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DESCRIPCIÓN 

Galactosiltransferasa. 

La presente invención se refiere a polinucleótidos que codifican gluclosiltransferasas. Además, la presente invención 
se refiere a polinucleótidos parciales de los mismos así como a vectores que comprenden estos polinucleótidos para 
la expresión o la destrucción génica de los mismos, a células hospedadoras recombinantes, tejido u organismos 
transfectados con los polinucleótidos o partes de los mismos o a ADN procedente de los mismos, así como a las 
glucoproteínas producidas en estas células hospedadoras, tejido u organismos. Además, la presente invención se 
refiere a la utilización del producto de expresión del mismo in vitro así como in vivo. 

En el pasado, se han producido proteínas heterólogas utilizando una variedad de sistemas celulares transformados, 
tales como los procedentes de bacterias, hongos, tales como estirpes celulares de levadura, insectos, plantas o 
mamíferos. 

Las proteínas producidas en organismos procarióticos pueden no modificarse después de la traducción de una 
manera similar a la de las proteínas eucarióticas producidas en sistemas eucarióticos, por ejemplo pueden no 
glucosilarse con azúcares apropiados en particular restos de aminoácidos, tales como restos (N) de ácido aspártico 
(N unido por glucosilación). Además, el plegamiento de las proteínas eucarióticas producidas por bacterias puede 
ser inapropiado debido a, por ejemplo, la incapacidad de la bacteria para formar puentes disulfuro de cisteína. 
Además, las proteínas recombinantes producidas por bacterias frecuentemente se agregan y se acumulan como 
cuerpos de inclusión insolubles. 

Los sistemas de células eucarióticas son más adecuados para la producción de proteínas glucosiladas encontradas 
en varios organismos eucarióticos, tales como seres humanos, ya que dichos sistemas celulares pueden efectuar 
modificaciones después de la traducción, tales como la N-glucosilación de proteínas producidas. Sin embargo, un 
problema encontrado en los sistemas de células eucarióticas que han sido transformadas con genes heterólogos 
adecuados para la producción de secuencias de proteínas destinadas para la utilización, por ejemplo, como 
productos farmacéuticos, consiste en que el modelo de glucosilación de dichas proteínas con frecuencia adquiere un 
modelo natural, es decir, del sistema de células eucarióticas en el que la proteína se ha producido: se producen 
proteínas glucosiladas que comprenden modelos no animales de glucosilación y éstas a su vez pueden ser 
inmunógenas y/o alérgenas si se aplican en animales, incluyendo los seres humanos. En las plantas esta limitación 
ha sido superada por la eliminación de los restos de azúcar 1,2-xilosa y α-1,3 fucosa específicos para las plantas 
que en las plantas están generalmente unidos a la estructura nuclear de los N-glucanos (Lerouge et al. 1998 Plant 
Mol. Biol. 38, 31-48; Rayon et al. 1998 J. Experimental Bot. 49, 1463-1472). En el caso de Arabidopsis thaliana 
(Strasser et al. 2004 FEBS Lett. 561, 132-136) y en el caso de la briofita Physcomitrella patens (patente EP1431394; 
Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523) se generaron mutantes que presentan modelos de N-glucano 
que carecen completamente de restos nucleares de α-1,3 fucosa y 1,2-xilosa. Sorprendentemente, a pesar de la 
modificación del modelo del complejo tipo N-glucanos no se observaron alteraciones o cambios morfológicos en la 
viabilidad en estos mutantes. 

Aparte de la adición de los dos restos específicos de la planta descritos anteriormente las etapas de maduración de 
la glucoproteína en la ER y en el cis-Golgi son idénticas en los vegetales y en los mamíferos hasta la acción de 
GlcNAc-transferasa I, GlcNAc-transferasa II y Golgi α-manosidasa (Lerouge et al. 1998 Plant Mol. Biol. 38, 31-48). 
Además el alargamiento del N-glucano se realiza de manera diferente en los dos reinos. Aunque en los mamíferos 
los restos terminales de GlcNAc están inmediatamente protegidos por la acción de β1,4- (o raras veces, β1,3-)­
galactosiltransferasa - con la notable excepción de IgG donde esta etapa se produce sólo parcialmente - el 
alargamiento en las plantas es exclusivamente por β1,3-galactosilación pero sólo una muy pequeña parte de los 
glucanos parecen experimentar esta modificación como puede deducirse de la abundancia relativa de varios tipos 
estructurales. Los restos de galactosa en mamíferos pueden protegerse por el ácido siálico y sólo muy raramente 
sustituirse por la fucosa. De nuevo, las plantas son diferentes ya que están desprovistas de sialilación y en el caso 
que un resto terminal de galactosa unido en 1,3 esté acoplado esencialmente siempre fucosilan el penúltimo resto 
de GlcNAc, formando de este modo un determinante de Lewis a (LeA). Aparentemente, la β1,3-galactosiltransferasa 
es la enzima de restricción mientras que la mayoría de las células vegetales contienen suficiente actividad de α1,4­
Fuc-transferasa para asegurar que cada antena que contiene Gal se fucosila. La estructura de LeA es un 
determinante del grupo sanguíneo humano. Es raro como tal en los adultos sanos pero como sialil-Lewis a (sLeA) se 
encuentra principalmente en los tejidos malignos tal como en el cáncer de colon. 

De todos modos, las glucoproteínas que contienen Lea están raramente aisladas en las plantas y en el caso de 
Physcomitrella presentan una cantidad de sólo hasta el cinco por ciento de las glucoproteínas totalmente solubles, 
independientemente de si se aíslan de las plantas naturales o se aíslan de mutantes modificados genéticamente por 
gluco que carecen de fucosa y xilosa del núcleo (Koprivova et al. 2003 Plant Biol. 5, 582-591; Koprivova et al. 2004 
Plant Biotechnol. J. 2, 517-523). 

Mientras que algunas investigaciones se realizaron en relación con la α1,4-flucosiltransferasa que está implicada en 
la generación de estructuras de glucano de tipo Lewis a en las plantas (Joly et al. 2002 J. Experimental Bot. 53, 
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1429-1436; Bakker et al. FEBS Lett. 507, 307-312) no existe ninguna información disponible con respecto a una β1,3 
galactosiltransferasa específica que está implicada en el alargamiento de las estructuras de N-glucano en las 
plantas. 

En eucariotas las β1,3-galactosiltransferasas presentan un amplio espectro de especificidades de aceptor así como 
distintos modelos de expresión tisular (Hennet 2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095; Amado et al. 1998 J. Biol. 
Chem. 21, 12770-12778). Entre los diferentes miembros de la familia de la β1,3-galactosiltransferasa de seres 
humanos para la β1,3-galactosiltransferasa 2 se ha demostrado in vitro que esta enzima era activa en la 
transferencia de los restos de galactosa para las estructuras de N-glucano de tipo complejo que representan Glc­
NAcβ y ovoalbúmina de huevo como sustratos aceptores (Amado et al. 1998 J. Biol. Chem 21, 12770-12778). 

Según la existencia de una familia de β1,3-galactosiltransferasas homólogas en seres humanos los análisis de la 
base de datos pusieron de manifiesto que en diferentes especies vegetales por ejemplo Arabidopsis thaliana y Oryza 
sativa existen grandes familias de genes similares de genes de β1,3-galactosiltransferasa. Ninguno de los miembros 
de estos genes de β1,3-galactosiltransferasa se describe que codifican una enzima que comprenden la capacidad 
de transferir la galactosa desde la UDP-galactosa a sustratos aceptores con restos terminales de GlcNAc no 
reductores por ejemplo a restos terminales no reductores del complejo de tipo N-glucanos ni in vitro ni in vivo. 

Dunaeva et al. (Eur. J. Biochem. 2001 (268): 5521-5529) describe un despliegue diferenciado del ARN de 
Arabidopsis thaliana durante las condiciones de estrés en las que se ha identificado una proteína ("LSR5") que tiene 
una determinada similitud con una β1,3-galactosiltransferasa en seres humanos. 

El documento WO 2004/035798 describe genes que son aumentan o disminuyen en plantas transgénicas, en 
particular en Arabidopsis thaliana. 

Decker et al. (Current Opinion in Plant Biology 2004(7):166-170) describe epítopos alérgenos en proteínas vegetales 
glucosiladas, en particular habida cuenta de los productos α-1,3-fucosiltransferasa y β-1,2-xilosiltransferasa. 

Un objetivo de la presente invención consiste en identificar, clonar y secuenciar uno o más genes - incluyendo las 
secuencias genómicas correspondientes no codificadoras - que codifican β1,3-galactosiltransferasas vegetales, y 
preparar vectores que comprenden los genes, fragmentos del ADN de los mismos o de un ADN alterado o un ADN 
procedente de los mismos o del ADN que comprende eliminaciones de los mismos. Un objetivo adicional consiste en 
generar células hospedadoras, tejido y organismos que contienen uno o más de estos vectores, para producir 
glucoproteínas que carecen completamente de estructuras de N-glucano de tipo Lewis a. Un objetivo adicional 
consiste en generar células hospedadoras, tejido u organismos que comprenden uno o más de estos vectores, para 
producir glucoproteínas con estructuras mejoradas de N-glucano de tipo Lewis a. Un objetivo adicional consiste en 
proporcionar secuencias nucleotídicas que codifican dominios membranarios para dirigir enzimas para las cisternas 
de Golgi recientes. 

Por consiguiente, la presente invención suministra moléculas de ADN que contienen una secuencia según la SEC. 
ID. nº 1 con un marco de lectura abierto desde el par de bases 513 al par de bases 2417 o una secuencia según la 
SEC. ID. nº 24 con un marco de lectura abierto desde del par de bases 321 al par de bases 2387, o tienen por lo 
menos 80% de identidad con por lo menos una de las secuencias completas anteriores, o comprenden una 
secuencia que se degenera a las secuencias anteriores debido al código genético, teniendo las secuencias que 
codifican proteínas vegetales actividad de β1,3-galactosiltransferasa (actividad de β1,3-GalT) o siendo 
complementarias de ésta. Se da ha conocer también i) una molécula de ADN que contiene una secuencia según la 
SEC. ID. nº 1 que tiene un marco de lectura abierto desde el par de bases 513 al par de bases 2417 o que tiene por 
lo menos 50% de identidad con la secuencia mencionada anteriormente o que comprende una secuencia que se ha 
degenerado a la secuencia de ADN anterior debido al código genético, codificando la secuencia una proteína vegetal 
que tiene actividad de β1,3-galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, ii) una molécula de ADN que contiene 
una secuencia según la SEC. ID. nº 2 que tiene un marco de lectura abierto desde el par de bases 1 al par de bases 
1902 o que tiene por lo menos 50% de identidad con la secuencia mencionada anteriormente o que comprende una 
secuencia que se ha degenerado a la secuencia de ADN anterior debido al código genético, codificando la 
secuencia una proteína vegetal que tiene actividad de β1,3-galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, iii) 
una molécula de ADN que contiene una secuencia según la SEC. ID. nº 24 que tiene un marco de lectura abierto 
desde el par de bases 321 al par de bases 2387 o que tiene por lo menos 50% de identidad con la secuencia 
mencionada anteriormente o que comprende una secuencia que se ha degenerado a la secuencia de ADN anterior 
debido al código genético, codificando las secuencia una proteína vegetal que tiene actividad de β1,3­
galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, iv) una molécula de ADN que contiene una secuencia según la 
SEC. ID. nº 25 que tiene un marco de lectura abierto desde el par de bases 1 al par de bases 2052 o que tiene por lo 
menos 50% de identidad con la secuencia mencionada anteriormente o que comprende una secuencia que se ha 
degenerado a la secuencia de ADN anterior debido al código genético, codificando las secuencia una proteína 
vegetal que tiene actividad de β1,3-galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, v) una molécula de ADN que 
contiene una secuencia según la SEC. ID. nº 3 que representa la estructura del ADN genómico desde el par de 
bases 1 al par de bases 6187 incluyendo las secuencias de intrón y las secuencias de exón correspondientes a las 
SEC. ID. nº 1 que permiten la generación de montajes modificados genéticamente con secuencias genómicas, vi) 
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una molécula de ADN que contiene una secuencia según la SEC. ID. nº 4 que representa la estructura del ADN 
genómico desde el par de bases 1 al par de bases 4087 incluyendo las secuencias de intrón y las secuencias de 
exón correspondientes a las SEC. ID. nº 2 que permiten la generación de montajes modificados genéticamente con 
secuencias genómicas. 

Como la familia de glucosiltransferasas es muy divergente (figura 1) y solamente las regiones conservadas (en 
negrilla en la figura 1) son muy similares, la presente memoria da a conocer también una molécula de ADN que 
contiene una secuencia que tiene por lo menos 20% de identidad total con una secuencia según una cualquiera de 
las SEC. ID. nº 1, SEC. ID. nº 2, SEC. ID. nº 24 o SEC. ID. nº 25 y que tiene por lo menos el 80% de identidad con 
una secuencia de los siete dominios conservados de SEC. ID. nº 1 o la SEC. ID. nº 2 que codifican los aminoácidos 
387-392 (DLFIGI o ELFVGI), 402-409 (RMAVRKTW), 425-428 (FVAL), 455-465 (DRYDIVVLKTV), 479-489 
(YIMKCDDDTFV o HVMKCDDDTFV), 536-548 (YPIYANGPGYILS o YPTYANG-PGYILS) y 570-576 (EDVSVGI) de 
la proteína SEC. ID. nº 19 o las SEC. ID. nº 20, o que comprende una secuencia que se degenera a la secuencia 
anterior debido al código genético, teniendo actividad de β1,3-galactosiltransferasa la secuencia que codifica 
proteínas vegetales o siendo complementaria de ésta. También se da a conocer la molécula de ADN que comprende 
una secuencia que tiene por lo menos el 20% de identidad total con una secuencia según una cualquiera de SEC. 
ID. nº 1, SEC. ID. nº 2, SEC. ID. nº 24 o SEC. ID. nº 25 y que codifica por lo menos el 95%, preferentemente todos, 
los aminoácidos conservados de los siete dominios conservados de las SEC. ID. nº 1 o SEC. ID. nº 2 seleccionadas 
de entre los aminoácidos 388 (L), 402 (R), 404 (A), 406 (R), 408 (T), 409 (W), 425 (F), 455 (D), 457 (Y), 463 (K), 464 
(T), 481 (M), 482 (K), 484 (D), 486 (D), 488 (F), 489 (V), 536 (Y), 537 (P), 542 (G), 544 (G), 545 (Y), 548 (S), 570 (E), 
571 (D), 572 (V), 575 (G) y 576 (I) de la proteína de la SEC. ID. nº 19 o la SEC. ID. nº 20, o que comprende una 
secuencia que se degenera a las secuencia anterior debido al código genético, teniendo la secuencia de codificación 
de las proteínas vegetales actividad de β1,3-galactosiltransferasa o siendo complementaria de ésta. Se dan a 
conocer las identidades de secuencias totales de por lo menos 25%, por lo menos 30%, por lo menos 35%, por lo 
menos 40%, o por lo menos 45%. La identidad de la secuencia para los dominios conservados puede ser por lo 
menos del 90%, por lo menos del 95% o del 100%. 

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene los códigos de la SEC. ID. nº 1 para una proteína con 634 
aminoácidos (figura 2, SEC. ID. nº 19). La proteína codificada por la SEC. ID. nº 1 contiene un dominio 
transmembranario en la región entre Leu20 y Leu39, y contiene los siete dominios conservados - presentes en las 
β1,3-galactosiltransferasas humanas - descritas por Hennet (2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095, figura 2) así 
como la mayoría de los aminoácidos conservados situados en el terminal C descritos por Amado et al. (1988 J. Biol. 
Chem. 21, 12770-12778, figura 2). 

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene las SEC. ID. nº 2 codifica una proteína con 633 aminoácidos 
(figura 3, SEC. ID. nº 20). La proteína codificada por las SEC. ID. nº 2 contiene un dominio transmembranario en la 
región entre Leu20 y Leu39, y codifica los siete dominios conservados - presentes en las β1,3-galactosiltransferasas 
humanas - descritas por Hennet (2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095, figura 2) así como la mayoría de los 
aminoácidos conservados situados en el terminal C descritos por Amado et al. (1988 J. Biol. Chem. 21, 12770­
12778, figura 2). 

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene la SEC. ID. nº 24 codifica una proteína con 688 aminoácidos 
(figura 4; SEC. ID. nº26), que es una variante de corte y empalme alternativa a la proteína SEC. ID. nº 1. 

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene la SEC. ID. nº 25 codifica una proteína con 683 aminoácidos 
(figura 5; SEC. ID. nº27), que es una variante de corte y empalme alternativa a la proteína SEC. ID. nº 2. 

La presente memoria describe también las secuencias genómicas de este gen tal como el suministrado por la SEC. 
ID. nº 3 o nº 4, desde luego, como todas las demás moléculas de ADN o proteínas según la presente invención (si 
no se describe explícitamente de otra manera) en forma aislada. 

La actividad de las β1,3-galactosiltransferasas vegetales puede analizarse por diferentes métodos. 

Según Amado et al. (1988 J. Biol. Chem. 21, 12770-12778) los montajes que codifican las formas solubles 
segregadas - que carecen de dominio transmembranario - de las β1,3-galactosiltransferasas pueden clonarse en 
vectores de expresión por ejemplo apropiados para la transfección de Baculovirus y ampliarse en células Sf9; en los 
productos de expresión resultantes pueden purificarse y analizarse posteriormente la actividad de β1,3­
galactosiltransferasas. 

Otro enfoque debido a los análisis de la actividad especifica puede ser sobreexpresión de las β1,3­
galactosiltransferasas en un hospedador apropiado por ejemplo como Physcomitrella patens preparando montajes 
de expresión diseñados para codificar los marcos de lectura abierta completos de las β1,3-galactosiltransferasas 
según la presente invención y mediante la generación de cepas transgénicas de Physcomitrella por lo menos para 
uno de los genes de β1,3-galactosiltransferasas según la presente invención. Las cepas transgénicas generadas 
presentan contenidos mejorados de N-glucanos galactosilados. Los modelos de N-glucano procedentes de 
Physcomitrella pueden aislarse y analizarse como describe Koprivova et al. (2003 Plant Biol. 5, 582-591) y Koprivova 
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et al. (2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523). 

Las actividades de β1,3-galactosiltransferasas según la presente invención pueden analizarse indirectamente 
mediante la destrucción dirigida de los genes responsables en un hospedador apropiado por ejemplo Physcomitrella 
patens que produce la inhibición de las actividades de β1,3-galactosiltransferasas en relación con la transferencia de 
la galactosa desde la UDP-galactosa a los restos de GlcNAc del terminal no reductor en N-glucanos y por 
consiguiente con la pérdida de la galactosilación terminal. De nuevo, los modelos N-glucano de Physcomitrella 
pueden aislarse y analizarse como describe Koprivova et al. (2003 Plant Biol. 5, 582-591) y Koprivova et al. (2004 
Plant Biotechnol. J. 2, 517-523). Preferentemente, la β1,3-galactosiltransferasa según la presente invención es una 
GlcNAc-β1,3-galactosiltransferasa. 

Alternativamente la reducción de la actividad de β1,3-galactosiltransferasa puede conseguirse por procedimientos 
que se utilizan corrientemente para este finalidad por ejemplo la estrategia complementaria bien conocida, la 
estrategia transcrita, la tecnología de ribozimas, la tecnología del APN o la estrategia de la interferencia del ARN. 

Según la presente invención una célula hospedadora, tejido u organismo se transfecta con las secuencias 
nucleotídicas que comprenden al menos las secuencias SEC. ID. nº 1 o SEC. ID. nº 24 que codifican una β1,3­
galactosiltransferasa. En una forma de realización preferida de la presente invención las secuencias de codificación 
están unidas a secuencias reguladoras tales como secuencias activadoras y de terminación que permiten la 
expresión de los genes de β1,3-galactosiltransferasa que producen los productos de expresión que presentan 
actividades de β1,3-galactosiltransferasa. En cuanto al tejido u organismo de la célula hospedadora las secuencias 
reguladoras operativamente conectadas a la secuencia de codificación de β1,3-galactosiltransferasa pueden ser 
homólogas debido al hospedador utilizado. Las secuencias reguladoras operativamente conectadas a la secuencia 
de codificación de β1,3-galactosiltransferasa pueden ser heterólogas. En otra forma de realización, las secuencias 
reguladoras operativamente conectadas a la secuencia de codificación de β1,3-galactosiltransferasa pueden ser 
suministradas por el vector utilizado para la transfección o pueden crearse in vivo introduciendo la secuencia de 
codificación de β1,3-galactosiltransferasa por integración dirigida por ejemplo recombinación homóloga en un locus 
apropiado resultante en un ensamble operativamente funcional de la secuencia de codificación de β1,3­
galactosiltransferasa con las secuencias reguladoras endógenas de la célula hospedadora, tejido u organismo. 

En una forma de realización preferida de la presente invención la expresión producto o partes del mismo por ejemplo 
una forma soluble que carece de dominios transmembranarios que comprende β1,3-galactosiltransferasa puede 
utilizarse para el alargamiento de N-glucanos en glucolípidos o glucoproteínas in vitro o in vivo. En una forma de 
realización más los N-glucanos resultantes que comprenden restos de galactosa terminales unidos en 1,3 pueden 
alargarse más in vitro o in vivo con restos de azúcar adicionales, tales como restos de fucosa, galactosa o ácido 
siálico. Por consiguiente, la presente invención se refiere a nuevas glucoproteínas con estructura de azúcar de N­
glucanos que comprende el complejo tipo N-glucanos que contiene restos de azúcar terminales, tal como galactosa, 
una fucosa adicional, ácido siálico o combinaciones de los mismos. En una forma de realización más preferida, estas 
glucoproteínas son proteínas superficiales que presentan el complejo de tipo N-glucano al medio externo de la 
célula, por ejemplo permitiendo contactos proteína/proteína (tales como contactos con anticuerpos, otras células, 
etc.) o proteínas secretoras, por ejemplo anticuerpos o eritropoyetina. Dichas glucoproteínas producidas según la 
presente invención son muy adecuadas para la vacunación, especialmente de personas, tanto in vitro como in vivo. 

Se dan a conocer secuencias nucleotídicas según la SEC. ID. nº 1, SEC. ID. nº 2, SEC. ID. nº 24 o SEC. ID. nº 25 
que codifican dominios transmembranarios para dirigir una proteína heteróloga a las cisternas de Golgi recientes. En 
una forma de realización preferida las β-1,4-galactosiltransferasas o las sialiltransferasas que presentan actividad 
para el alargamiento de N-glucanos se dirigen a las cisternas de Golgi recientes por intercambio de los dominios 
transmembranarios naturales con éstas de las β1,3-galactosiltransferasas según la presente invención. 

Según la presente invención se suministra una célula hospedadora transformada que comprende por lo menos una 
secuencia nucleotídica disfuncional de β1,3-galactosiltransferasa. 

En una forma de realización preferida de la invención la célula hospedadora se selecciona de entre plantas, por 
ejemplo de la especie Lemna, de la especie Wolffia, de las especies de arroz, zanahoria, trigo, maíz y tabaco. En 
una forma de realización más preferida de la invención la célula hospedadora se selecciona de briofitas incluyendo 
musgos y hepáticas, de especies de los géneros Physcomitrella, Funaria, Sphagnum, Ceratodon, Marchantia y 
Sphaerocarpos. La célula de briofita es preferentemente de Physcomitrella patens. 

Un hospedador preferido según la presente invención es una briofita, especialmente Physcomitrella patens, una 
planta terrestre haploide no vascular, puede utilizarse para la producción de proteínas recombinantes gluco­
transgénicas (documento WO 01/25456). Se han detectado en Physcomitrella patens así como en otras estructuras 
vegetales tipo a de Lewis (Koprivova et al. 2003 Plant Biol. 5, 582-591; Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 
517-523). Aunque en las plantas no se ha identificado nada de β1,3-galactosiltransferasa que presente actividad 
específica en la prolongación de estructuras de N-glucano se seleccionó Physcomitrella como una supuesta fuente 
de esta clase desconocida de glucosiltransferasa. 
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El ciclo vital de los musgos está dominado por la generación fotoautótrofa de gameto ofítico. El ciclo vital es 
completamente diferente al de las plantas superiores en las que el esporofito es la generación dominante y existen 
notablemente muchas diferencias que deben observarse entre las plantas superiores y las briofitas. 

El gametofito de las briofitas incluyendo los musgos se caracteriza por dos fases de desarrollo distintas. El 
protonema que se desarrolla por crecimiento apical, crece en una red filamentosa de sólo dos tipos de células 
(células de cloronema y caulonema). La segunda fase, denominada gametófora, se diferencia por el crecimiento 
caulinario de un sistema apical sencillo. Ambas fases son fotoautótrofas activas. El cultivo del protonema sin 
diferenciación en el gametóforo más complejo se ha demostrado para cultivos en suspensión en matraces así como 
para cultivos en biorreactor (documento WO 01/25456). El cultivo de tejido multicelular completamente diferenciado 
y fotoautrótofo activo que contiene solamente unos pocos tipos de células no está descrito para plantas superiores. 
La estabilidad genética del sistema celular del musgo proporciona una ventaja importante sobre los cultivos de 
células vegetales. 

Existen algunas diferencias importantes entre las briofitas (plantas no vasculares) y las plantas superiores (plantas 
vasculares) a nivel bioquímico. La asimilación del sulfato en Physcomitrella patens difiere significativamente de la de 
las plantas superiores. La enzima clave de la asimilación del sulfato en las plantas superiores es la adenosina 5'­
fosfosulfato reductasa. En Physcomitrella patens coexiste una ruta alternativa a través de fosfoadenosina 5'­
fosfosulfato reductasa (Koprivova et al. (2002) J. Biol. Chem. 277, 32195-32201). Esta ruta no se ha caracterizado 
en las plantas superiores. 

Además, muchos miembros de las familias de briofitas, algas y helechos producen una gran variedad de grasas de 
ácidos grasos poliinsaturados (Dembitsky (1993) Prog. Lipid Res. 32, 281-356). Por ejemplo, el ácido araquidónico y 
el ácido eicosapentaenoico se cree que son producidos solamente por las plantas inferiores y no por las plantas 
superiores. Algunas enzimas del metabolismo de los ácidos grasos poliinsaturados, (grupo delta-6 acil desaturasa) 
(Girke et al. (1998), Plant J., 15, 39-48) y un componente de una delta 6 elongasa (Zank et al. (2002) Plant J., 31, 
255-268), se han clonado a partir de Physcomitrella patens. Se han descubierto genes no correspondientes en las 
plantas superiores. Este hecho parece confirmar que existen diferencias fundamentales entre las plantas superiores 
y las plantas inferiores a nivel bioquímico. 

Por otra parte, las briofitas presentan recombinación homóloga muy eficiente en su ADN nuclear, una característica 
única de las plantas, lo que permite la destrucción dirigida de genes (Girke et al. (1998) Plant J., 15, 39-48;. Strepp 
et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 4368-4373; Koprivova (2002) J. Biol. Chem. 277, 32195-32201; revisado 
por Reski (1999) Planta 208, 301-309; Schaefer y Zryd (2001) Plant Phys. 127, 1430-1438; Schaefer (2002) Annu. 
Rev. Plant Biol. 53, 477-501; Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523; Brucker et al. 2005 Planta 220, 
864-874) que ilustran más diferencias fundamentales con las plantas superiores. Sin embargo, en algunos casos la 
utilización de este mecanismo para alterar el modelo de glucosilación ha demostrado ser problemática, como se 
muestra en la presente memoria en los ejemplos. La disgregación de la N-acetilglucosaminiltransferasa I (GNT1) en 
Physcomitrella patens dio como resultado la pérdida del transcrito específico, pero sólo en pequeñas diferencias del 
modelo de N-glucosilación. Estos resultados están en contraste directo con la pérdida de glucanos del complejo 
Golgi modificado en una planta mutante de Arabidopsis thaliana que carece de GNT1 observado por von Schaewen 
et al. (1993) Plant Physiol. 102, 1109-1118). Por lo tanto, la modificación genética en Physcomitrella patens no dio 
como resultado la modificación prevista del modelo N-glucosilación. 

Aunque la estrategia de la modificación genética no tuvo éxito para la glucosiltransferasa GNT1, en relación con las 
alteraciones de los genes que codifican la β1,2-xilosiltransferasa y α1,3-galactosiltransferasa se llevaron a cabo con 
éxito en Physcomitrella patens. 

Además la integración de la β1,4-galactosiltransferasa humana en el genoma de una planta Physcomitrella patens 
modificada genéticamente dos veces dio lugar a un modelo de glucosilación de N ligado como en los mamíferos sin 
los restos fucosil y xilosil específicos de vegetales y con los restos 1,4-galactosilo terminales como en los mamíferos. 
Se descubrió que la galactosiltransferasa era activa. 

La célula de briofitas, tal como una célula de Physcomitrella patens, puede ser cualquier célula adecuada para la 
transformación según los procedimientos de la invención como se describe en este documento, y puede ser una 
célula de protoplasto de musgo, una célula que se encuentra en el tejido de protonema u otro tipo de célula. De 
hecho, el destinatario experimentado apreciará que la mayor parte del tejido vegetal de musgo que comprende 
poblaciones de células de briofitas transformadas según la invención, tal como el tejido de las, como el tejido de 
protonema transformado constituye un aspecto de la presente invención. 

El término "disfuncional", tal como se utiliza en la presente memoria, significa que las secuencias de nucleotídicas 
nombradas de transferasa de β1,3-galactosiltransferasa (β1,3-GalT) son sustancialmente incapaces de codificar 
ARNm que codifica las proteínas funcionales β1,3-GalT que son capaces de modificar los glucanos unidos a N con 
restos terminales de galactosa unidos por 1,3. En un prefermento, las secuencias nucleotídicas de la transferasa 
vegetal β1,3-GalT disfuncional comprenden inserciones dirigidas de secuencias nucleotídicas exógenas en 
endógenas, es decir, genómicas, genes de β1,3-GalT naturales comprendidos en el genoma nuclear de briofitas (si 
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se trata de un genoma de briofitas verdaderamente natural, que se encuentra en las células de briofitas que no han 
sido transformadas con anterioridad por el hombre con otras secuencias de ácido nucleico, o en un genoma nuclear 
transformado de briofitas en el que las inserciones de la secuencia de ácido nucleico se han realizado previamente 
de las secuencias deseadas de ácido nucleico), que inhibe o reprime substancialmente la transcripción de ARNm 
que codifica la actividad funcional de β1,3-GalT. 

Otro aspecto de la invención se refiere a un vector biológicamente funcional que comprende una de las moléculas de 
ADN anteriormente indicadas o a las partes de las mismas de diferentes longitudes con al menos 20 pares de bases. 
Para la transfección en las células hospedadoras, es necesario un vector independiente capaz de ampliación, en el 
que, en función de la célula hospedadora, del mecanismo de la transfección, de la tarea y el tamaño de la molécula 
de ADN, se puede utilizar un vector adecuado. Dado que se conoce un gran número de diferentes vectores, una 
enumeración de los mismos iría más allá de los límites de la presente solicitud y por lo tanto se prescinde aquí, 
sobre todo porque los vectores son muy bien conocidos por los expertos en la materia (en cuanto a los vectores, así 
como todas las técnicas y los términos utilizados en esta memoria que son conocidos por los expertos en la materia, 
véase, también Sambrook Maniatis). En el mejor de los casos, el vector tiene una masa de moléculas pequeñas y 
debería incluir genes seleccionables a fin de dar lugar a un fenotipo fácilmente reconocible en una célula para así 
permitir una fácil selección de células hospedadoras que contienen vector y sin vector. Para obtener un alto 
rendimiento de ADN y de productos génicos correspondientes, el vector debería comprender un activador potente, 
así como un potenciador, señales de ampliación génica y secuencias reguladoras. Para una replicación autónoma 
del vector, además, es importante un origen de replicación. Las zonas de poliadenilación son responsables del 
tratamiento correcto del ARNm y de las señales de corte y empalme para las transcripciones del ARN. Si se utilizan 
como vectores fagos, virus o partículas víricas, las señales de encapsulación controlarán la encapsulación del vector 
ADN. Por ejemplo, para la transcripción en vegetales, los plásmidos Tl son apropiados, y para la transcripción en 
células de insecto, baculovirus y en insectos, respectivamente, transposones, tal como el elemento P. 

Si el vector de la invención descrito anteriormente se inserta en un vegetal o en una célula vegetal, una supresión 
tras la transcripción de la expresión génica del gen endógeno de la β1,3-galactosiltransferasa se alcanza por 
transcripción de un transgén homólogo a éste o de partes del mismo, en la orientación de la transcripción. Para esta 
técnica de transcripción, además, se hace referencia a las publicaciones de Baucombe 1996, Plant. Mol. Biol., 
9:373-382, y Brigneti et al., 1998, EMBO J. 17: 6739-6746. Esta estrategia de "silenciamiento génico" es una manera 
eficaz de suprimir la expresión del gen de la β1,3-galactosiltransferasa, véase también Waterhouse et al., 1998, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13959-13964. 

Además, la invención se refiere a un vector biológicamente funcional que comprende una molécula de ADN según 
una de las modalidades descritas anteriormente, o partes de la misma, de diferentes longitudes en orientación 
inversa al activador. Si este vector se transfecta en una célula hospedadora, un "ARNm complementario" se leerá 
que es complementario del ARNm de la β1,3-galactosiltransferasa y acompleja este último. Este enlace impedirá el 
correcto tratamiento, el transporte, la estabilidad o, evitando la hibridación de los ribosomas, impedirá la traducción y 
por lo tanto la expresión normal del gen de la β1,3-galactosiltransferasa. 

A pesar de que toda la secuencia de la molécula de ADN podría insertarse en el vector, las secuencias parciales de 
la misma debido a su menor tamaño pueden ser mejores para determinados fines. Con el aspecto complementario, 
por ejemplo, es importante que la molécula de ADN sea lo suficientemente grande como para formar un ARNm 
complementario suficientemente grande que se una a la ARNm transferasa. Una molécula de ARN complementario 
adecuada comprende, por ejemplo, de 50 a 200 nucleótidos, ya que muchas de las moléculas de ARN 
complementario naturales conocidas, contienen aproximadamente 100 nucleótidos. 

Para una inhibición particularmente eficaz de la expresión de una β1,3-galactosiltransferasa activa, es adecuada una 
combinación de la técnica transcrita y la técnica complementaria (Waterhouse et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci., 
USA., 95: 13.959 a 13.964). 

De manera ventajosa, se utilizan moléculas de ARN que se hibridan rápidamente. La eficacia de las moléculas de 
ARN complementario que tienen un tamaño de más de 50 nucleótidos dependerá de la cinética de hibridación in 
vitro. Así, por ejemplo, las moléculas de ARN complementario que se hibridan rápidamente presentan una inhibición 
mayor de la expresión de la proteína que las moléculas de ARN que se hibridan lentamente (Wagner et al., 1994, 
Annu. Rev. Microbiol., 48:713-742; Rittner et al., 1993, Nucl. Acids Res., 21:1381-1387). Dichas moléculas de ARN 
que se hibridan rápidamente comprenden en particular un gran número de bases externas (extremos libres y 
secuencias de conexión), un gran número de subdominios estructurales (componentes), así como un bajo nivel de 
los bucles (Patzel et al. 1998, Nature Biotechnology, 16, 64-68). Las estructuras secundarias hipotéticas de la 
molécula de ARN complementaria pueden determinarse, por ejemplo, con ayuda de un programa de ordenador, 
según el cual se selecciona una secuencia de ARN ADN complementario adecuada. 

Pueden insertarse diferentes regiones de la secuencia de la molécula de ADN en el vector. Una posibilidad consiste, 
por ejemplo, en insertar en el vector sólo la parte que es responsable de la hibridación de ribosomas. El bloqueo en 
esta región del ARNm bastará para interrumpir toda la traducción. Una eficacia particularmente elevada de las 
moléculas complementarias también resulta para las regiones 5' y 3’ no traducidas del gen. 
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Preferiblemente, la molécula de ADN según la invención incluye una secuencia que comprende una mutación por 
eliminación, inserción y/o sustitución. El número de nucleótidos mutante es variable y varía de uno solo a varios 
nucleótidos eliminados, insertados o sustituidos. También es posible que el marco de lectura se desplace por la 
mutación. En dicho "gen modificado genéticamente" es meramente importante que la expresión de una β1,3­
galactosiltransferasa se altere, y se evita la formación de una enzima funcional activa. De este modo, el sitio de la 
mutación es variable, siempre y cuando se evite la expresión de una proteína enzimáticamente activa. 
Preferentemente, la mutación está en la zona catalítica de la enzima que se encuentra en la zona C-terminal. Los 
procedimientos de inserción de mutaciones en las secuencias de ADN son muy conocidos por los expertos en la 
materia, y por lo tanto, las distintas posibilidades de mutagenia no necesitan ser expuestas en la presente memoria 
con detalle. Puede emplearse en este caso la mutagenia fortuita, así como, en particular mutagenia dirigida, por 
ejemplo, la mutagenia dirigida, mutagenia controlada por oligonucleótidos o mutagenia con ayuda de enzimas de 
restricción. 

Por otra parte, las técnicas de ribozima o ARNsi se pueden aplicar para reducir o eliminar la actividad de β1,3-GaltT 
en las células que tienen actividad de β1,3-GalT. La adaptación de las técnicas de ARNsi a la presente invención es 
sencilla basándose en la experiencia existente en la materia (por ejemplo, Nat. Reviews: RNA interference collection 
(octubre de 2005)). 

La invención proporciona además una molécula de ADN que codifica una ribozima que se compone de dos 
porciones de secuencia de por lo menos 10 a 15 pares de bases cada una, que son complementarias de las 
porciones de la secuencia de una molécula de ADN de la invención como se describió anteriormente, para los 
complejos de ribozima y escinde el ARNm que se transcribe a partir de una molécula de ADN β1,3­
galactosiltransferasa natural. La ribozima reconocerá el ARNm de la β1,3-galactosiltransferasa, por emparejamiento 
de bases complementarias con el ARNm. Posteriormente, la ribozima escindirá y destruirá el ARN de una manera 
específica para la secuencia, antes de que se traduzca la enzima. Después de la disociación del sustrato escindido, 
la ribozima se hibridará en repetidas ocasiones con las moléculas de ARN y actuará como endonucleasa específica. 
En general, pueden producirse ribozimas específicamente por inactivación de un determinado ARNm, incluso si no 
se conoce toda la secuencia completa del ADN que codifica la proteína. Las ribozimas son particularmente eficaces 
si las ribosomas se mueven lentamente a lo largo del ARNm. En ese caso es más fácil que la ribozima encuentre un 
sitio sin ribosomas en el ARNm. Por esta razón, los mutantes lentos de ribosomas son también adecuados como 
sistema para ribozimas (J. Burke, 1997, Nature Biotechnology, 15, 414- 415). Esta molécula de ADN es 
particularmente ventajosa para la regulación por disminución y la inhibición, respectivamente, de la expresión de las 
β1,3-galactosiltransferasas. 

Una forma posible consiste también en utilizar una forma variada de ribozima, es decir, una minizima. Las minizimas 
son particularmente eficaces para escindir moléculas más grandes de ARNm. Una minizima es una ribozima cabeza 
de martillo que tiene un enlazador oligonucleotídico corto en lugar del tronco/bucle II. Las dímero-minizimas son 
particularmente eficaces (Kuwabara et al., 1998, Nature Biotechnology, 16.; 961-965). 

Por consiguiente, la invención se refiere además a un vector biológicamente funcional que comprende una de las 
dos moléculas de ADN recién mencionadas (molécula de mutación o ribozima-ADN). Lo que se ha dicho 
anteriormente con relación a los vectores se aplica también en este caso. Dicho vector puede insertarse, por 
ejemplo, en un microorganismo y puede utilizarse para la producción de altas concentraciones de las moléculas de 
ADN descritas anteriormente. Además dicho vector es particularmente adecuado para la inserción de una molécula 
de ADN específica en un organismo vegetal para reducir o inhibir completamente la producción de β1,3­
galactosiltransferasa en este organismo. Todos los vectores descritos anteriormente pueden prepararse también con 
secuencias genómicas de genes de β1,3-GalT, tal como la SEC. ID. nº 3. 

Las células de briofitas de la invención o de sus progenitores pueden ser cualquiera que se haya transformado 
anteriormente con genes heterólogos de interés que codifican las principales secuencias de proteínas de interés que 
están glucosiladas con los patrones de glucosilación de mamíferos como los descritos en la presente memoria. 
Preferiblemente, los patrones de glucosilación son de tipo humano. Alternativamente, la célula de briofitas se puede 
transformar individualmente, es decir, al mismo tiempo o con el tiempo con secuencias nucleotídicas que codifican 
por lo menos una secuencia primaria de proteínas de interés, por lo general al menos una proteína de interés 
farmacéutico para su utilización en personas o mamíferos como las especies de ganado, incluidas las especies 
bovina, ovina, equina y porcina, que requieren patrones de glucosilación de mamíferos para ser colocado en ellas 
según los métodos de la invención como se describe en la presente memoria. Dichas glucoproteínas farmacéuticas 
para su utilización en mamíferos, incluido el hombre incluyen, pero no se limitan a proteínas tales como el VEGF, 
interferones tales como interferón α, interferón β, interferón gamma, factores de coagulación de la sangre 
seleccionados de entre el factor VII, VIII, IX, X, XI y XII, hormonas de la fertilidad como la hormona luteinizante, la 
hormona estimulante del folículo, factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico, factor de 
crecimiento derivado de plaquetas, factor estimulante de colonias de granulocitos y similares, prolactina, oxitocina, 
hormona estimulante de la tiroides, hormona adrenocorticotrópica, calcitonina, hormona paratiroidea, somatostatina, 
eritropoyetina (EPO), enzimas tales como la β-gluco-cerebrosidasa, hemoglobina, colágeno, proteínas de fusión, 
tales como la proteína de fusión del ligando receptor del TNFα que une el dominio con el fragmento Fc de la IgG y 
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similares. Por otra parte, el procedimiento de la invención puede utilizarse para la producción de inmunoglobulinas 
tales como los anticuerpos, tales como los anticuerpos monoclonales específicos o fragmentos activos de los 
mismos. 

Información detallada sobre el cultivo de musgos que son adecuados para utilizar en la invención, tales como 
Leptobryum pyriforme y Sphagnum magellanicum en biorreactores, se conoce en técnica anterior (véase, por 
ejemplo, E. Wilbert, "Biotecnological studies concerning the mass culture of mosses with particular consideration of 
the arachidonic acid metabolism", tesis doctoral, Universidad de Mainz (1991); H. Rudolph y S. Rasmussen, Studies 
on secondary metabolism of Sphagnum cultivated in bioreactors, Crypt. Bot., 3, págs. 67-73 (1992)). Para los fines 
de la presente invención se prefiere especialmente la utilización de Physcomitrella patens, ya que en este rganismo 
se practican técnicas de biología molecular (para un estudio véase R. Reski, Development, genetics and molecular 
biology of mosses, Bot. Acta, 111, págs. 1-15 (1998)). 

Se han desarrollado sistemas de transformación adecuados para la explotación biotecnológica de Physcomitrella 
destinados a la producción de proteínas heterólogas. Por ejemplo, se han llevado a cabo con éxito transformaciones 
por transferencia directa de ADN en tejido de protonema utilizando bombardeo de partículas. La transferencia de 
ADN mediada por PEG en protoplastos de musgo se ha logrado también con éxito. El procedimiento de 
transformación mediada por PEG se ha descrito muchas veces para Physcomitrella patens y conduce tanto a 
transformantes temporales como estables (véase, por ejemplo, K. Reutter y R. Reski, Production of a heterologous 
protein in bioreactor cultures of fully differentiated moss plants, P1. Tissue culture and Biotech., 2, págs. 142-147 
(1996)). 

En otra forma de realización de la presente invención, se proporciona un procedimiento para producir por lo menos 
una célula de briofita en el que la actividad de β1,3-GalT se reduce sustancialmente, lo que comprende la 
introducción en dicha célula, i) una primera secuencia de ácido nucleico que se dirige específicamente a la 
secuencia nucleotídica que codifica β1,3 endógena según la SEC. ID. nº 1 y ii) una segunda secuencia de ácido 
nucleico que se dirige específicamente a la secuencia nucleotídica que codifica β1,3 endógena según la SEC. ID. nº 
2. 

El destinatario experto apreciará que el orden de introducción de dichas primera y segunda secuencias de ácido 
nucleico transferasa en la célula de briofitas no sea importante: se pueda realizar en cualquier orden. La primera y 
segunda secuencias de ácido nucleico pueden dirigirse a partes específicas de los genes de β1,3-GalT endógena, 
natural localizados en el genoma nuclear de la célula de briofitas definidas por las secuencias específicas de la 
enzima de restricción de los mismos, por ejemplo, según los ejemplos proporcionados en la presente memoria. Al 
dirigir específicamente las secuencias de los genes de β1,3-GalT natural con las secuencias nucleotídicas que se 
integran específicamente con los genes de transferasa natural objetivo de interés, la expresión de dichas secuencias 
se altera sustancialmente si no se destruye completamente. 

Preferentemente todas las proteínas de mamíferos glucosiladas mencionadas en la presente memoria anteriormente 
son de tipo humano. Otras proteínas que se contemplan para la producción en la presente invención incluyen 
proteínas para su utilización en la atención veterinaria y puede corresponder a homólogos animales de las proteínas 
humanas mencionadas en la presente memoria. 

Un activador exógeno es el que representa un activador que se introduce enfrente de una secuencia de ácido 
nucleico de interés y está operativamente asociado a ésta. Por lo tanto un activador exógeno es el que se ha 
colocado enfrente de un componente del ácido nucleico seleccionado como se define en la presente memoria y no 
está constituido por el activador natural asociado normalmente al componente del ácido nucleico de interés como se 
encuentra en circunstancias naturales. Por lo tanto un activador puede ser natural para una célula de briofita de 
interés pero puede no estar asociado operativamente al ácido nucleico de interés enfrente en las células de briofita 
naturales. Por lo general, un activador exógeno es el que se transfiere a una célula hospedadora de briofita 
procedente de otra fuente aparte de la célula hospedadora. 

Con respecto a la producción de estructuras de N-glucano con β1,3-galactosilación mejorada los ADNc que codifican 
las proteínas β1,3-GalT, las proteínas glucosiladas y de mamíferos tal como se describe en la presente memoria 
contienen por lo menos un tipo de activador que es operable en una célula de briofita, por ejemplo, un activador 
inducible o constitutivo operativamente unido a la secuencia de ácido nucleico de β1,3-GalT y/o una segunda 
secuencia de ácido nucleico para una proteína de mamífero glucosilada tal como se define en la presente memoria y 
como proporciona la presente invención. Como se expuso, esto permite el control de la expresión del gen o genes. 

El término "inducible" tal como se aplica a un activador es bien comprendido por los expertos en la materia. En 
esencia, la expresión bajo control de un activador inducible está "conectada" o ha aumentado la respuesta a un 
estímulo aplicado (que puede generarse dentro de una célula o proporcionarse exógenamente). La naturaleza del 
estímulo varía entre los activadores. Algunos activadores inducibles dan lugar a niveles pequeños o indetectables de 
expresión (o sin expresión) en ausencia del estímulo apropiado. Otros activadores inducibles producen expresión 
constitutiva detectable en ausencia del estímulo. Cualquiera que sea el nivel de expresión en ausencia del estímulo, 
la expresión de cualquier activador inducible aumenta en presencia del estímulo correcto. La situación preferible es 
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cuando el nivel de expresión aumenta durante la aplicación del estímulo apropiado mediante una cantidad eficaz 
para alterar una característica fenotípica. De este modo puede utilizarse un activador inducible (o "conectable"), el 
cual produce un nivel básico de expresión en ausencia del estímulo, cuyo nivel es demasiado bajo para provocar un 
fenotipo deseado (y puede ser de hecho cero). En la aplicación del estímulo, aumenta la expresión (o se conecta) a 
un nivel, que ocasiona el fenotipo deseado. 

Tal como se alude en la presente memoria, los sistemas de expresión de briofitas son también conocidos por los 
expertos en la materia. Un activador de briofitas, en particular un activador de Physcomitrella patens, es cualquier 
secuencia de ADN capaz de unir una ARN polimerasa dependiente del ADN hospedador e iniciar la transcripción 
corriente abajo (3’) de una secuencia de codificación (por ejemplo, gen estructural) en el ARNm. Un activador tendrá 
una zona de iniciación de la transcripción que está normalmente colocada próxima al extremo 5’ de la secuencia de 
codificación. Esta zona de iniciación de la transcripción incluye normalmente una ARN polimerasa que une la 
secuencia ("secuencia TATA") y una zona de iniciación de la transcripción. Un activador de briofitas puede tener 
también un segundo dominio denominado secuencia activadora corriente arriba (UAS), que, si está presente, está 
normalmente distal del gen estructural. La UAS permite la expresión regulada (inducible). La expresión constitutiva 
se produce en ausencia de una UAS. La expresión regulada puede ser positiva o negativa, aumentando o 
reduciendo de este modo la transcripción. 

El destinatario que sea experto en la materia apreciará que las secuencias activadoras de briofitas que codifican 
enzimas en las rutas metabólicas de las briofitas puedan suministrar secuencias activadoras particularmente útiles. 

Además, los activadores sintéticos que no son naturales pueden funcionar también como activadores de briofitas. 
Por ejemplo, las secuencias UAS de un activador de briofitas pueden unirse con la región de activación de la 
transcripción de otro activador de briofitas, creando un activador híbrido sintético. Un ejemplo de activador adecuado 
es el utilizado en el sistema de expresión TOP 10 para Physcomitrella patens por (Zeidler et al. (1996) Plant. Mol. 
Biol. 30, 199-205). Además, un activador de briofitas puede incluir activadores naturales de origen distinto que las 
briofitas que tienen capacidad para unirse a una ARN polimerasa dependiente del ADN de briofitas e iniciar la 
transcripción. Ejemplos de dichos activadores incluyen los descritos, entre otros, el activador P-Actina 1 del arroz y 
el activador RbcS de Clamidomonas (Zeidler et al. (1999) J. Plant Physiol. 154, 641-650), Cohen et al. Proc Natl. 
Acad. Sci. USA, 77: 1078, 1980; Henikoff et al. Nature, 283: 835, 1981; Hollenberg et al., Curr. Topics Microbiol. 
Immunol., 96: 119, 198 1; Hollenberg et al., "The Expression of Bacterial Antibiotic Resistance Genes in the Yeast 
Saccharomyces cerevisiae", en: Plasmids of Medical, Environmental and Commercial Importance (eds. K.N. Timms y 
A. Puhler), 1979; Mercerau-Puigalon et al., Gene, 1 1: 163, 1980; Panthier et al., Curr. Genet., 2: 109, 1980. 

Las moléculas de ADN según la presente invención pueden expresarse intracelularmente en briofitas. Una 
secuencia activadora puede unirse directamente a la molécula de ADN, en cuyo caso el primer aminoácido en el 
terminal N de la proteína recombinante será siempre una metionina, que está codificada por el codón de iniciación 
AUG del ARNm. Si se desea, la metionina en el terminal N puede escindirse de la proteína por incubación in vitro 
con bromuro de cianógeno. 

Alternativamente, pueden ser segregarse también proteínas extrañas de las células de briofitas en el medio de 
cultivo creando moléculas de ADN híbrido que codifican una proteína de fusión compuesta por un fragmento de 
secuencia principal que proporciona la secreción dentro o fuera de las células de briofita de la proteína extraña. 
Preferentemente, existen zonas de tratamiento codificadas entre el fragmento principal y el gen extraño que pueden 
escindirse, ya sea in vivo o in vitro. El fragmento de la secuencia principal codifica normalmente un péptido señal 
compuesto por aminoácidos hidrófobos que dirigen la secreción de la proteína desde la célula. 

El ADN que codifica secuencias señal adecuadas puede proceder de genes para las proteínas de briofitas 
segregadas, tales como las principales de origen distinto de briofitas, tal como un VEGF principal, existen las que 
pueden proporcionar también secreción en células de briofitas. 

Las secuencias de terminación de la transcripción que son reconocidas por células de briofitas y funcionales en 
éstas son regiones reguladoras situadas en 3’ respecto al codón de terminación de la traducción, y por tanto junto 
con el activador flanquean la secuencia de codificación. Estas secuencias dirigen la transcripción de un ARNm que 
puede traducirse en el polipéptido codificado por el ADN. Un ejemplo de una secuencia de terminación adecuada 
que actúa en Physcomitrella patens es la zona de terminación del virus del mosaico de la coliflor. 

Por lo general, los componentes, que comprenden un activador, principal (si se desea), la secuencia de codificación 
de interés y la secuencia de terminación de la transcripción, se colocan juntos en los montajes de expresión de la 
invención. Los montajes de expresión se mantienen con frecuencia en un ADN plásmido, que es un elemento 
extracromosómico capaz de mantenimiento estable en un hospedador, tal como una bacteria. El ADN plásmido 
puede tener dos orígenes de replicación, permitiéndole de este modo que se mantenga, por ejemplo, en una briofita 
para la expresión y en un hospedador procariótico para la clonación y ampliación. Generalmente hablando es 
suficiente si el plásmido tiene un origen de replicación para la clonación y ampliación en una célula hospedadora 
procariótica. Además, un ADN plásmido puede ser un plásmido con un gran o pequeño número de copias. Un 
plásmido con un gran número de copias generalmente tendrá un número de copias que oscila entre 
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aproximadamente 5 y aproximadamente 200, y normalmente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 150. 
Un hospedador que contiene un plásmido con gran número de copias tendrá preferentemente por lo menos 
aproximadamente 10, y más preferentemente por lo menos aproximadamente 20. Un vector con un gran o pequeño 
número de copias puede seleccionarse, dependiendo del efecto del vector y de la proteína extraña en el hospedador 
(véase, por ejemplo, Brake et al., anteriormente). 

Alternativamente, los montajes de expresión pueden integrarse en el genoma de briofitas con un vector de 
integración. Los vectores de integración normalmente contienen por lo menos una secuencia homóloga a un 
cromosoma de briofitas que permite que el vector se integre, y preferentemente contienen dos secuencias 
homólogas que flanquean el montaje de expresión. Un vector de integración puede dirigirse a un locus específico en 
el musgo seleccionando la secuencia homóloga apropiada para la inclusión en el vector tal como se describe y se 
ejemplifica en la presente memoria. Puede integrar uno o más montajes de expresión. Las secuencias 
cromosómicas incluidas en el vector pueden tener lugar ya sea como un sólo segmento en el vector, lo que produce 
la integración de todo el vector, o dos segmentos homólogos a los segmentos adyacentes en el cromosoma y que 
flanquean el montaje de expresión en el vector, lo que da como resultado la integración estable de solamente el 
montaje de expresión. 

Normalmente, los montajes de expresión extracromosómicos e integradores pueden contener marcadores 
seleccionables que permitan la selección de células de briofitas que han sido transformadas. 

Los marcadores seleccionables pueden incluir genes biosintéticos que pueden expresarse en el hospedador del 
musgo, tal como el G418 o los genes con resistencia a la higromicina B, que proporcionan resistencia en las células 
de briofitas G418 y a la higromicina B, respectivamente. Además, un marcador seleccionable adecuado puede 
proporcionar también células de briofitas con capacidad para crecer en presencia de compuestos tóxicos, tales como 
metales. 

Alternativamente, algunos de los componentes descritos anteriormente pueden colocarse juntos en vectores de 
transformación. Los vectores de transformación están normalmente compuestos por un marcador seleccionable que 
se mantiene en un ADN plásmido o se desarrolla en un vector de integración, como se describió anteriormente. 

Alternativamente, al conseguir altos rendimientos de casos de transformación como se observa en Physcomitrella 
puede evitarse la utilización de marcadores para la selección de los casos de transformación. 

Los procedimientos de introducción de ADN exógeno en células de briofitas son bien conocidos en la técnica y son 
descritos entre otros por Schaefer D. G. "Principles and protocols for the moss Physcomitrella patens", (mayo de 
2001) Institute of Ecology, Laboratory of Plant Cell Genetics, Universidad de Lausana; Reutter K. y Reski R., Plant 
Tissue Culture and Biotechnology septiembre de 1996, Vol. 2, nº 3; Zeidler M. et al., (1996), Plant Molecular Biology 
30:199-205. 

Los expertos en la materia son perfectamente capaces de construir vectores y diseñar protocolos para la secuencia 
del ácido nucleico recombinante o la expresión de genes como se describió anteriormente. Los vectores adecuados 
pueden elegirse o construirse, conteniendo secuencias reguladoras adecuadas, incluyendo secuencias de activador, 
fragmentos de terminador, secuencias de poliadenilación, secuencias de potenciador, genes marcadores y otras 
secuencias, según corresponda. Para más detalles, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2ª 
edición, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muchas de las técnicas y protocolos conocidos 
para la manipulación de ácidos nucleicos, por ejemplo en la preparación de montajes de ácido nucleico, mutagenia, 
secuenciación, introducción de ADN en las células y la expresión génica y el análisis de las proteínas, se describen 
con detalle en Current Protocols in Molecular Biology, Segunda Edición, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 
1992. Los descubrimientos de Sambrook et al. y Ausubel et al. se incorporan en la presente memoria por referencia. 

Como se describió anteriormente, los marcadores genéticos seleccionables pueden facilitar la selección de células 
transgénicas de briofitas y éstas pueden consistir en genes híbridos que confieren fenotipos seleccionables según se 
refiere en este documento. 

En la introducción de secuencias seleccionadas de ácido nucleico que codifican glucosiltransferasa y secuencias de 
polipéptido que comprenden actividad de glucosiltransferasa en una célula de briofitas, se deben tener en cuenta 
algunas consideraciones, muy conocidas por los expertos en la materia. El/los ácido(s) nucleico(s) que ha(n) de 
insertarse debería(n) ensamblarse en un montaje, que contiene elementos de regulación eficaces, que dirigirán la 
transcripción. Debe estar disponible un método de transporte del montaje en la célula. Una vez que el montaje está 
dentro de la membrana celular, la integración en el material cromosómico endógeno se producirá o no. 

La invención abarca además una célula hospedadora transformada con vectores o montajes como se indicó 
anteriormente, especialmente una célula de briofitas o microbiana. Por lo tanto, se proporciona una célula 
hospedadora, tal como una célula de briofitas, incluyendo las secuencias nucleotídicas de la invención como se 
indica en la presente memoria. Dentro de la célula, la secuencia nucleotídica pueden incorporarse dentro del 
cromosoma. 
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Además, según la invención, se proporciona una célula de briofitas que ha incorporado en su genoma al menos una 
secuencia nucleotídica, particularmente secuencias nucleotídicas heterólogas, según proporciona la presente 
invención bajo control operativo de las secuencias reguladoras para control de la expresión como se describe en la 
presente memoria. La secuencia de codificación puede estar operativamente unida a una o más secuencias 
reguladoras que pueden ser heterólogas o extrañas a las secuencias de ácido nucleico empleadas en la invención, 
tales como, las no asociadas de forma natural a la(s) secuencia(s) de ácido nucleico para su expresión o sus 
expresiones. La secuencia nucleotídica según la invención puede colocarse bajo el control de un activador 
sumamente inducible para colocar la expresión bajo el control del usuario. Un aspecto adicional de la presente 
invención proporciona un procedimiento de preparación de dicha célula de briofita, específicamente una célula de 
Physcomitrella patens que conlleva la introducción de una(s) secuencia(s) de ácido nucleico contempladas para su 
utilización en la invención o por lo menos de un vector adecuado que incluye la(s) secuencia(s) contempladas para 
su utilización en la invención en una célula de briofitas y que da lugar o permite la recombinación entre el vector y el 
genoma de la célula de briofitas para introducir dichas secuencias en el genoma. La invención se extiende a las 
células de briofitas, particularmente a las células de Physcomitrella patens que contiene un nucleótido GalT y/o una 
secuencia nucleotídica que codifica una secuencia polipeptídica destinada a la adición de un patrón de glucosilación 
de mamífero a la misma y adecuada para su utilización de la invención como resultado de la introducción de una 
secuencia nucleotídica en una célula progenitora. 

El término "heterólogo" se puede utilizar para indicar que el gen/secuencia de nucleótidos en cuestión se han 
introducido en las células de briofitas o un progenitor de las mismas, utilizando ingeniería genética, es decir, 
mediante intervención humana. Una célula transgénica de briofitas, es decir, transgénica para la secuencia de 
nucleótidos en cuestión, puede suministrarse. El transgén puede estar en un vector extragenómico o incorporarse, 
preferiblemente de forma estable, en el genoma. Un gen heterólogo puede reemplazar a un gen endógeno 
equivalente, es decir, uno que normalmente realiza la misma función o una función similar, o la secuencia insertada 
puede ser adicional al gen endógeno o a otra secuencia. Una ventaja de la introducción de un gen heterólogo es la 
capacidad para colocar la expresión de una secuencia bajo el control de un promotor de elección, con el fin de poder 
influir en la expresión según la preferencia. Las secuencias de nucleótidos heterólogas, exógenas o extrañas, a una 
célula de briofita pueden no ser naturales en las células de ese tipo, cepa o especie. De este modo, una secuencia 
nucleotídica puede incluir una secuencia de codificación o derivado de un tipo específico de una célula de briofita, tal 
como de una célula de Physcomitrella patens, colocada en el contexto de una célula de briofita de un tipo o especie 
diferente. Una posibilidad más es la de una secuencia nucleotídica que ha de colocarse en una célula de briofita, en 
la que ella o un homólogo se encuentra de forma natural, pero en la que la secuencia de nucleótidos está unida y/o 
adyacente al ácido nucleico que no es natural dentro de la célula o células de este tipo, especie o cepa, como por 
ejemplo operativamente unida a una o más secuencias reguladoras, tales como una secuencia activadora, para el 
control de la expresión. Una secuencia en una briofita u otra célula hospedadora puede ser heterólogas, exógena o 
extraña identificable. 

La presente invención también abarca el producto deseado de la expresión de polipéptidos de la combinación de 
moléculas de ácido nucleico de acuerdo con la invención como se describe en este documento o que puede 
obtenerse según la información y sugerencias en este documento. También se proporcionan procedimientos de 
elaboración de dicho producto de expresión mediante la expresión de secuencias nucleotídicas que codifican por lo 
tanto, en condiciones adecuadas en las células hospedadoras adecuadas, por ejemplo E. coli. Los expertos en la 
materia están capacitados para construir vectores y diseñar protocolos y sistemas para la expresión y la 
recuperación de productos recombinantes de expresión génica recombinante. 

Un polipéptido según la presente invención puede ser un alelo, variante, fragmento, derivado, mutante u homólogo 
de los polipéptidos (a) como se ha mencionado en la presente memoria. El alelo, variante, fragmento, derivado, 
mutante u homólogo puede tener sustancialmente la misma función de los polipéptidos aludida anteriormente y 
como se demuestra en este documento o puede ser un mutante funcional del mismo. En el contexto de las proteínas 
farmacéuticas como se describe en la presente memoria para su utilización en seres humanos, el destinatario 
experto valorará que la secuencia primaria de dichas proteínas y su patrón de glucosilación se parezca o, 
preferentemente, sea idéntica a la encontrada en los seres humanos. 

"Identidad" en relación con una secuencia de ácido nucleico o una secuencia de aminoácidos de la invención puede 
utilizarse para referirse a la identidad de toda la secuencia o de partes esenciales de la misma. Como ya se ha 
señalado anteriormente, el alto nivel de identidad de aminoácidos puede limitarse a los dominios o regiones 
funcionalmente importantes, por ejemplo, cualquiera de los dominios identificados en este documento. 

En particular, homólogos de las secuencias de polipéptidos específicas derivadas de briofitas proporcionados en 
este documento, son proporcionados por la presente invención, en cuanto que son mutantes, variantes, fragmentos 
y derivados de dichos homólogos. Por lo tanto la presente invención también se extiende a los polipéptidos que 
incluyen secuencias de aminoácidos con función de β1,3-galactosiltransferasas tal como se define en este 
documento y como puede obtenerse utilizando información de la secuencia como se describe en la presente 
memoria. La β1,3-galactosiltransferasa según la presente invención puede, en el nivel de aminoácidos tener 
identidad con las secuencias de aminoácidos de las secuencias dadas a conocer en la presente memoria, 
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especialmente de PpGalT1 o las pGalT1a (figuras 2, 4, de por lo menos 80% de identidad, o por lo menos 85%, o 
por lo menos 88% de identidad, o por lo menos 90% de identidad y más preferiblemente por lo menos 95% o mayor 
identidad, siempre que estas proteínas tengan actividad de β-1 ,3-galactosiltransferasa que se inscribe en el 
contexto de la presente invención. El % de identidad mencionado debería darse de preferencia en la región que 
comprende los siete dominios conservados como se representa en la figura 1 (incluido "-" apropiado que es obvio 
que ocurra a los expertos en la materia), al comparar las secuencias en cuestión, por ejemplo, con PpGalT1, 
PpGalT2, las PpGalT1as o las PpGalT2as. 

Dominios o regiones funcionalmente significativos de diferentes polipéptidos pueden combinarse para la expresión 
de ácido nucleico codificador como proteína de fusión. Por ejemplo, propiedades particularmente ventajosas o 
deseables de diferentes homólogos pueden combinarse en una proteína híbrida, de modo que el producto de 
expresión resultante, con función de β1,3-galactosiltransferasa, puede incluir fragmentos de varias proteínas 
originales, si procede. 

La identidad puede calcularse fácilmente como % del valor de las secuencias alineadas (incluyendo "-" inteligente). 
La similitud de las secuencias de aminoácidos puede ser como se define y determina por el programa TBLASTN, de 
Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10, que está en uso convencional en la técnica. En particular, TBLASTN 
2.0 puede utilizarse con Matrix BLOSUM62 y penalizaciones GAP (por hueco): existencia: 11, extensión: 1. Otro 
programa convencional que puede utilizarse es BestFit, que forma parte del paquete Wisconsin, versión 8, 
septiembre de 1994 (Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA, Wisconsin 53711). 
BestFit realiza una alineación óptima del mejor segmento de similitud entre dos secuencias. Las alineaciones 
óptimas se encuentran insertando huecos para maximizar el número de emparejamientos utilizando el algoritmo de 
identidad local de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math. (1981) 2:482-489). Otros algoritmos incluyen GAP, que utiliza 
el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias completas que maximiza el número de 
emparejamientos y minimiza el número de huecos. Como con cualquier algoritmo, generalmente se utilizan los 
parámetros por defecto, que para GAP son una penalización = 12 por creación del hueco y penalización = 4 por 
extensión del hueco. Alternativamente, puede utilizarse una penalización de 3 por creación del hueco y una 
penalización de 0,1 por extensión del hueco. El algoritmo FASTA (que utiliza el método de Pearson y Lipman (1988) 
PNAS USA 85: 2444-2448) es otra alternativa. 

Un procedimiento ventajoso para producir células hospedadoras recombinantes, en particular células vegetales, o 
plantas, respectivamente, consiste en que la molécula de ADN según la presente invención, que comprende 
especialmente una mutación inactivadora se inserta en el genoma de la célula hospedadora, o de la planta, 
respectivamente, en lugar de la secuencia homóloga no mutante (Schaefer et al., 1997, Plant. J.; 11(6):1995-1206). 
Este procedimiento por lo tanto no funciona con un vector, sino con una molécula de ADN pura. La molécula de ADN 
según la presente invención se inserta en el hospedador por ejemplo por bombardeo génico, microinyección o 
transferencia directa de ADN mediada por PEG, para mencionar sólo tres ejemplos. Esta molécula de ADN se une a 
la secuencia homóloga en el genoma del hospedador de modo que resulte en el genoma una recombinación 
homóloga y por lo tanto la recepción de la mutación, por eliminación, inserción o sustitución, respectivamente: La 
expresión de la β1,3-galactosiltransferasa puede por ejemplo suprimirse o bloquearse completamente, 
respectivamente. 

Otro aspecto de la invención se refiere a vegetales, tejidos vegetales o células vegetales, respectivamente siendo su 
actividad de β1,3-galactosiltransferasa inferior al 50%, en particular inferior al 20%, prefiriéndose particularmente el 
0%, de la actividad de β1,3-galactosiltransferasa que se producen en las plantas naturales o en las células 
vegetales. La ventaja de estas plantas o células vegetales, respectivamente, es que las glicoproteínas producidas 
por ellas no contienen ninguno o apenas comprenden ninguna galactosa unida por β1,3. Si los productos de estas 
plantas, respectivamente, son ingeridos por cuerpos humanos o vertebrados, no habrá ninguna reacción inmunitaria 
para el epítopo de galactosa unido por β1,3. 

Preferentemente, se proporcionan plantas o células vegetales recombinantes, respectivamente, que se han 
preparado por uno de los procedimientos descritos anteriormente, suprimiéndose o bloqueándose, respectivamente, 
su producción de β1,3-galactosiltransferasa. 

La invención se refiere también a una molécula de APN que comprende una secuencia de bases complementaria a 
la secuencia de la molécula de ADN según la invención así como a secuencias parciales de la misma. El APN (ácido 
péptido nucleico) es una secuencia similar al ADN, estando las bases nucleotídicas unidas a un pseudoesqueleto 
peptídico. El APN generalmente de hibrida con oligómeros de ADN, ARN o APN complementarios con 
emparejamiento de bases de Watson-Crick y formación de la hélice. El eje central del péptido garantiza una 
resistencia mayor a la degradación enzimática. La molécula de APN por lo tanto es un agente complementario 
mejorado. Ni las nucleasas ni las proteasas son capaces de atacar una molécula de APN. La estabilidad de la 
molécula de APN, si está unida a una secuencia complementaria, comprende un bloqueo estérico suficiente de las 
ADN y ARN polimerasas, transcriptasa inversa, telomerasa y ribosomas. Si la molécula de APN comprende la 
secuencia mencionada anteriormente, se unirá al ADN o a una secuencia del ADN, respectivamente, que codifica la 
β1,3-galactosiltransferasa y de esta manera es capaz de inhibir la transcripción de esta enzima. Ya que ni se 
transcribe ni se traduce, la molécula de APN se preparará por síntesis, por ejemplo con ayuda de la técnica t-Boc. 
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Mejor, se proporciona una molécula de APN que comprende una secuencia de bases que corresponde a la 
secuencia de la molécula de ADN de la invención así como a secuencias parciales de la misma. Esta molécula de 
APN acomplejará al ARNm o a una secuencia del ARNm de la β1,3-galactosiltransferasa de modo que la traducción 
de la enzima se inhibirá. Argumentos similares a los indicados para el ARN complementario se aplican en este caso. 
Por lo tanto, por ejemplo, una región acomplejante particularmente eficaz es la región de iniciación de la traducción o 
también las regiones 5’ no traducidas del ARNm. 

Otro aspecto de la presente invención se refiere a un procedimiento de preparación de plantas, tejidos o células, 
respectivamente, en particular células vegetales que comprenden una expresión bloqueada de la β1,3­
galactosiltransferasa en el nivel de transcripción o traducción, respectivamente, que se caracteriza porque las 
moléculas de APN de la invención se insertan en las células. Para insertar la molécula de APN o las moléculas de 
APN, respectivamente, en la célula, de nuevo se utilizan procedimientos convencionales, tales como, por ejemplo, la 
electroporación o la microinyección. Resulta particularmente eficaz la inserción si los oligómeros del APN se unen a 
péptidos de penetración en la célula, por ejemplo, transportán o pAntp (Pooga et al. 1998, Nature Biotechnology, 16: 
857-861). 

La invención proporciona un procedimiento de preparación de glucoproteína recombinantes que se caracteriza 
porque las plantas o las células vegetales recombinantes de la invención, respectivamente, cuya producción de 
β1,3-galactosiltransferasa se suprime o se bloquea completamente o las plantas, tejidos o células, respectivamente, 
en las que las moléculas de APN se han insertado según el procedimiento de la invención, se transfectan con el gen 
que expresa la glucoproteína de modo que se expresan las glucoproteínas recombinantes. De este modo, como ya 
se ha descrito anteriormente, los vectores que comprenden genes para las proteínas deseadas se transfectan en el 
hospedador o en las células hospedadoras, respectivamente, como ya se ha descrito también anteriormente. Las 
células vegetales transfectadas expresarán las proteínas deseadas, y no presentan o apenas ninguna galactosa 
unida por β1,3. Por lo tanto, no desencadenan las reacciones inmunitarias ya mencionadas anteriormente en el 
cuerpo humano o de vertebrados. 

Algunas proteínas pueden producirse en estos sistemas. 

Ventajosamente, se proporciona un procedimiento de preparación de glucoproteínas humanas recombinantes que 
se caracteriza porque las plantas o células vegetales recombinantes, respectivamente, cuya producción de β1,3­
galactosiltransferasa se suprime o se bloquea completamente o las plantas, tejidos o células, respectivamente, en 
las que las moléculas de APN se han insertado según el procedimiento de la invención, se transfectan con el gen 
que expresa la glucoproteína de modo que se expresan las glucoproteínas recombinantes. Por este procedimiento 
será posible producir proteínas humanas en plantas (células vegetales) que, si son ingeridas por cuerpo humano, no 
desencadenan ninguna reacción inmunitaria dirigida contra los restos de galactasa unidos en β1,3. En la presente 
memoria, es posible utilizar tipos de plantas para producir las glucoproteínas recombinantes que sirven como 
artículos alimenticios, por ejemplo plátanos, patatas y/o tomates. Los tejidos de esta planta comprenden la 
glucoproteína recombinante de modo que, por ejemplo por extracción de la glucoproteína recombinante del tejido y 
posterior administración, o directamente comiendo el tejido vegetal, respectivamente, la glucoproteína recombinante 
se ingiere en el cuerpo humano. Preferentemente, un procedimiento de preparación de glucoproteínas humanas 
recombinantes para uso médico se proporciona, en el que las plantas o células vegetales recombinantes de la 
invención, respectivamente, cuya producción β1,3-galactosiltransferasa está suprimida o completamente bloqueada, 
respectivamente, o las plantas, tejidos o células, respectivamente, en las que las moléculas de APN se han 
insertado según el procedimiento de la invención, se trasfectan con el gen que expresa la glicoproteína de modo que 
las glucoproteínas recombinantes se expresan. De este modo, puede utilizarse cualquier proteína que sea de interés 
médico. 

Por otra parte, la presente invención se refiere a glucoproteínas recombinantes según un procedimiento descrito 
anteriormente, en el que se han preparado en sistemas vegetales y en el que su secuencia peptídica comprende 
menos del 50%, en particular menos del 20%, particularmente preferido el 0% de los restos de galactosa unidos por 
β1,3 que se producen en las proteínas expresadas en sistemas vegetales no reducidos de galactosiltransferasa. 
Naturalmente, se prefieren las glucoproteínas que no comprenden restos de galactosa unidos por β1,3. La cantidad 
de galactosa unida por β1,3 dependerá del grado de supresión de la β1,3-galactosiltransferasa descrito 
anteriormente. Preferentemente, las glucoproteínas recombinantes humanas que se han producido en sistemas 
vegetales según un procedimiento descrito anteriormente comprenden menos del 50%, en particular menos del 
20%, prefiriendo particularmente el 0%, de los restos de galactosa unidos en β1,3 que se producen en las proteínas 
expresadas en plantas o sistemas no reducidos por galactosiltransferasa. 

En la presente memoria se describen glucoproteínas humanas recombinantes para su uso en medicina que han sido 
preparadas en sistemas vegetales según un procedimiento descrito anteriormente y cuya secuencia peptídica 
comprende menos del 50%, en particular menos del 20%, siendo preferido el 0%, de los restos de galactosa unidos 
en β1,3 que se producen en las proteínas expresadas en sistemas vegetales no reducidos por galactosiltransferasa. 

Se describe además una composición farmacéutica que comprende las glucoproteínas producidas según el 
procedimiento de la invención. Además de las glucoproteínas, la composición farmacéutica comprende más 
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adiciones normales de dichas composiciones. Éstas son, por ejemplo, agentes de dilución adecuados de varios 
contenidos de tampón por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato, pH y fuerza iónica, aditivos, tales como tensioactivos y 
disolventes (por ejemplo Tween 80, Polisorbato 80), conservantes (por ejemplo Thimerosal, alcohol bencílico), 
adyuvantes, antioxidantes (por ejemplo ácido ascórbico, metabisulfito sódico), emulsionantes, cargas (por ejemplo 
lactosa, manitol), enlaces covalentes de polímeros, tales como polietilenglicol, para la proteína, incorporación del 
material en composiciones en partículas de compuestos poliméricos, tales como ácido poliláctico, ácido poliglicólico, 
etc. o en liposomas, agentes auxiliares y/o sustancias transportadoras que son adecuadas en el tratamiento 
respectivo. Dichas composiciones influirán en el estado físico, la estabilidad, la velocidad de liberación in vivo y la 
velocidad de excreción in vivo de las glucoproteínas de la invención. 

La invención proporciona además un procedimiento de selección de moléculas de ADN que codifican una β1,3­
galactosiltransferasa, en una muestra, en la que las moléculas de ADN marcadas de la invención se mezclan con la 
muestra, que se une a las moléculas de ADN que codifican una β1,3-galactosiltransferasa. Las moléculas de ADN 
hibridadas pueden detectarse, cuantificarse y seleccionarse. Para la muestra que contiene ADN monocatenario con 
la que las moléculas de ADN marcadas pueden hibridarse, la muestra se desnaturaliza, por ejemplo calentando. 

Una posible manera consiste en separar el ADN que ha de analizarse, posiblemente después de la adición de 
endonucleasas, por electroforesis en gel en un gel de agarosa. Una vez se han transferido a una membrana de 
nitrocelulosa, las moléculas de ADN marcadas según la invención se mezclan las cuales se hibridan con la molécula 
correspondiente de ADN homólogo ("inmunotransferencia Southern"). 

Otra posible manera consiste en el descubrimiento de genes homólogos en otras especies por procedimientos 
dependientes de RCP que utilizan cebadores específicos y/o degenerados, derivados de la secuencia de ADN 
según la invención. 

Preferentemente, la muestra del procedimiento de la invención identificada anteriormente comprende ADN genómico 
de un organismo vegetal. Mediante este procedimiento, se analiza un gran número de plantas de manera muy rápida 
y eficaz la presencia del gen β1,3-galactosiltransferasa. De esta manera, es posible respectivamente seleccionar 
plantas que no comprendan este gen o suprimir o bloquear completamente, respectivamente, la expresión de la 
β1,3-galactosiltransferasa en dichas plantas que contienen este gen, por un procedimiento de la invención descrito 
anteriormente, de modo que posteriormente pueden utilizarse para la transfección y producción de glucoproteínas 
(humanas). 

La presente memoria se refiere además a moléculas de ADN que codifican una β1,3-galactosiltransferasa que se ha 
seleccionado según los dos últimos procedimientos mencionados y posteriormente se han aislado de la muestra. 
Estas moléculas pueden utilizarse para análisis adicionales. Pueden secuenciarse y a su vez pueden utilizarse como 
sondas de ADN para encontrar β1,3-galactosiltransferasas. Estas moléculas marcadas de ADN funcionarán en 
organismos, las cuales están relacionadas con los organismos de los que se han aislado, de manera más eficaz 
como sondas que las moléculas de ADN de la invención. 

La invención se refiere además a un procedimiento de preparación de unidades de carbohidrato "plantificadas" de 
glucoproteínas humanas y de otros vertebrados, en las que las unidades de fucosa así como la β1,3­
galactosiltransferasa codificada por una molécula de ADN descrita anteriormente se mezclan con una muestra que 
contiene una unidad de carbohidrato o una glucoproteína, respectivamente, de modo que la galactosa β1,3 estará 
unida por la β1,3-galactosiltransferasa a la unidad de carbohidrato o a la glucloproteína, respectivamente. Mediante 
el procedimiento según la invención para clonar la β1,3-galactosiltransferasa es posible producir grandes cantidades 
de enzima purificada. Para obtener una transferasa totalmente activa, se proporcionan condiciones de reacción 
adecuadas. 

La invención se explicará con más detalle mediante los siguientes ejemplos y las figuras en dibujo a las que, desde 
luego, no se limitan. 

La figura 1 presenta una alineación de aminoácidos de β1,3-GalT. Los siete dominios conservados de las β1,3­
galactosiltransferasas se indican en letras en negrilla. Los restos de aminoácidos conservados están indicados por 
asteriscos. Las similitudes según la secuencia de referencia de humanos (CAA75344, β1,3-galactosiltransferasa de 
seres humanos) están predichas de la forma siguiente BAD17182 (β1,3-galactosiltransferasa supuesta de Oryza 
sativa) = 17%; NP174003 (supuesta β1,3-galactosiltransferasa de Arabidopsis thaliana) = 16%; PpGalT1 (β1,3­
galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens) = 15%; PpGalT2 (β1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella 
patens) = 16%; 

la figura 2 presenta la secuencia de proteínas predichas a partir de la secuencia de ADN de codificación del gen de 
β1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens. Este dominio transmembranario está indicado en letras en 
negrilla; y 

la figura 3 presenta la secuencia de proteínas predichas de la secuencia de ADN de codificación del gen de β1,3­
galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella patens. Este dominio transmembranario está indicado en letras en negrilla. 
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La figura 4 presenta la secuencia de proteínas de una variante de corte y empalme alternativa del gen para la β1,3­
galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens. La inserción por corte y empalme de 50 aminoácidos está indicada 
en letras en negrilla. 

La figura 5 presenta la secuencia de proteínas de una variante de corte y empalme alternativa del gen para la β1,3­
galactosiltransferasa 2 de P. patens. La inserción por corte y empalme de 50 aminoácidos está indicada en letras en 
negrilla. 

Ejemplos 

Procedimientos y materiales 

Material vegetal 

Se utilizó la cepa transgética de Physcomitrella patens gluco-modificada genéticamente dos veces que carece de 
restos de fucosa y xilosa en la estructura nuclear de N-glucanos (Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517­
523). 

Condiciones normales de cultivo 

Se cultivaron plantas en cultivo axénico en condiciones estériles en un medio de Knop modificado líquido inorgánico 
vegetal (1000 mg/l de Ca(NO3)2 ·4H2O, 250 mg/l KCl, 250 mg/l de KH2PO4, 250 mg/l de MgSO4 · 7 H2O y 12,5 mg/l 
FeSO4 ·7 H2O; pH 5,8 (Reski y Abel (1985) Planta (165, 354-358). Las plantas se cultivaron en matraces Erlenmeyer 
de 500 ml que contenían 200 ml de medio de cultivo y los matraces se agitaron en un agitador Certomat R (B. Braun 
Biotech International, Alemania) ajustado a 120 rpm. Las condiciones en la cámara de cultivo eran 25± 3ºC y un 
régimen de luz-oscuridad de 16:8 h. Los matraces se iluminaron desde arriba mediante dos tubos fluorescentes 
(Osram L 58 W/25) que proporcionan 35 micromoles-1 m-2. Los cultivos se subcultivaron una vez a la semana por 
disgregación utilizando un homogeneizador con Ultra-Turrax (IKA, Staufen, Alemania) e inoculación de dos nuevos 
matraces Erlenmeyer de 500 ml que contienen 100 ml de medio Knop reciente. 

Aislamiento del protoplasto 

Después de la filtración los protonemas de musgo se incubaron previamente en manitol 0,5 M. Después de 30 min., 
se añadió a la suspensión Driselasa al 4% (Sigma, Deisenhofen, Alemania). La Driselasa se disolvió en manitol 
0,5 M (pH 5,6-5,8), se centrifugó a 3600 rpm durante 10 min. y se esterilizó mediante el paso a través de un filtro de 
0,22 micras (Millex Gp, Millipore Corporation, EE.UU.). La suspensión, que contiene Driselasa al 1% (concentración 
final), se incubó a la oscuridad a t.a. y se agitó suavemente (se consiguieron mejores rendimientos de protoplastos 
después de 2 horas de incubación) (Schaefer, "Principles and protocols for the moss Physcomitrella patens", (mayo 
de 2001) Instituto de Ecología, Laboratorio de Genética de células vegetales, Universidad de Lausana. La 
suspensión se pasó a través de tamices (Wilson, CLF, Alemania) con tamaños de poro de 100 micras y 50 micras. 
La suspensión se centrifugó en tubos de centrifugadora estériles y se sedimentaron los protoplastos a t.a. durante 10 
min. a 55 g (aceleración de 3; disminuyendo a 3; Multifuge 3 S-R, Kendro, Alemania) (Schaefer, anteriormente). Se 
volvieron a poner en suspensión los protoplastos en medio 3M (MgCl2 · 2 H2O, 15 mM MES 0,1%; Manitol 0,48M; pH 
5,6; 540 mOsm; se esterilizó por filtración, (Schaefer et al. (1991) Mol Gen Genet 226, 418-424). La suspensión se 
centrifugó otra vez a t.a. durante 10 min. a 55 g (aceleración de 3; se desminuyó a 3; Multifuge 3 S-R, Kendro, 
Alemania). Los protoplastos se volvieron a poner en suspensión suavemente en medio 3M (MgCl2 · 2 H2O 15 mM, 
MES 0,1%; Manitol 0,48 M; pH 5,6; 540 mOsm; se esterilizó por filtración, (Schaefer et al. (1991) Mol Gen Genet 
226, 418-424). Para el recuento de los protoplastos se transfirió un pequeño volumen de la suspensión a una 
cámara de Fuchs-Rosenthal. 

Protocolo de transformación. 

Para la transformación de los protoplastos se incubaron en hielo en la oscuridad durante 30 minutos. 
Posteriormente, los protoplastos se sedimentaron por centrifugaron a t.a. durante 10 min. a 55 g (aceleración de 3; 
disminución a 3; Multifuge 3 S-R, Kendro). Los protoplastos se volvieron a poner en suspensión en medio 3M (MgCl2 

· 2 H2O 15 mM, MES al 0,1%; manitol 0,48 M; pH 5,6; 540 mOsm; se esterilizó por filtración (Schaefer et al. (1991) 
Mol Gen Genet 226, 418-424) a una concentración de 1,2 x 106 protoplastos/ml (Reuter y Reski (1996) Production of 
a heterologous protein in bioreactor cutures of fully differentiated moss plants, P1. Tissue culture and Biotech. 2, 
págs. 142-147). 25 microlitros de esta suspensión de protoplastos se dispensaron en un nuevo tubo de 
centrifugadora esterilizado, 5 microlitos de solución de ADN (ADN purificado en columna en H2O (Qiagen, Hilden, 
Alemania); 10-100 microlitros; se añadió una cantidad óptima de ADN de 16 microgramos) y por último se añadieron 
25 microlitros de solución de PEG (PEG 4000 al 40%; manitol 0,4 M; Ca(NO3)2 0,1 M; pH 6 tras la esterilización en 
autoclave). La suspensión se mezcló inmediata pero suavemente y a continuación se incubó durante 6 min. a t.a. 
con mezclado suave ocasional. La suspensión se diluyó progresivamente añadiendo 1, 2, 3 y 4 ml de medio 3M. La 
suspensión se centrifugó 20ºC durante 10 minutos a 55 g (aceleración de 3; disminución a 3; Multifuge 3 S-R, 
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Kendro). El sedimento se volvió a poner en suspensión en 3 ml de medio de regeneración (medio Knop modificado; 
glucosa al 5%; manitol al 3%; 540 mOsm; pH 5,6 - 5,8). La regeneración se llevó a cabo como describe Strepp et al. 
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 4368-4373). Se identificaron clones transgénicos por identificación molecular. 

MS MALDI-TOF de glucanos del musgo. 

Se cultivó material vegetal en cultivo líquido, se aisló por filtración, se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a ­
80ºC. El material se transportó bajo nieve carbónica. Los análisis por MS de MALDI-TOF se realizaron en el 
laboratorio del Prof. Dr. F. Altmann, División de Glucobiología, Instituto de Química, Universität für Brodenkultu, 
Viena, Austria. 

Se digirió con pepsina 0,2 a 0,5 g de peso fresco de material transgénico de Physcomitrella patens. Se obtuvieron N­
glucanos del digesto tal como describe Wilson et. al. (2001). Esencialmente los glucanos se liberaron por tratamiento 
con péptido:N-glucosidasa A y se analizaron por espectrometría de masas MALDI-TOF en un DYNAMO (Thermo 
BioAnalisis, Santa Fe, NM). 

1. Identificación de genes que codifican β1,3-galactosiltransferasa. 

Aunque las β1,3-galactosiltransferasas (β1,3galT) con funcionalidad biológica de seres humanos en relación con el 
alargamiento de las estructuras de N-glucano no estaban descritas se seleccionó la secuencia de la β1,3-galT 2 (nº 
de registro: CAA75344) de seres humanos como secuencia de partida. Basándose en los que siete dominios 
conservados descritos por Hennet (2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095) y en combinación con los aminoácidos 
conservados descritos por Amado et. al. (1998 J. Biol. Chem. 273, 12770-12778) se realizó un cribado de la base de 
datos. Debido a esta estrategia se identificaron una secuencia de Arabidopsis Thaliana (nº de registro: NP174003) y 
una secuencia de Oryza Sativa (nº de registro: BAD17812) descrito como supuestas β1,3-galactosiltransferasas. 
Aunque para ambas especies numerosas secuencias de proteínas de las supuestas β1,3-galactosiltransferasas se 
listaron en las bases de datos públicas únicamente estas dos similitudes presentadas por una parte en los siete 
dominios conservados y por la otra en varios de los aminoácidos adicionales muy conservados. Sin embargo, si se 
compara con CAA75344 la identidad global fue muy baja en ambos, en el caso NP174003 fue del 16%, en el caso 
de BAD17812 fue del 17% (figura 1). 

Las tres secuencias de proteínas se utilizaron para la identificación de una base de datos no pública "etiqueta de la 
secuencia expresada" (EST) de Physcomitrella patens. Se identificó una etiqueta de la secuencia expresada que 
codifica una secuencia peptídica que comprende algunas similitudes con los siete dominios conservados de las 
β1,3-galactosiltransferasas. Esta EST se utilizó para diseñar cebadores para clonación y para la identificación 
adicional en relación con una familia de genes con beta1,3-galactosiltransferasa de una base de datos que 
contienen secuencias genómicas de Physcomitrella patens. 

Las secuencias resultantes comprendían dos supuestos genes con β1,3-galactosiltransferasa incluyendo secuencias 
con intrón y exón y las estructuras génicas (β1,3-galT 1 corresponde a la SEC. ID. nº 1 y SEC. ID. nº 3 y β1,3-galT 2 
corresponde a las SEC. ID. nº 2 y SEC. ID. nº 4). Las secuencias proteicas predichas de los marcos de lectura 
abiertos (β1,3-galT 1 (figura 2) y β1,3-galT 2 (figura 3) comprendían dominios transmembranarios, los siete dominios 
conservados y numerosos aminoácidos conservados (figura 1). 

1.1 Clonación de la secuencia de codificación del gen para β1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens 

Ampliación de la secuencia de nucleótidos que codifica β1,3-galactosiltransferasa de Physcomitrella patens 

(SEC ID nº: 1: 
5’AGTTGTCGATTTGTTGTTTTTGATATGTAAGGCGGTTGCCTTCGCGCCGTGCTTGATTGTAATTGTAATTCAATC 
TGGAGTGTGAGATATATATATATATATATATATAGCGAGAGGGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAAA 
GAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGATGGCTTGTGTATGAGGGCCATGCGAGGAGGAGGCTGTGTTTGTTGCCC 
GAAGAGATGGGATGGTTTATGTGTAGTGCAGGGGTTGGATGTGAAGCACCTGTTTGAAGGAGTCTGCGAGAGTT 
TGAAATTCGGATTCAGAGTGCGGCGATCGATGGTGCAACGTTGTTAGCAGTGATTGTTTTCGCCAACAGAACTG 
ACATCATTTGGATTTTTTTTACGCGTGGATGTGCCCTCTTTTTAAAAAATTTCCGCGTGGAANAGAGACGGGGGT 
TTGTAATGGAGGCAGGCTGTGGTCATCACCCCTAGTATAGCCTGTCAAGAGAGTTCAAATTCGGTAATATGAAGA 
GGGGGTCGAGACTACCGGATATGGCGTGTACAGGGCGGCAAAGAAATGATCTTATCCTAGTTGCAATTGTTTGC 
TTGTTTTTTATGGTGATATTCATCCCACCATATCTCCAAATGAACTCACTTCCGGACATTGATTCTCCTGATTCGG 
ACAAGAAATCATCAAGCTACTCGAAAAAAACCACTCTAGAAGCCAATAGTAAGGAGGAACGCCGTAGTCCGGGG 
AATACCACAGGCGACATTGTTTCTCTGGATGATGTGATAGATCGTGCCTGGTCTGCTGGTGCCAAAGCGTGGGA 
AGAACTGGAAACTGCGTTAAGAAATGGAGAAGGTGTCTCAAAGAATGTCAGTAATGCCACTGCAAATGCTGATCC 
GTGTCCAGCATCACTCTCTGCAGCAGGGAAAAAGTTAGACGAATTGGGTAAAGTCTTCCCCTTGCCCTGTGGTC 
TAATGTTTGGGTCAGCCATTACTCTGATTGGAAAGCCTCGAGAGGCTCACATGGAGTACAAACCGCCAATCGCC 
AGAGTTGGGGAAGGCGTCTCTCCATATGTCATGGTTTCCCAGTTCTTAGTAGAGTTACAAGGCTTAAAGGTGGTG 
AAAGGTGAAGATCCTCCTCGAATTCTACACTTGAATCCTCGACTTCGTGGTGATTGGAGCTGGAAACCCATCATT 
GAGCACAACACTTGTTATCGGAACCAGTGGGGTCCTGCCCACCGATGCGAGGGTTGGCAAGTGCCTGAATACG 
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AAGAAACTGTTGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGATGATGGCAAGAAACCTGCTTCAACGCAA 
AAATCTTGGTGGCTTGGAAGATTAGTTGGTCGTTCTGACAAGGAGACGCTTGAATGGGAGTACCCATTATCTGAG 
GGTCGGGAGTTCGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTTGAAGGGTTTCATGTGACTATCGATGGTCGTCACATCAG 
CTCGTTTCCTTATCGTGTGGGTTACGCTGTGGAAGAAACAACGGGGATATTAGTAGCAGGAGACGTTGATGTGA 
TGTCTATCACAGTGACATCCCTACCCTTAACACATCCTAGCTACTACCCTGAGTTAGTTTTGGAATCGGGGGACA 
TTTGGAAGGCACCACCTGTCCCAGCTACCAAGATAGATTTATTTATTGGGATCATGTCCAGCAGTAACCATTTTG 
CAGAACGGATGGCAGTAAGGAAGACGTGGTTTCAATCTAAAGCTATTCAATCTTCGCAGGCCGTGGCTCGCTTC 
TTTGTAGCTCTGCATGCAAACAAGGATATCAATATGCAGTTGAAGAAGGAGGCAGACTATTATGGCGATATTATA 
ATCCTGCCTTTCATCGACAGATATGATATAGTGGTTCTCAAGACCGTTGAAATTTGCAAGTTTGGGGTCCAGAAT 
GTCACAGCTAAGTATATTATGAAGTGTGACGATGACACTTTTGTGAGGATTGATAGCGTTCTCGAAGAGATTCGA 
ACTACTTCAATATCACAAGGCCTTTACATGGGTAGCATGAATGAGTTTCACAGGCCTCTTCGTTCTGGAAAGTGG 
GCCGTGACTGCCGAGGAATGGCCTGAGCGAATTTACCCAATATATGCTAATGGACCAGGATATATCCTGTCAGA 
GGATATTGTGCATTTCATTGTGGAGATGAATGAGAGAGGCAGTTTGCAGTTATTTAAGATGGAGGACGTCAGTGT 
TGGAATATGGGTACGCGAATATGCGAAGCAAGTGAAGCACGTTCAATACGAACATAGCATACGGTTTGCTCAAG 
CCGGTTGTATACCGAAATACTTGACAGCTCATTACCAATCGCCGCGTCAAATGCTGTGTCTGTGGGACAAGGTA 
CTTGCTCATGACGATGGGAAATGCTGCAACTTGTGAGGAAAATACATACAATGAATGTGTTCAACGGTCTTTACC 
AGACAGAATTACTTTGGGTCGGGAACCAGATATAGCAGACAGCTCACATTCAATTCAGCCGTGTTGATCCAGAG 
GGGTAATTGATAGTTTCCTTGTCCCCTACCCTCTCTAGAGGTGGAGATCTTACAACTTAATCAAATGATCCTCTGC 
AATGTCACTTGTCACAATACTTAGTATAGCTCAAAATTGGCCACGGATATTCAGGAATGTTCATCTTGTAAGGTCG 
CAGCTTGTGAGTAAATGGTTGGGTGGTGTCGATGGCATGGTTGCTTATCAATCCCTCTTAGCATCAGTGATCGTC 
AGAATCAGTGTTTTCGACACTCCCCGGTGGAGTATTTTTTCGATTCTCTTGATTCCACTCAAGTGGTACTAGCTTA 
TATTTAGTGAGGCCTGGAACCCAAGTAGTTAGTTCAGTACGTCTGCCTTTTGCCGAAATGAGTAGAGTAATTTGT 
GGCAGTAGTTGGTGAAGAGACATGGTTAGGATTTAGTGTTCAAAATCTG 3’; los codones de inicio y terminación 
están indicados en negrilla) se realizó por RCP con ADNc y los cebadores MOB1251 (SEC ID nº: 5: 5’­
CTGAATATCCGTGGCCAA-3’) y el cebador MOB1410 (SEC ID nº: 6: 5’­
TTCGAGCTCATGAAGAGGGGGTCGAGACT-3’). El producto de ampliación se digirió con Sac I y Msc I y se clonó 
en el vector pRT101 digerido con Sac I/Sma I (Toepfer et al. 1987 NAR 15, 5890). La secuencia clonada se verificó 
por secuenciado. 

1.2 Clonación de la secuencia de codificación del gen para β1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella patens 

Ampliación de la secuencia de nucleótidos que codifica β1,3-galactosiltransferasa de Physcomitrella patens 

(SEC ID nº: 2: 5’-ATGAAGAGGGGTGTGAGACCACCGGGTGTGGGATGTACAGGGCGGCAAAGAAACAATCTAAT 
CATAGTGGCAATCATATGTTTGGTTTTTATAGCGATATTCATCCCACCGTTTCTTGAAATGAATTCACTTCCCGATA 
TTGATTCCCCTGTTTTGGAGAAGAAAGTATCAAGCTATTTGAAAAAAGTCACTCTGGAAACTTACAGTAAAGAGGA 
ACGCCGTAGTCCAGGGAACACAACAGGTGACATTGTTTCGCTGGAAGATGTGATAGATCGCGCCTGGTCTGCC 
GGCGCCAAAGCTTGGGAAGAGCTGGAAATTGCATTCAGACAGGGAGAACATTTTTCGAAGAAGGACAATAATGC 
CAATGCAACTGCAGATCCATGCCCAGCATCACTCTTTACAACAGGAAAGGAATTGGACAATTTAGGAAGGGTCTT 
CCCACTGCCTTGTGGTCTAATGTTTGGATCAGCCATAACTCTCATTGGAAAGCCACGGGAAGCTCACATGGAGT 
ACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGTGTCTCTCCATACGTCATGGTGTCCCAGTTCATAATGGAGTTA 
CAGGGCTTGAAGGTGGTAAAAGGTGAAGATCCTCCTAGAATCCTCCACATAAACCCTCGACTCCGTGGTGACTG 
GAGCTGGAAACCCATCATTGAGCATAATACATGCTATCGAAACCAGTGGGGCCCAGCTCATCGGTGTGAAGGTT 
GGCAAGTACCTGAATACGAAGAAACCGTGGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGGCGATGACAA 
AAAACCTGCTTCGACCCAAAAATCCTGGTGGCTTGGGCGATTAGTTGGTCATTCCGACAAGGAGACGCTTGAAT 
GGGAGTATCCATTGTCCGAAGGTCGGGAGTTTGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTAGAAGGATTTCACTTAACTA 
TTGATGGTCGGCACATCAGTTCGTTCCCTTATCGTGCGGGTTATGCTATGGAAGAAGCAACAGGAATATCAGTG 
GCAGGAGACGTCGATGTTCTTTCGATGACAGTAACATCATTACCTTTAACACATCCCAGCTACTACCCTGAGTTG 
GTTTTGGATTCGGGTGATATCTGGAAGGCACCACCTTTACCAACAGGCAAGATAGAGTTATTTGTTGGAATCATG 
TCAAGCAGCAATCACTTTGCAGAACGTATGGCAGTAAGAAAGACGTGGTTTCAGTCTCTGGTTATCCAATCCTCC 
CAAGCGGTGGCTCGCTTCTTTGTAGCTCTGCATGCAAACAAGGATATCAATCTGCAGCTGAAGAAAGAGGCTGA 
CTATTACGGCGATATGATAATTTTACCTTTCATCGACAGATATGATATAGTGGTTCTTAAGACCGTTGAAATTTTCA 
AGTTTGGGGTCCAGAATGTTACAGTTAGCCACGTCATGAAATGTGACGATGACACATTTGTAAGGATTGACAGCG 
TTCTTGAAGAGATTCGAACGACGTCAGTAGGACAGGGCCTTTACATGGGCAGCATGAATGAGTTTCATAGACCC 
CTTCGTTCTGGGAAGTGGGCCGTGACAGTTGAGGAGTGGCCTGAGCEPGCATTTACCCAACATACGCAAATGGT 
CCAGGATACATCCTTTCGGAAGATATTGTGCATTTTATAGTGGAGGAGAGCAAAAGAAATAATTTGAGGTTATTTA 
AGATGGAGGACGTCAGCGTAGGTATATGGGTACGCGAGTATGCAAAGATGAAGTACGTGCAATACGAGCATAGC 
GTACGGTTTGCTCAAGCCGGTTGTATACCTAACTACCTGACAGCGCACTATCAATCGCCGCGTCAAATGCTGTGT 
CTGTGGGACAAGGTGCTTGCTACCAATGACGGCAAGTGCTGCACCTTGTGA-3’; los codones de inicio y 
terminación están indicados en negrilla) se realizó por RCP con ADNc y los cebadores Ppβ1-3GalT 2 para (SEC ID 
nº: 7: 5’-TACGAGCTCATGAAGAGGG-GTGTGAGACC-3’) y el cebador Ppβ1-3 GalT 2 rev (SEC ID nº: 8: 5’­
GTAGAGCTCTCACAAGGTGCAGCACTTG-3’). El producto de ampliación se digirió con Sac I y se clonó en el 
vector pRT101 digerido con Sac I (Toepfer et al. 1987 NAR 15, 5890). La secuencia clonada se verificó por 
secuenciado. 

2.1 Creación del montaje transgénico del gen para β1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens 
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El montaje transgénico para la destrucción dirigida del gen para β1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella 
patens se generó por RCP realizada con ADN genómico procedente de Physcomitrella patens. En un cebador 
MOB1336 de RCP (SEC. ID. nº 9: 5’-TACGGATCCAACTTCGAGTTCGTGTCTGTA-3’ y el cebador MOB1333 (SEC. 
ID. nº 10: 5’-ACACTAAGCTTCTAATCAATGTCCGGAAGTGAG-3’) se utilizaron para ampliar la parte 5’ del montaje 
transgénico. En un segundo cebador MOB1334 de RCP (SEC. ID. nº 11: 5’-TTAGAAGCTTAGTGTACGCTGAGT­
GTCTACATTG-3’) y el cebador MOB1335 (SEC. ID. nº 12: 5’-CATTGTCGACCCTACACAGCTCTTAACGTCTAC-3’) 
se utilizaron para ampliar el fragmento 3’ del montaje transgénico. Ambos montajes ampliados se digirieron con Hind 
III (las enzimas de restricción se indican en las secuencias de cebador MOB1333 y MOB1334 en letras en negrilla) y 
se ligaron en una reacción de ligadura posterior utilizando T4 ADN ligasa. La secuencia resultante de ADN ligada y 
purificada se utilizó como plantilla para una RCP posterior con cebador MOB1336 y MOB1335. El producto de 
ampliación resultante β1,3-GalT1 ko (SEC ID nº: 13: 
5’CAACTTCGAGTTCGTGTCTGTATGAAGAAGTCCACGGGTTCAATGTGTTAAGACTTAGGCATTTCCTTCA 
GCTTTGCCTAGTGGAGATATGCGTATTTTTTGATTGTGAGGATTCCGGTTCTTAGACCATGATTGGTTTATTACAG 
TGGTCATTCAAATCCTATTTGATTTGAGAATGTATTTACTTCGTTGTGTTGGGAGATGATTGTTCCCTCGAATTCTA 
TGCGGTAGCTACCGCTTCTTTCGTAATGAAGACCTTTGAAGTTCACATAGACTTCAAGAAGAATGCTATTTGTGTT 
TTTGTGATTGTGTGTTCAAGTTTGGTGCAGTATTGTTAAAATTTGGGTGATGACTAAGTACACTTTATGCGGCCCA 
AGTAGTCAAGTTGAGCATTTGTAAATGCTGAAATGAGTTAGGCTGACGGTAAATGTCTGTGGATGTAGCCTAGTG 
ATGTATTTGATCTCGGCATAATCTTCAGTGATCAATACAAATAATTCAAGAAAGAGGGGTCAATGTGTTCCTGCGA 
GTACCTTCGCATGTTCAACGTGAACTGAATTATGTTAATTAAGCTGAGCAACATAGACCTTCTTGCTGTTGACAGA 
GTTCAAATTCGGTAATATGAAGAGGGGGTCGAGACTACCGGATATGGCGTGTACAGGGCGGCAAAGAAATGATC 
TTATCCTAGTTGCAATTGTTTGCTTGTTTTTTATGGTGATATTCATCCCACCATATCTCCAAATGAACTCACTTCCG 
GACATTGATTAGAAGCTTAGTGTACGCTGAGTGTCTACATTGTGTATTGAATGTTCCTTAGAATTGTTTGTTTGTT 
TATGTTTTTATTTTTATATTTCTGCCGGCTATTGAGGAAGAATACATTCAAATTGTTCAGGATTCGGACAAGAAATC 
ATCAAGCTACTCGAAAAAAACCACTCTAGAAGCCAATAGTAAGGAGGAACGCCGTAGTCCGGGGAATACCACAG 
GCGACATTGTTTCTCTGGATGATGTGATAGATCGTGCCTGGTCTGCTGGTGCCAAAGCGTGGGAAGAACTGGAA 
ACTGCGTTAAGAAATGGAGAAGGTGTCTCAAAGAATGTCAGTAATGCCACTGCAAATGCTGATCCGTGTCCAGC 
ATCACTCTCTGCAGCAGGGAAAAAGTTAGACGAATTGGGTAAAGTCTTCCCCTTGCCCTGTGGTCTAATGTTTGG 
GTCAGCCATTACTCTGATTGGAAAGCCTCGAGAGGCTCACATGGAGTACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGG 
AAGGCGTCTCTCCATATGTCATGGTTTCCCAGTTCTTAGTAGAGTTACAAGGCTTAAAGGTGGTGAAAGGTGAAG 
ATCCTCCTCGAATTCTACACTTGAATCCTCGACTTCGTGGTGATTGGAGCTGGAAACCCATCATTGAGCACAACA 
CTTGTTATCGGAACCAGTGGGGTCCTGCCCACCGATGCGAGGGTTGGCAAGTGCCTGAATACGAAGAAACTGG 
TGAGTGCTGATTCCACCGCACCAGTTTGTGTTTTTTATGCTGACACTATGCTTCTCAGGTTTGTAGACGTTAAGAG 
CTGTGTAGG-3’; la enzima de restricción Hind III se indica en letras en negrilla) comprendía una eliminación de 270 
pb con respecto a la secuencia genómica del gen para β1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens que 
además inician un codón de terminación en el fragmento 5’ inicial del ADNc correspondiente. Por lo tanto, dando 
como resultado un gen de β1,3-galactosiltransferasa disfuncional cuando se integra por recombinación homóloga en 
el genoma de Physcomitrella patens. Este montaje transgénico se utilizó para la transformación de Physcomitrella 
patens sola o en combinación con el montaje β1,3-GalT2ko transgénico (véase el apartado 2.2). 

La identificación de las supuestas plantas transformadas se realizó por RCP utilizando combinaciones de cebadores 
apropiadas. 

2.2 Creación del montaje transgénico del gen para β1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella patens 

El montaje transgénico para la destrucción dirigida del gen para β1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella 
patens se generó por RCP realizada con ADN genómico procedente de Physcomitrella patens. En un cebador 
MOB1339 de RCP (SEC. ID. nº 14: 5’- TGGCACGATACAGTGGCATGA - 3’ y el cebador MOB1337 (SEC. ID. nº 15: 
5’- TGGAATTCATTCAAGAAACGGTGGGATGA - 3’) se utilizaron para ampliar la parte 5’ del montaje transgénico. 
En un segundo cebador MOB1338 de RCP (SEC. ID. nº 16: 5’ - TGAATTCCATAACGAAGACACCGTCTA - 3’) y el 
cebador MOB1313 (SEC. ID. nº 17: 5’ - CAAGCAGCGGAGACCTTGCAATGC - 3’) se utilizaron para ampliar la parte 
3’ del montaje transgénico. Ambos montajes ampliados se digirieron con Eco RI (las enzimas de restricción se 
indican en las secuencias de cebador MOB1337 y MOB1338 en letras en negrilla) y se ligaron en una reacción de 
ligadura posterior utilizando T4 ADN ligasa. La secuencia de ADN resultante ligada y purificada se utilizó como 
plantilla para una RCP posterior con cebador MOB1339 y MOB1313. El producto de ampliación resultante β1,3­
GalT2ko (SEC ID nº: 18: 5’TGGCACGATACAGTGGCATGAGATTTATCGCTGCCAAACTGTGGACAATGATGTTTG 
AAACAGTCTATTCATCACTGGTTGGCAAATTCTATGTACAGGGCTAAAAGGGCCAAACTAGGCTTAACAGCAGTG 
ATCGAGGTTCTTGAGCAGGATCAGCGCAAGGGTAAGGTTGCTTAGGACCGCTTCAACCTGGTGAGTTAGACACT 
CAAAATAATTACGAAACAGTGACATTTATAAGCTTTGTGTCGTCACTACTTTGAGCCTTCAGAGTACATTTATAGG 
TGGTGACTTCGTTAATGATGTTAAAAATATGAGGTGAGGACATGTCTTCTTGTGATTAGAGTGATCACTTTGATCC 
TTTTGCAAACGCTGAAAGGAGTAAGTCTGATTGTCAACAGAAATGTTTTTGGTTGCAGCCTGGCTAATATTATTGG 
TCTCAGTTCAATTTTCGATGGAGTGGCGTACAAGTGATCCAGAAAGCAAGAATCATGGATTTCCTACAATTTCATT 
TAGATTTTCGATGTTGGTTGAGTTATGCTGATTGATTTGGGAAAGAGGGAGCTTAGCGTTGTATACAGGGTTCAA 
ACACCGTAATATGAAGAGGGGTGTGAGACCACCGGGTGTGGGATGTACAGGGCGGCAAAGAAACAATCTAATC 
ATAGTGGCAATCATATGTTTGGTTTTTATAGCGATATTCATCCCACCGTTTCTTGAATGAATTCCATAACGAAGAC 
ACCGTCTAAAGCTTCACAGGTTAGTGCAGAAATGATTGGTTCGCCCTCGCTATGCCAGTCAGGCTTACTGAGTTC 
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TACTTGGATCGTTCTACTTGGATCTTTTATGGCTTCCTAGCAGTCGGAGGTTTCTTTCTGGTTTGAAGAAAGCCAT 
GTATGGAACGTTTACAGGTTTTGGAGAAGAAAGTATCAAGCTATTTGAAAAAAGTCACTCTGGAAACTTACAGTAA 
AGAGGAACGCCGTAGTCCAGGGAACACAACAGGTGACATTGTTTCGCTGGAAGATGTGATAGATCGCGCCTGG 
TCTGCCGGCGCCAAAGCTTGGGAAGAGCTGGAAATTGCATTCAGACAGGGAGAACATTTTTCGAAGAAGGACAA 
TAATGCCAATGCAACTGCAGATCCATGCCCAGCATCACTCTTTACAACAGGAAAGGAATTGGACAATTTAGGAAG 
GGTCTTCCCACTGCCTTGTGGTCTAATGTTTGGATCAGCCATAACTCTCATTGGAAAGCCACGGGAAGCTCACAT 
GGAGTACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGTGTCTCTCCATACGTCATGGTGTCCCAGTTCATAATGG 
AGTTACAGGGCTTGAAGGTGGTAAAAGGTGAAGATCCTCCTAGAATCCTCCACATAAACCCTCGACTCCGTGGT 
GACTGGAGCTGGAAACCCATCATTGAGCATAATACATGCTATCGAAACCAGTGGGGCCCAGCTCATCGGTGTGA 
AGGTTGGCAAGTACCTGAATACGAAGAAACCGGTGAGTGCTGGTTCCATCACACTTTATCTTTTCATAGTGACAC 
GGTTCTTTTTAGGTGTACTAGTGTTGAAAGCTGTGCATGTTAAATGGTAACCCTAATCAATCTTCTCGCTAATTTT 
CGCATTGCAAGGTCTCCGCTGCTTG -3’; 

la enzima de restricción Eco RI está indicada en letras en negrilla) comprendía una eliminación de 148 pb con 
respecto a la secuencia genómica del gen para β1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella patens que además 
inician un codón de terminación en la parte 5’ inicial del ADNc correspondiente. Por lo tanto, dando como resultado 
un gen para β1,3-galactosiltransferasa disfuncional cuando se integra por recombinación homóloga en el genoma de 
Physcomitrella patens. Este montaje transgénico se utilizó para la transformación de Physcomitrella patens sola o en 
combinación con el montaje β1,3-GalT1ko transgénico (véase el apartado 2.1). 

La identificación de las supuestas plantas transformadas se realizó por RCP utilizando combinaciones de cebadores 
apropiadas. 

3. Espectrometría de masas MALDI-TOF 

Los N-glucanos de la cepa de Physcomitrella patens modificada genéticamente con gluco que carecen de los restos 
de α1,3-fucosa y β1,2-xilosa específicos del vegetal - utilizados en la presente memoria como referencia - presentan 
las características estructurales típicas de los N-glucanos vegetales procesados en estas cepas tal como se describe 
en Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523); es decir, sin fucosa en el enlace α1,3 al GlcNAc unido por 
Asn, y sin xilosa en el enlace β1,2 al resto β-manosil, epítopos de Lewis a (restos de α1,4-fucosil y β1,3-galactosil 
unidos a GlcNAc) como elementos terminales no reductores (tab. 1). En cambio no se detectaron epítopos de Lewis 
a (restos de α1,4-fucosil y β1,3-galactosil unidos a GlcNAc) en los N-glucanos aislados de una cepa de 
Physcomitrella patens modificada genéticamente con gluco que además comprendía alteraciones genéticas dirigidas 
de ambos genes de β1,3-galactosiltransferasa 1 y β1,3-galactosiltransferasa 2. 

Tabla 1: Estructuras de N-glucano de cepas de Physcomitrella patens bitransgénicas y tetratransgénicas. Se 
aislaron N-glucanos de material vegetal cultivado en las mismas condiciones (matraces de 100 ml., medio de Knop) 
restos, GF = estructura Lewis a que comprende fucosa y galactosa (unida por β1,3), Gn = N-acetilglucosamina, 
M/Man = manosa 

Physcomitrella patens bitransgénicas Physcomitrella patens tetratransgénicas 
Estructuras de N-glucano que carecen 
de los restos α-1,3-fucosa y β-1,2­
xilosa del núcleo 

Estructuras de N-glucano que carecen de los restos α-1,3-fucosa, β­
1,2-xilosa y β1,3-galactosa del núcleo (por consiguiente carecen de 
epítopos de Lewis a en total) 

933 Man3 (MM) Man3 (MM) 
1096 Man4 Man4 
1137 MGn/GnM MGn/GnM 
1258 Man5 Man5 
1299 Man4Gn Man4Gn 
1340 GnGn GnGn 
1420 Man6 Man6 
1582 Man7 Man7 
1648 (GF)Gn/Gn(GF) 
1744 Man8 Man8 
1907 Man9 Man9 
1956 (GF) (GF) 

SEC. ID. nº 1 
β1,3-GalT1 de ADNc 
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SEC ID nº: 2 
Ppβ1-3Ga1T2 de ADNc 
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SEC ID nº: 3 
β1-3GalT1 de ADN genómico 

10 
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5 SEC ID nº: 4 
Ppβ1-3GalT2 de ADN genómico 
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SEC ID nº 24 
Inserción por corte y empalme de 165 nucleótidos de variante de corte y empalme alternativa de β1,3-GalT1 de 

10 ADNc representada en negrilla (nt471-635) 
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SEC ID nº: 25 
Inserción por corte y empalme de 150 nucleótidos de variante de corte y empalme alternativa de β1,3-GalT2 de 
ADNc representada en negrilla (nt151-300) 
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<210> 5 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 5 

ctgaatatcc gtggccaa 18 

<210> 6 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 6 

ttcgagctca tgaagagggg gtcgagact 29 

<210> 7 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 7 

tacgagctca tgaagagggg tgtgagacc 29 

<210> 8 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 8 

gtagagctct cacaaggtgc agcacttg 28 

<210> 9 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 9 
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tacggatcca acttcgagtt cgtgtctgta 30 

5 

<210> 10 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Artificial 

10 

<220> 
<223> cebador 

<400> 10 

acactaagct tctaatcaat gtccggaagt gag 33 

15 <210> 11 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 

20 <220> 
<223> cebador 

<400> 11 

25 ttagaagctt agtgtacgct gagtgtctac attg 34 

30 

<210> 12 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

35 <400> 12 

cattgtcgac cctacacagc tcttaacgtc tac 33 

40 
<210> 13 
<211> 1585 
<212> ADN 
<213> Artificial 

45 
<220> 
<223> Gen modificado genéticamente GalT 

<400> 13 
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<210> 14 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 14 

tggcacgata cagtggcatg a 21 

<210> 15 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 15 

tggaattcat tcaagaaacg gtgggatga 29 

<210> 16 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 

<400> 16 

tgaattccat aacgaagaca ccgtcta 27 

<210> 17 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 
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<400> 17 

caagcagcgg agaccttgca atgc 24 

5 <210> 18 
<211> 1656 
<212> ADN 
<213> Artificial 

10 <220> 
<223> Gen modificado genéticamente GalT 

<400> 18 

15 

20 <210> 19 
<211> 634 
<212> PRT 
<213> Physcomitrella patens 

25 <400> 19 
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<210> 20 
<211> 633 

10 <212> PRT 
<213> Physcomitrella patens 

<400> 20 

15 
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<210> 21 
<211> 422 
<212> PRT 
<213> homo sapiens 

10 
<400> 21 

41 

ES 2 366 975 T3



5 

<210> 22 
<211> 621 

10 <212> PRT 
<213> oryza sativa 

<400> 22 
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<210> 23 
<211> 643 
<212> PRT 

10 <213> Arabidopsis thaliana 

<400> 23 

15 
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<210> 24 
<211> 2387 
<212> ADN 
<213> Physcomitrella patens 

10 
<400> 24 

15 
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<210> 25 
<211> 2052 
<212> ADN 
<213> Physcomitrella patens 

10 
<400> 25 

15 
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5 <210> 26 
<211> 688 
<212> PRT 
<213> Physcomitrella patens 

10 <400> 26 

15 
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<210> 27 
<211> 683 
<212> PRT 
<213> Physcomitrella patens 

<400> 27 
10 

15 
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REIVINDICACIONES 

1. Moléculas de ADN, caracterizadas porque comprenden una secuencia según la SEC. ID. nº 1 con un marco de 
lectura abierto desde el par de bases 513 al par de bases 2417 o una secuencia según la SEC. ID. nº 24 con un 
marco de lectura abierto desde del par de bases 321 al par de bases 2387, o presentan por lo menos un 80% de 
identidad con por lo menos una de las secuencias completas anteriores, o comprenden una secuencia que se 
degenera a las secuencias anteriores debido al código genético, presentando las secuencias que codifican proteínas 
vegetales con actividad de β1,3-galactosiltransferasa (actividad de β1,3-GalT) o siendo complementarias de ésta. 

2. Molécula de ADN según la reivindicación 1, caracterizada porque codifica una proteína con actividad de GlcNAc­
β1,3-galactosiltransferasa, una proteína con actividad con respecto a la transferencia de galactosa desde la UDP­
galactosa a restos no reductores de GlcNAc, y/o una proteína con actividad con respecto a la transferencia de 
galactosa desde la UDP-galactosa a restos no reductores de GlcNAc de estructuras de N-glucano unidos a las 
proteínas. 

3. Molécula de ADN según la reivindicación 1 ó 2, caracterizada porque presenta por lo menos un 90% de 
identidad con una de las secuencias según la SEC. ID. nº 1 o la SEC. ID. nº 24 o está degenerada debido al código 
genético o es complementaria de ésta. 

4. Molécula de ADN según la reivindicación 1 a 3, caracterizada porque está asociada por enlace covalente a una 
sustancia marcadora detectable. 

5. Vector que transcribe un ARN complementario que es complementario al ARNm de la β1,3-galactosiltransferasa 
codificada por la molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y en el que el ARN 
complementario contiene de 50 a 200 nucleótidos. 

6. Vector de expresión, caracterizado porque comprende una molécula de ADN según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que está inversamente 
orientada con respecto al activador. 

7. Molécula de ADN que codifica una ribozima, caracterizada porque presenta dos secciones de secuencia, cada 
una de las cuales presenta un longitud de por lo menos 10 a 15 pares de bases y que son complementarias de las 
secciones de la secuencia de una molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 de modo que 
dicha ribozima acompleja y corta el ARNm transcrito por una molécula de β1,3-GalT natural. 

8. Vector biológicamente funcional, caracterizado porque contiene una molécula de ADN según la reivindicación 7. 

9. Procedimiento de clonación de β1,3-galactosiltransferasa, caracterizado porque una molécula de ADN según 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 pero 
que carece de por lo menos la secuencia que codifica la transmembrana se clona en un vector posteriormente 
transfectado en una célula hospedadora, un tejido del hospedador o un hospedador con estirpes celulares que se 
obtienen mediante selección y ampliación de células hospedadoras transfectadas, cuyas estirpes celulares expresan 
la β1,3-galactosiltransferasa activa. 

10. Proteína con actividad de β1,3-galactosiltransferasa y por lo menos un 80% de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos SEC. ID. nº 19 o nº 26. 

11. Vector ADN que contiene una molécula con una secuencia de ácido nucleico según la SEC. ID. nº 3. 

12. Procedimiento de preparación de células hospedadoras recombinantes, particularmente de células vegetales o 
plantas, respectivamente, en el que la producción de β1,3-galactosiltransferasa se suprime o se interrumpe 
completamente, respectivamente, caracterizado porque 

• por lo menos uno de los vectores según las reivindicaciones 6, 8 u 11, o un vector que comprende una molécula 
de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, respectivamente, mediante el cual dicha molécula de 
ADN comprende una mutación por eliminación, inserción y/o sustitución, se inserta en dicha célula hospedadora 
o planta, respectivamente; o 

• la molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha molécula de ADN comprende 
una mutación por eliminación, inserción y/o sustitución, se inserta en el genoma de dicha célula hospedadora o 
planta, respectivamente, en la posición de la secuencia homóloga sin mutar. 

13. Plantas o células vegetales recombinantes en las que su producción de β1,3-galactosiltransferasa se suprime o 
se interrumpe completamente, 

• que comprende por lo menos uno de los vectores según la reivindicación 6, 8 u 11, o un vector que comprende 
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una molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, respectivamente, mediante el cual dicha 
molécula de ADN comprende una mutación por eliminación, inserción y/o sustitución; o 

• que comprende la molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha molécula de 
ADN comprende una mutación por eliminación, inserción y/o sustitución, en el genoma de las células o plantas, 
respectivamente, en la posición de la secuencia homóloga sin mutar. 

14. Molécula de ácido péptido nucleico (APN), caracterizada porque comprende una secuencia de bases 
complementaria de la secuencia de una molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que 
codifica la β1,3-galactosiltransferasa, o comprende una secuencia de bases correspondiente a la secuencia de una 
molécula de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que codifica la β1,3-galactosiltransferasa. 

15. Procedimiento de producción de plantas o células, respectivamente, en particular células vegetales que tienen 
bloqueada la expresión de β1,3-galactosiltransferasa a nivel de transcripción o traducción, respectivamente, 
caracterizado porque las moléculas de APN según la reivindicación 14 se insertan en las células. 

16. Procedimiento de producción de glucoproteínas recombinantes, caracterizado porque las plantas recombinantes, 
las células vegetales o los tejidos vegetales, respectivamente, según la reivindicación 13, o las plantas, los tejidos o 
las células vegetales, respectivamente, en los que se inserta la molécula de APN según la reivindicación 14 y que 
tienen una expresión bloqueada de la β1,3-galactosiltransferasa a nivel de transcripción o traducción, 
respectivamente, se transfectan con el gen que codifica la glucoproteína, de tal modo que las glucoproteínas 
recombinantes se expresen. 

17. Procedimiento según la reivindicación 16 caracterizado porque las glucoproteínas recombinantes son 
glucoproteínas, preferentemente para utilización médica. 

18. Procedimiento de producción de glucoproteínas con N-glucanos, que comprende el alargamiento in vitro o in 
vivo del N-glucano de una glucoproteína con una proteína β1,3-galactosiltransferasa activa según la reivindicación 
10. 

19. Utilización de un vector según la reivindicación 5 para inhibir la expresión de la β1,3-galactosiltransferasa 
codificada por las moléculas de ADN según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3. 
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