnT I-
eGFP después de un tratamiento del cultivo de las microalgas transformadas con brefeldin A en comparación con la 
cepa de microalgas de P. tricornutum que expresaba eGFP en el cloroplasto, en el retículo endoplásmico o en el 
aparato de Golgi después de un cultivo con brefeldin A (Figura 10).

La brefeldin A es una molécula que presenta la particularidad de desmantelar la estructura del aparato de Golgi en 40
las células. Por tanto, es posible confirmar la localización de la proteína de fusión que se produce en las microalgas 
P. tricornutum. Las células se incubaron con brefeldin A 50 µM y las observaciones se realizaron con una 
microscopía de epifluorescencia en un periodo de 48 horas.

La figura 10 presenta los resultados que se obtuvieron. No se observó ninguna variación de la fluorescencia en las
microalgas P. tricornutum que expresaban eGFP en el cloroplasto o en el retículo endoplásmico después de un 45
cultivo con brefeldin A. En las microalgas que expresaban la proteína de fusión GnT I-eGFP, aparecieron 
rápidamente pequeñas vesículas fluorescentes (después de 5 horas en la imagen), lo que es indicativo del efecto de 
la brefeldin A sobre el aparato de Golgi. Dicho efecto se hizo cada vez más visible después de 24 horas y 48 horas 
de cultivo con un marcaje que se extendía a toda la célula. El marcaje de Golgi al que estaba dirigido casi 
desapareció.50

Este análisis permitió validar que la proteína de fusión GnT I-eGFP se expresa y está localizada en el aparato de 
Golgi de las microalgas P. tricornutum transformadas.
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3) Análisis de inmunotransferencia por transferencia de Western

Se recogieron partes alícuotas de células de tipo natural y transformadas de un cultivo de P. tricornutum en fase 
exponencial de crecimiento y se separaron las células del medio de cultivo por centrifugación (10 minutos, 2150 g, 
20ºC). Los sedimentos celulares se volvieron a poner en suspensión en Tris-HCl 0,15 M a pH 8, sacarosa al 15%, 
SDS al 0,5%, PMSF 1 mM, coctel inhibidor de proteasas al 1% (SIGMA) y se trataron con ultrasonidos durante 30 5
minutos. Las suspensiones celulares obtenidas se centrifugaron (60 minutos, 15000 g, 4ºC) para eliminar los 
residuos celulares y los líquidos sobrenadantes correspondían a la fracción intracelular.

Se separaron 10 µL de fracciones intracelulares de células de Pt-eGFP, Pt-GnT I-eGFP transformada y de tipo 
natural por SDS-PAGE usando un gel de poliacrilamida al 12%. Las proteínas separadas se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa y se tiñeron con Rojo Ponceau con el fin de controlar la eficacia de la transferencia. La 10
membrana de nitrocelulosa se bloqueó durante una noche en leche al 5% disuelta en TBS para inmunodetección. A 
continuación, se realizó la inmunodetección usando anti-GFP conjugado con peroxidasa de rábano silvestre (Santa 
Cruz, sc-9996-HRP) (1:2000 en TBS-T que contenía leche al 1% durante 2 horas a la temperatura ambiente). A 
continuación, se lavaron las membranas con TBS-T (6 veces, 5 minutos, temperatura ambiente) seguido por un 
lavado final con TBS (5 minutos, temperatura ambiente). El desarrollo final de las transferencias se realizó por un 15
método de quimioluminiscencia.

Los extractos de proteínas totales de las microalgas P. tricornutum de tipo natural, de las microalgas de P. 
tricornutum que expresan la proteína eGFP (Pt-eGFP) y de las microalgas P. tricornutum que expresan la proteína 
de fusión GnT I-eGFP (Pt-GnT I-eGFP) se analizaron por transferencia de Western con anticuerpos anti-GFP que 
estaban acoplados a peroxidasa.20

La figura 11 presenta los resultados obtenidos para la detección de la proteína de fusión GnT I-eGFP por 
transferencia de Western. La figura muestra una detección alrededor de 28 kDa para la eGFP citosólica y alrededor 
de 75 kDa para los clones que fueron transformados con una secuencia que codificaba la proteína de fusión GnT I-
eGFP, cuyo tamaño teórico corresponde a 77 kDa.

Se demuestra por tanto la presencia de la proteína de fusión en las muestras de proteínas de microalgas 25
transformadas. La ausencia de degradación es una prueba de que la proteína de fusión es estable.

Este análisis demuestra por tanto que es posible expresar la secuencia de GnT I endógena de P. tricornutum y que 
dicha proteína está dirigida al compartimento celular adecuado, es decir al aparato de Golgi.

Ejemplo 6 Patrón de glicosilación de proteínas expresadas en P. tricornutum transformada con GnT I
endógena30

Con el fin de investigar la presencia en proteínas de P. tricornutum de N-glicanos de tipo complejo que llevan
GlcNAc terminal, los inventores trataron el extracto de proteínas con una β-1,4-galactosiltransferasa, una enzima 
capaz de transferir un residuo de galactosa a residuos de GlcNAc terminales, y luego analizaron la preparación 
mediante transferencia  por afinidad de proteínas resultantes con RCA 120 o ECA, que son lectinas que se unen 
específicamente a secuencias de Galβ1-4GlcNAc de acuerdo con una estrategia previamente descrita (Bardor et al., 35
2003, Plant Biotech J, vol.1, 451-462). Alternativamente, el patrón de glicosilación de proteínas expresadas en P. 
tricornutum transformada con GnT I endógena se estudió por métodos que han sido mencionados anteriormente.

Ejemplo 7 Expresión de α-Man II en Phaeodactylum tricornutum

Se predijo un gen que codificaría un supuesto α-Man II en el genoma de P. tricornutum (Pt52108).

El gen Pt52108 (SEQ ID NO 6) se clonó bajo un promotor potenciado del virus del mosaico de la coliflor en un vector 40
basado en pPha-T1 denominado vector BSJ-25. Como control, también se construyeron vectores que comprendían 
α-Man II de Arabidopsis thaliana (NP_196999) y de célula humana (Q16706 o AAC50302). El BSJ-25 procedía del 
vector pPha-T1 (Zaslavskaia and Lippmeier, 2000, J. Phycol. vol. 36 (2), pp. 379-386) reemplazando el promotor 
FcpA del casete de expresión por el virus del mosaico de la coliflor mejorado doble (CaMV35S) fusionado al péptido 
señal de la planta. Para este fin, pPha-T1 que contenía el casete de resistencia a la bleomicina activado por el 45
promotor FcpB se sometió a digestión con Nde1 y EcoR1 para eliminar el promotor FcpA. Esta construcción se 
denominó “pPha-T1-PfcpA delecionada”. El promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S mejorado doble del 
casete de expresión se amplificó por PCR con el cebador directo, CaMV35Sfwd (5'-
GAACATATGGTGGATTGATGTGATCTACTCC-3') (SEQ ID NO 61) y el cebador inverso, CaMV35Srev (5'-
AATTCTCGAGGAATTCGGCCGAGG-3') (SEQ ID NO 62) en la construcción PS1 (Kotzer et al., 2004, J. Cell Sci, 50
vol.117 (Pt 26), pp. 6377-89). La construcción PS1 contenía un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
doble, una secuencia Ω del virus del mosaico del tabaco como potenciador de la traducción fusionada al péptido 
señal de la quitinasa del tabaco (Haseloff et al., 1997, Proc Natl Acad Sci U S A, vol.94 (6), pp. 2122-7; Batoko et al., 
2000, Plant Cell, vol.12 (11), pp. 2201-18). El producto de PCR se sometió a digestión con Nde1 y EcoR1 y luego se 
clonó en “pPha-T1-PfcpA delecionada" para generar el vector BSJ-25.55
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Resumiendo, el casete de expresión del vector BSJ-25 contiene un promotor de CaMV doble, un potenciador de la 
traducción, un péptido señal, un sitio de clonación múltiple y el terminador FcpA (Fig 3).

También se construyeron vectores específicos que expresaban los genes antes mencionados en fusión con la 
proteína verde fluorescente (GFP) para investigar la localización celular en el aparato de Golgi de las proteínas de 
fusión correspondientes.5

Dichos vectores se utilizan para transformar Phaeodactylum tricornutum.

La transformación de Phaeodactylum tricornutum se realiza como se ha descrito anteriormente en el ejemplo de 
expresión de GnT I en Phaeodactylum tricornutum.

La presencia de transcritos para el α-Man II recombinante se controló a continuación por PCR con transcripción 
inversa (RT-PCR). El sedimento de microalgas se volvió a poner en suspensión en 1,2 mL de Trizol (INVITROGEN) 10
y se homogeneizó en 2 mL de Lysing Matrix E por 10 pasadas por Fastprep-24 (6,5 m/s, 60 segundos, MP 
BIOMEDICALS). Se añadieron al líquido sobrenadante 300 μL de cloroformo, se homogeneizaron enérgicamente y 
se incubaron 3 minutos a la temperatura ambiente. Después de una centrifugación de 15 minutos a 4ºC, la fase 
acuosa se mezcló con 1 volumen de etanol absoluto y los RNA se purificaron por el kit RNEASY MINI (QIAGEN). 
Los RNA purificados se eluyeron en 50 μL de agua exenta de RNasa, se valoraron con NanoDrop (Thermo 15
SCIENTIFIC) y se sometieron a digestión con RQ1 DNasa (PROMEGA). Después de la segunda purificación por el 
kit RNEASY MINI y cuantificación por NanoDrop, los RNA se conservaron a -80ºC.

La transcripción inversa (RT) se realizó en 1 μg de RNA purificado. La primera cadena de cDNA se sintetizó con 200 
unidades de M-MLV RT RNasa H minus (PROMEGA) con cebadores oligodT. Se utilizaron 2 μL de cDNA para la 
PCR con GoTaq-polimerasa (PROMEGA) en 50 μL. La reasociación se realizó con cebadores específicos de GnT I 20
y secuencia de actina.

Los resultados confirmaron la expresión de transcritos para el α-Man II recombinante en los recombinantes 
seleccionados (datos no mostrados).

A continuación, se determinó el patrón de glicosilación de las proteínas expresadas en dichos transformantes como 
se ha descrito previamente. Simultáneamente, se investigó la localización celular de las proteínas de fusión 25
observando la fluorescencia de GFP de las proteínas de fusión GnT I-GFP por microscopía confocal.

Ejemplo 8 Patrón de glicosilación de proteínas expresadas en P. tricornutum transformada con alfa-Man II 
endógena

Se estudió el patrón de glicosilación de proteínas expresadas en P. tricornutum transformada con alfa-Man II 
endógena por HPLC y espectrometría de masas como se ha mencionado antes.30

Ejemplo 9 Inactivación de N-acetilglucosaminidasas en Phaeodactylum tricornutum con interferencia de 
RNA

Por el uso de vectores

Este ejemplo se basa en el uso de construcciones que contenían RNA antisentido o RNA de repetición invertida para 
la inactivación de la expresión de β-N-acetilglucosaminidasa como ha sido descrito por De Riso V. et al., 2009, 35
Nucleic Acids Research, pp. 1-12.

Para la generación de un vector de β-N-acetilglucosaminidasa, se amplificaron dos fragmentos del cDNA de β-N-
acetilglucosaminidasa con cebadores específicos, en donde uno de los fragmentos era más largo que el otro 
fragmento y también contenía la secuencia total del fragmento más corto. Los dos fragmentos obtenidos se 
sometieron luego a digestión con enzimas de restricción que también se pueden usar para la linealización del vector.40

Para la construcción antisentido, uno de los dos fragmentos obtenidos se insertó en el vector en la orientación 
antisentido.

Para la construcción de repetición invertida, los fragmentos se ligaron en orientaciones en el mismo sentido y 
antisentido en el sitio de integración del vector.

Dichos vectores se usaron luego juntos o por separado eligiendo un vector para transformar Phaeodactylum 45
tricornutum. La transformación de Phaeodactylum tricornutum se realizó como se ha descrito en el ejemplo 3.

b) Por el uso de siRNA

El silenciamiento de genes de las β-N-acetilglucosaminidasas también se puede obtener con la transformación de 
Phaeodactylum tricornutum con el uso de los siRNA específicos de al menos un gen que codifica una β-N-
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acetilglucosaminidasa en dicha microalga (1 μg para cada siRNA). La transformación de Phaeodactylum tricornutum
se realizó como se ha descrito en el ejemplo 3.

Los siRNA utilizados para la transformación de Phaeodactylum tricornutum tenían las siguientes secuencias:

● siRNA específicos de una primera β-N-acetilglucosaminidasa de la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO 9 
que está codificada por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID NO 105

SEQ ID NO 63 siRNA1(β-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 10) GGCCAUUCGUUACUAGCAA

SEQ ID NO 64 siRNA2(β-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 10) GUGGUUCGUUGGGAAAUGA

SEQ ID NO 65 siRNA3(β-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 10) CCGUCUGUGUGAAAUUGGU

● siARN específicos de una segunda β-N-acetilglucosaminidasa de la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO
11 que está codificada por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID NO 1210

SEQ ID NO 66 siRNA1(β-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 12) CGGUAGUAGUGCUUGUUGU

SEQ ID NO 67 siRNA2(β-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 12) CUGCCAUGGAUAUUGUCAA

SEQ ID NO 68 siRNA3(β-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 12) GCCUUUGGUCCUGAAGAAA

Ejemplo 10 Expresión y glicosilación de un polipéptido en P. tricornutum transformada

Como se ha explicado anteriormente, los polipéptidos de interés para ser expresados y glicosilados en P. tricornutum 15
transformada de acuerdo con la invención son proteínas de interés terapéutico. Los inventores eligieron la 
eritropoyetina para ilustrar la expresión y glicosilación de dichas proteínas en P. tricornutum transformada de 
acuerdo con la invención. Sin embargo, la invención no se limita a dicha eritropoyetina y podría aplicarse a cualquier 
proteína de interés terapéutico que necesite ser glicosilada para presentar el patrón de glicosilación adecuado.

a) Construcción de expresión para la eritropoyetina20

El vector utilizado para la expresión de eritropoyetina comprendía una secuencia de ácidos nucleicos unida 
operativamente a un promotor, codificando dicha secuencia de ácidos nucleicos la eritropoyetina. Dicho vector 
contenía preferiblemente un marcador seleccionable distinto de los marcadores seleccionables presentes en el 
vector BSJ-25 de acuerdo con el ejemplo 3.

b) Transformación de P. tricornutum25

Las P. tricornutum transformadas del ejemplo 3 se transformaron también con un vector de acuerdo con la etapa a).

c) Análisis del patrón de glicosilación de la eritropoyetina expresada y glicosilada

El patrón de glicosilación de la eritropoyetina que se expresó y glicosiló en la P. tricornutum transformada de acuerdo 
con la invención se ha descrito en el ejemplo 1.

E11741110
07-02-2018

 

ES 2 659 118 T3

19



LISTA DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSITE DE ROUEN
IFREMER
ALGENICS
BARDOR, Muriel5
LOUVET, Romain
SAINT-JEAN, Bruno
BUREL, Carole
BAIET, Bérangère
CARLIER, Aude10
CADORET, Jean-Paul
LEROUGE, Patrice

<120> N-glicosilación en Phaeodactylum tricornutum transformada
15

<130> URO-B-0001 PCT1

<160> 81

<170> PatentIn versión 3.520

<210> 1
<211> 444
<212> PRT25
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 1

30

E11741110
07-02-2018

 

ES 2 659 118 T3

20



<210> 25
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<210> 3
<211> 1047
<212> DNA5
<213> Phaeodactylumtricornutum

<400> 3
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E11741110
07-02-2018

 

ES 2 659 118 T3

22



<210> 4
<211> 363
<212> PRT5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 4

10

E11741110
07-02-2018

 

ES 2 659 118 T3

23



<210> 5
<211> 1256
<212> PRT 
<213> Phaeodactylum tricornutum
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<210> 6
<211> 3771
<212> DNA5
<213> Phaeodactylum tricornutum
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<210> 7
<211> 1000
<212> DNA5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 7
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<210> 8
<211> 1220
<212> PRT5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 8
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<210> 9
<211> 1085
<212> PRT 
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 9
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<210> 10
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<211> 3339
<212> DNA
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 10 
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<210> 11
<211> 973 
<212> PRT
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 11
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<210> 12
<211> 3341
<212> DNA5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 12
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<210> 135
<211> 442
<212> PRT
<213> MUS musculus

<400> 1310
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<210> 14 
<211> 447
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 14
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<210> 15
<211> 334
<212> PRT5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 15
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<210> 16 
<211> 1002
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<212> DNA
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 16

5

<210> 17
<211> 538
<212> PRT
<213> Mus musculus10

<400> 17
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<210> 18
<211> 533
<212> PRT 
<213> Homo sapiens

<400> 18
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<210> 19
<211> 535
<212> PRT 
<213> Mus musculus

<400> 19
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<210> 20 
<211> 548
<212> PRT
<213> Mus musculus
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<400> 20
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<210> 21
<211> 478
<212> PRT
<213> Mus musculus

 
<400> 21
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<210> 225
<211> 535
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2210
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<210> 23
<211> 548
<212> PRT
<213> Homo sapiens

 
<400> 23
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<210> 24
<211> 563
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 24
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<210> 25
<211> 478
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 25
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<210> 26
<211> 740
<212> PRT5
<213> Mus musculus

<400> 26
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<210> 27
<211> 792
<212> PRT5
<213> Mus musculus

<400> 27
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<210> 28
<211> 741
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 28
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<210> 29
<211> 790
<212> PRT
<213> Homo sapiens

 
<400> 29
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<210> 30
<211> 801
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 30
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<210> 31
<211> 464
<212> PRT5
<213> Gallus gallus

<400> 31

10

ES 2 659 118 T3

 

87



ES 2 659 118 T3

 

88



<210> 32
<211> 575
<212> PRT
<213> Mus musculus

 
<400> 32
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<210> 33
<211> 575
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 33
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<210> 34
<211> 398
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 34
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<210> 35
<211> 346
<212> PRT
<213> Mus musculus

 
<400> 35

ES 2 659 118 T3

 

95



<210> 36
<211> 438
<212> PRT5
<213> Mus musculus

<400> 36
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<210> 37
<211> 406
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 37
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<210> 38
<211> 175
<212> PRT 
<213> Homo sapiens

<400> 38
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<210> 39
<211> 337
<212> PRT5
<213> Mus musculus

<400> 39
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<210> 40 
<211> 340
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40
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<210> 41
<211> 350
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 41

10
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<210> 42
<211> 444
<212> PRT 
<213> Homo sapiens

<400> 42
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<210> 43
<211> 390
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 43

10
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<210> 44
<211> 170
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 44

10
<210> 45
<211> 429
<212> PRT
<213> Homo sapiens

15
<400> 45

ES 2 659 118 T3

 

108



ES 2 659 118 T3

 

109



<210> 46
<211> 375
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 46
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<210> 47 
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<211> 277
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 475

<210> 4810
<211> 155
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 48

5

<210> 49
<211> 413
<212> PRT
<213> Homo sapiens10

<400> 49
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<210> 50
<211> 359
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 50

10
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<210> 51 
<211> 139
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 51

5
<210> 52
<211> 331
<212> PRT
<213> Homo sapiens

10
<400> 52
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<210> 535
<211> 753
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 5310
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<210> 545
<211> 722
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5410
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<210> 55
<211> 427
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 55
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<210> 56
<211> 359
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 56

10
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<210> 57
<211> 432
<212> PRT 
<213> Mus musculus

<400> 57
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<210> 58
<211> 434
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 58

10
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<210> 59
<211> 336
<212> PRT5
<213> Mus musculus

<400> 59
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<210> 60
<211> 337
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 60

10
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<210> 61 
<211> 31
<212> DNA
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CaMV35Sfwd

5
<400> 61
gaacatatgg tggattgatg tgatctactc c 31

<210> 62
<211> 2410
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CaMV35Srev15

<400> 62
aattctcgag gaattcggcc gagg 24

<210> 6320
<211> 19
<212> RNA
<213> Secuencia Artificial

<220>25
<223> siRNA

<400> 63
ggccauucgu uacuagcaa 19

30
<210> 64
<211> 19
<212> RNA
<213> Secuencia Artificial

35
<220>
<223> siRNA

<400> 64
gugguucguu gggaaauga 1940

<210> 65
<211> 19
<212> RNA
<213> Secuencia Artificial45

<220>
<223> siRNA

<400> 6550
ccgucugugu gaaauuggu 19

<210> 66
<211> 19
<212> RNA55
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> siRNA

60
<400> 66
cgguaguagu gcuuguugu 19

<210> 67
<211> 1965
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<212> RNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> siRNA5

<400> 67
cugccaugga uauugucaa 19

<210> 6810
<211> 19
<212> RNA
<213> Secuencia Artificial

<220>15
<223> siRNA

<400> 68
gccuuugguc cugaagaaa 19

20
<210> 69
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

25
<220>
<223>Cebador

<400> 69
agcaagagtg ctcgtgttgc 2030

<210> 70
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial35

<220>
<223>Cebador

<400> 7040
acccgacgtc gtacgtttcc 20

<210> 71
<211> 20
<212> DNA45
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

50
<400> 71
atccgtcgga atgtagttcc 20

<210> 72
<211> 1955
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador60

<400> 72
tactcgtcgg taccctcgt 19

<210> 7365
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<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>5
<223>Cebador

<400> 73
aggtccttcg cgacaatatc 20

10
<210> 74
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

15
<220>
<223>Cebador

<400> 74
acggaatcac gaatgacgtt 2020

<210> 75
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial25

<220>
<223>Cebador

<400> 7530
accgtgaaac agtggattgg a 21

<210> 76
<211> 22
<212> DNA35
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

40
<400> 76
ctgggatggt gtacgtcaat gt 22

<210> 77
<211> 2045
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador50

<400> 77
aggtccttcg cgacaatatc 20

<210> 7855
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>60
<223>Cebador

<400> 78
acggaatcac gaatgacgtt 20

65
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<210> 79
<211> 4433
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> vector BSJ-25

<400> 79

10
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<210> 80
<211> 819
<212> DNA5
<213> Virus del mosaico de la coliflor

<400> 80

10
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<210> 81
<211> 66
<212> DNA
<213> Virus del mosaico del tabaco

5
<400> 81

10
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REIVINDICACIONES

1. Una Phaeodactylum tricornutum transformada cuya vía de N-glicosilación ha sido modificada por la inactivación 
de β-N-acetilglucosaminidasas tanto de las secuencias de aminoácidos SEQ ID NO 9 como SEQ ID NO 11, no 
presentando dicha β-N-acetilglucosaminidasa inactivada ninguna actividad enzimática.

2. Una Phaeodactylum tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicha 5
Phaeodactylum tricornutum transformada cuya vía de N-glicosilación ha sido modificada comprende una 
secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor,

(i) dicha secuencia de ácidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa I que tiene la secuencia 
de aminoácidos SEQ ID NO 1, o una secuencia de aminoácidos que comprende al menos la SEQ ID NO 
4, y10

(ii) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias inferior al 50% con la SEQ ID NO
3.

3. La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicha P. tricornutum transformada 
cuya vía de N-glicosilación ha sido modificada comprende una secuencia de ácidos nucleicos unida 
operativamente a un promotor,15

(i) dicha secuencia de ácidos nucleicos codifica una α-manosidasa II que tiene la secuencia de aminoácidos 
SEQ ID NO 5, y

(ii) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias inferior al 50% con la SEQ ID NO 
7.

4. La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende20
además una secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde dicha secuencia de 
ácidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa II.

5. La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicación 4, en donde:

(i) dicha N-acetilglucosaminiltransferasa II comprende la secuencia de aminoácidos SEQ ID NO 15, y

(ii) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias inferior al 50% con la SEQ ID NO 25
7.

6. La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha P. 
tricornutum transformada comprende además otra secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un 
promotor, codificando dicha secuencia de ácidos nucleicos un polipéptido que se expresa y glicosila en la P. 
tricornutum transformada.30

7. La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicación 6, en donde dicho polipéptido glicosilado tiene al 
menos una estructura GlcNAcMan5GlcNAc2, preferiblemente una estructura GlcNAcMan4GlcNAc2, 
GlcNAcMan3GlcNAc2 y/o GlcNAc2Man3GlcNAc2.

8. La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, en donde dicho 
polipéptido se selecciona del grupo que comprende eritropoyetina, citoquinas, anticuerpos y sus fragmentos, 35
factores de coagulación, hormonas, beta-glucocerebrosidasa, pentraxina-3, anticuerpos anti-TNF, α-glucosidasa 
ácida, α-L-iduronidasa y sus derivados.

9. La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicha P. 
tricornutum transformada comprende además todavía otra secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a 
un promotor, codificando dicha secuencia de ácidos nucleicos al menos una enzima seleccionada entre N-40
acetilglucosaminiltransferasa III, IV, V y VI.

10. La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicación 9, en donde dicha P. tricornutum comprende 
además otra secuencia de ácidos nucleicos unida operativamente a un promotor, codificando dicha secuencia de
ácidos nucleicos al menos una enzima glicosiltransferasa seleccionada del grupo que comprende 
galactosiltransferasas, fucosiltransferasas y sialiltransferasas.45

11. Un método para producir un polipéptido glicosilado, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) cultivar una P. tricornutum transformada como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 
10, y

(ii) purificar dicho polipéptido que se expresa y glicosila en dicha P. tricornutum transformada.
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12. El método de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicho método comprende una etapa (iii) para 
determinar el patrón de glicosilación de dicho polipéptido.

13. Un uso de una P. tricornutum transformada como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10,
para producir un polipéptido glicosilado.
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