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DESCRIPCION
Sintesis de acido sidlico en plantas
Campo de la invencion
La presente invencion se relaciona con la sintesis del acido sialico en plantas. Adicionalmente la presente invencion
proporciona los métodos y las plantas que producen el acido sialico, y las proteinas sialiladas producidas a partir de
estas plantas.
Antecedentes de la invencién

Las plantas son potencialmente una fabrica segura de bajo costo y baja contaminacion, para la produccién de
proteinas farmacéuticas recombinantes. La mayoria de las proteinas recombinantes producidas en las plantas no se
distinguen de sus contrapartes de mamiferos, en cuanto a la secuencia de aminoacidos, conformacion y actividad
biolégica. Adicionalmente, las glicoproteinas de mamifero son eficientemente glicosiladas cuando se expresan en
plantas transgénicas. Sin embargo, las plantas producen moléculas con N-glicanos que difieren de aquellos
encontrados en glicoproteinas de origen animal (Lerouge et al., 1998). Esto puede limitar el uso de productos
farmacéuticos elaborados a partir de plantas ya que la presencia de glicoepitopos especificos de las plantas sobre
estas proteinas puede producir respuestas inmunes en humanos (Bardor et al., 2003), asi como la ausencia de
epitopos del tipo mamifero, tal como las secuencias sialiladas, puede inducir su rapida eliminaciéon del torrente
sanguineo. Como consecuencia, el control de la N-glicosilaciéon de los productos farmacéuticos elaborados a partir
de plantas, es un prerrequisito para su uso en terapia humana.

Recientemente han surgido estrategias de remodelacion in planta para obtener anticuerpos derivados de las plantas
con perfiles de carbohidratos compatibles con los humanos. Algunas estrategias involucran la retencion de los
planticuerpos en el reticulo endoplasmatico (Ko et al., 2003; Sriraman et al., 2004, Triguero et al., 2005), otras
involucran la transformacion de las plantas con glicosiltransferasas de mamifero. Por ejemplo, la N-glicosilacion de
las plantas se puede humanizar parcialmente mediante la transformacion de la planta con una B(1,4)-
galactosiltransferasa humana (Palacpac et al., 1999; Bakker et al., 2001). La expresion de un anticuerpo de murido
en una planta transformada resulta en la produccién de un anticuerpo derivado de la planta que albergan un perfil de
galactosilacion similar al observado en el correspondiente IgG de murido (Bakker et al., 2001).

Las IgG de mamifero portan N-glicanos bi-antenarios en el sitio conservado de la N-glicosilacion localizado en el
dominio Fc. Estos oligosacaridos estan débilmente sialilados, y la ausencia del Neu5Ac terminal no interfiere con la
funcion y estabilidad del anticuerpo. En contraste, la mayoria de las otras glicoproteinas en circulacion tienen N-
glicanos antenarios di, tri o tetra sialilados. Se requiere la presencia de acidos sialicos terminales sobre estos
glicanos para numerosas funciones bioldgicas, siendo la primera el control de la vida media de la proteina en el
sistema circulatorio. En la ausencia de &acidos sidlicos terminales, las glicoproteinas son detectadas por los
receptores de asialoglicoproteina hepatica y eliminados del suero, volviendo a estas proteinas de vida
biolégicamente corta e ineficaces (Kelm y Schauer, 1997). Por lo tanto, los compuestos farmacéuticos no sialilados
elaborados a partir de plantas pueden ser rapidamente eliminados del torrente sanguineo cuando se inyectan a un
humano, por ejemplo, una Epo derivada del tabaco era biolégicamente activa in vitro pero no funcional in vivo,
debido a su eliminacién de la circulacion antes de que alcance los tejidos eritropoyéticos (Matsumoto et al., 1995).

La remodelacion de los N-glicanos ligados a los planticuerpos en N-glicanos similares a los humanos, ya ha sido
lograda parcialmente en plantas, mediante la expresion de una 3(1,4)-galactosiltransferasa humana (Palacpac et al.,
1999; Bakker et al., 2001), una transferasa que utiliza la UDP-Gal endégena como co-sustrato. También se ha
introducido una sialiltransferasa de mamifero en las plantas y se demostr6 que es funcional y se dirige
correctamente al aparato de Golgi (Wee et al., 1998). Sin embargo, no se observé sialilacion de oligosacaridos
enddgenos. La presencia de acidos sialicos asi como la maquinaria de sialilacion en plantas es todavia un tema de
debate. Sin embargo, Neu5Ac, el principal acido sidlico presente en humanos, asi como su precursor la N-
acetilmanosamina (D-ManNAc) no parece que sean sintetizados en las plantas en cantidades detectables (Séveno
et al., 2004). Como consecuencia, la modificaciéon por ingenieria genética del glicol de los N-glicanos de la planta en
oligosacaridos sialilados necesita de la coexpresion de enzimas exdgenas capaces de catalizar la sintesis, la
activacion y la transferencia en el aparato de Golgi de NeuSAc.

En los mamiferos y las bacterias, el anabolismo y catabolismo de NeuS5Ac ocurre a través de diferentes rutas
(Angata y Varki, 2002). Dos clases principales de enzimas se necesitan para formar Neu5Ac. La N-acetilneuraminato
liasa (Neu5Ac liasa) esta involucrada en el catabolismo de los acidos sialicos mediante la catalisis de la escision de
Neu5Ac en N-acetilmanosamina (D-ManNAc) y piruvato en una reaccion reversible. A altas concentraciones de D-
ManNAc y piruvato, se puede desplazar el equilibrio a la sintesis de Neu5Ac. Acoplado a una actividad de la
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glucosamina 2-epimerasa, se utilizé6 NeubAc liasa de E. coli fue para la produccion a gran escala de Neu5Ac a partir
de D-GIcNAc (Maru et al., 1998). De manera alternativa, las Neu5Ac sintasas, tales como NeuB, catalizan la
condensacion de ManNAc en fosfoenol piruvato (PEP) y estan directamente involucradas en la biosintesis de los
acidos sialicos (revisado en Tanner, 2005).

Resumen de la invencion

La presente invencion se relaciona con la sintesis del acido sialico en plantas. Adicionalmente, la presente invencion
proporciona los métodos y las plantas que producen &cido sidlico, y las proteinas sialiladas producidas a partir de
estas plantas.

Un objetivo de la invencién es el de proporcionar un método mejorado para la produccion el acido sialico en una
planta.

De acuerdo con la presente invencion se proporciona un método para sintetizar acido sialico que comprende,

i) el cultivo de una planta transgénica, que contiene una secuencia de nucledtidos que codifica el acido N-acetil
neuraminico (Neu5Ac) liasa microbiano, la secuencia de nucleétidos ligada operativamente con una region
reguladora que es activa en la planta, y

ii) la expresién de la secuencia de nucleétidos que sintetiza por lo tanto al acido sialico.

Adicionalmente, después de la etapa de crecimiento, se puede recuperar el acido sialico de la planta. La regién
reguladora se puede seleccionar del grupo que consiste de un promotor constitutivo, un promotor inducible, un
promotor especifico de tejido, y un promotor de desarrollo.

La presente invencion también se refiere al método definido anteriormente, en donde la planta incluye ademas una
segunda secuencia de nucleétidos que codifica una o mas de una epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, o un
transportador de CMP-Neu5Ac, operativamente enlazado a una o mas de una segunda region reguladora activa
dentro de la planta, y la segunda secuencia de nucleétidos es coexpresada junto con la expresién de la secuencia
de nucledtidos. Adicionalmente, la segunda regién reguladora se puede seleccionar a partir del grupo que consiste
de un promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor especifico de tejido, y un promotor de desarrollo.

La presente invencion también se refiere al método como se describié anteriormente, en donde la secuencia de
nucleostidos que codifica Neu5Ac sintasa, la segunda secuencia de nucleétidos que codifica una o mas de una de la
epimerasa, CMP-Neu5Ac sintasa, o el transportador de CMP-Neu5Ac, o tanto la secuencia de nucleétidos, como la
segunda secuencia de nucledtidos es optimizada por el codén para la expresion dentro de la planta.

La presente invencion proporciona una planta, una célula de una planta, o una semilla, que contienen una secuencia
de nucleétidos que codifica la Neu5Ac liasa microbiana operativamente enlazada con una regién reguladora que es
activa en la planta. La planta, la célula de la planta o la semilla pueden contener ademas una segunda secuencia de
nucledtidos que codifica una o mas de una epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, un transportador de CMP-Neu5Ac,
una galactosiltransferasa, y una sialiltransferasa, operativamente enlazadas a una o mas de una segunda region
reguladora activa dentro de la planta. Adicionalmente, la region reguladora y la segunda regiéon reguladora se
pueden seleccionar a partir del grupo que consiste de un promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor
especifico de tejido, y un promotor de desarrollo.

La presente invencion incluye una planta, una célula de una planta, o una semilla, que contienen una secuencia de
nucleétidos que codifica Neu5Ac liase microbiana operativamente enlazada con una region reguladora que es activa
en la planta. La planta, la célula de la planta o la semilla pueden contener ademas una segunda secuencia de
nucledtidos que codifica una o mas de una epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, un transportador de CMPNeu5Ac,
una galactosiltransferasa, y una sialiltransferasa, operativamente enlazados a una o mas de una segunda region
reguladora activa dentro de la planta. Adicionalmente, la secuencia de nucleétidos que codifica Neu5Ac liasa, la
segunda secuencia de nucledtidos que codifica una o mas entre la epimerasa, CMP-Neu5Ac sintasa, o el
transportador de CMP-Neu5Ac, o tanto la secuencia de nucleétidos, como la segunda secuencia de nucledtidos esta
optimizada por el codon para la expresion dentro de la planta, la célula de la planta, o la semilla.

Como se describe en este documento, la expresion en plantas de enzimas que sintetizan Neu5Ac, Neu5Ac liasa y
NeuB2, resulta en la acumulacién de enzimas funcionales dentro de tejidos de la planta. Las enzimas que sintetizan
Neu5Ac, pueden ser expresadas en cualquier planta, por ejemplo, pero sin limitarse a tabaco y Medicago sativa
(alfalfa), el cultivo de leguminosas perennes que se beneficia de una serie de ventajas agrondmicas para las
aplicaciones de agricultura molecular (Busse et al., 2001).
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Este resumen de la invencidon no describe necesariamente todas las caracteristicas de la invencion.
Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la invencion seran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion en la que se
hace referencia a los dibujos anexos en los que:

La Figura 1a muestra un andlisis de transferencias tipo Western de proteinas solubles extraidas a partir de células
BY2 de tabaco de tipo silvestre (linea 1) o transgénicas que expresan la Neu5Ac liasa - FLAG (linea 2) utilizando
anticuerpos anti-FLAG. La Figura 1b y Figura 1c muestran los perfiles de cromatografia de gases de los productos
finales obtenidos después de la incubacion a pH 7 y 37°C de proteinas citosolicas, aisladas de las células BY2 de
tabaco, que expresan la Neu5Ac liasa, sin (Figura 1b) o con Neu5Ac (Figura 1c). La Figura 1d muestra un perfil de
GC de monosacaridos citosolicos de células BY2 de tabaco que expresan la Neu5Ac liasa alimentadas durante 48 h
a 37°C con Neu5Ac exdgena 10 mM. La Figura 1e y la Figura 1f muestran los espectros de masas de impacto de
electrones del pico 1 (Figura 1e), y de los picos 2 y 3 (Figura 1f) detectados en el perfil (Figura 1c). Se indican los
iones del fragmento principal de los derivados de 1-O-metil persililo de D-ManNAc.

La Figura 2a y la Figura 2b muestran perfiles de cromatografia de gases de los productos finales obtenidos después
de la incubacion a pH 7 y 37°C de proteinas citosolicas, aisladas a partir de las células BY2 de tabaco, que expresan
la Neu5Ac liasa, sin (Figura 2a) o con (Figura 2b) D-ManNAc y piruvato. La Figura 2c muestra un espectro de masas
de impacto de electrones del pico que aparece en el perfil (Figura 2b). Se indican los iones del fragmento principal
de derivados de |I-O-metil metilester persililo del acido N-acetilneuraminico.

La Figura 3a muestra un andlisis de transferencias tipo Western de proteinas citosdlicas extraidas a partir de células
BY2 de tabaco de tipo silvestre (linea 1) o transgénicas que expresan la NeuBZ-FLAG (linea 2) utilizando
anticuerpos anti-FLAG. La Figura 3b y la Figura 3c muestran perfiles de cromatografia de gases de los productos
finales obtenidos después de la incubacién a pH 8 y 37°C de las proteinas solubles, extraidas a partir de hojas de
plantas de alfalfa que expresan la NeuB2, sin (Figura 3b) o con (Figura 3c) D-ManNAc y PEP. La Figura 3d muestra
un espectro de masas de impacto de electrones del pico que aparece en el perfil (Figura 3c). Se indican los iones del
fragmento principal de derivados de 1-O-metil metilester persililo del acido N-acetilneuraminico.

Descripcion detallada

La presente invencion se relaciona con la sintesis del acido sialico en plantas. Adicionalmente, la presente invencion
proporciona los métodos y las plantas que expresan el acido sialico, y las proteinas sialiladas producidas a partir de
estas plantas.

La siguiente descripcién es de una realizacion preferida.

La presente invencién proporciona un método para la sintesis del acido N-acetil neuraminico (Neu5Ac) dentro de
plantas. La NeubSAc liasa cataboliza acidos sialicos en bacterias por medio de la catalisis de la escision de Neu5Ac
en ManNAc y piruvato en una reaccion reversible. Como esta reaccion es reversible, se puede utilizar la Neu5Ac
liasa para la sintesis de Neu5Ac en presencia de los precursores apropiados.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un método para sintetizar el acido sialico que comprende,

i) el cultivo de una planta transgénica, que contiene una secuencia de nucledtidos que codifica el acido N-acetil
neuraminico (Neu5Ac) liasa microbiano, la secuencia de nucleétidos ligada operativamente con una region
reguladora que es activa en la planta, y

ii) la expresion de la secuencia de nucleétidos que sintetiza por lo tanto al acido sialico.

El Neu5Ac asi producido puede ser recuperado a partir de la planta y utilizado para la sialilacion de las proteinas in
vitro, utilizando procesos conocidos en el arte. De manera alternativa, el NeuSAc puede ser utilizado como un
sustrato enddgeno para la sialilacién de una proteina de interés que es coexpresada dentro de la planta.

Si se desea, los niveles del sustrato para la sintesis del Neu5Ac dentro de la planta, incluyendo pero no limitando a
N-acetiimanosamina (D-ManNAc), se puede incrementar mediante la coexpresiéon dentro de la planta de una o mas
de una secuencia adicional de nucledtidos que codifica una o mas de una epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, y
un transportador de CMP-Neu5Ac. Por ejemplo, ManNAc puede ser sintetizado por medio de la expresion dentro de
un planta, UDP-GIcNAc 2-epimerasa, por ejemplo una UDP-GIcNAc 2-epimerasa bacteriana, o una epimerasa de
otras fuentes, que convierten UDP-GIcNAc enddgena en ManNAc. De manera alternativa, se puede producir
ManNAc-6-fosfato, seguido por la hidrdlisis con una fosfatasa. Con este enfoque se expresa GIcNAc-6-fosfato 2-
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epimerasa, por ejemplo una GlcNAc-B-fosfato 2-epimerasa bacteriana, o una UDP-GIcNAc 2-epimerasa/Man-NAc
quinasa de mamifero dentro de una planta. Por medio de la coexpresion esta segunda secuencia de nucleotidos
junto con la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica de la Neu5Ac liasa, se pueden producir niveles
incrementados de Neu5Ac. Sin embargo, la necesidad de la coexpresion de una o mas de las anteriores secuencias
de nucledtidos, puede depender de la planta huésped seleccionada, ya que las actividades endégenas de una o mas
de estas enzimas pueden estar presentes dentro de la planta.

Para asegurar la sialilacion de N-glicanos a partir del acido sidlico citosélico, se pueden coexpresar CMP-Neu5Ac
sintasa bacteriana o de mamifero, el transportador del CMP-Neu5Ac de mamifero, galactosiltransferasa de
mamifero, (para la adicion de lactosa, antes de que el acido sialico pueda ser transferido a los N-glicanos) y la
sialiltransferasa de mamifero dentro de un planta. Neu5Ac producido dentro de la planta de acuerdo con la presente
invencién puede ser utilizado como un sustrato para la sintesis del acido CMP-N-acetilneuraminico (CMP-Neu5Ac) a
través de la CMP-Neu5Ac sintasa, la CMP-Neu5Ac es luego utilizada como un sustrato para la sialilacion de una
proteina de interés que también se coexpresa dentro de la planta. En este caso, la planta también puede incluir una
secuencia de nucledtidos que codifica de una sialiltransferasa. Se ha demostrado la expresion de una
sialiltransferasa de mamifero, y CMP-Neu5Ac sintasa de mamifero en plantas (Wee et al., 1998, Misaki, R., et al,,
2006).

Sin embargo, la necesidad de coexpresién de una o mas de las anteriores secuencias de nucledtidos puede
depender de la planta huésped seleccionada, ya que pueden estar presentes actividades endégenas de una o mas
de estas enzimas dentro de la planta.

En los casos donde las secuencias de nucleétidos se coexpresan dentro de la planta, se pueden introducir cada una
de las secuencias deseadas de nucleétidos en la planta, utilizando técnicas de transformacion estandar, técnicas de
transformacion transitorias, o se pueden cruzar dos plantas, cada una expresando una o mas de las secuencias de
nucledtidos deseadas para obtener un planta que coexprese la combinacion necesaria de secuencias de
nucleodtidos.

Las secuencias de nucleétidos que codifican Neu5Ac sintasa, epimerasa, CMP-Neu5Ac sintasa, un transportador de
CMP-Neu5Ac, una galactosiltransferasa, y sialiltransferasa pueden ser optimizadas por el codon para aumentar el
nivel de expresion dentro de la planta. Por optimizacién del coddn se entiende la seleccion de nucleétidos de ADN
apropiados para la sintesis de bloques de construccion de oligonucledtidos, y su posterior ensamble enzimatico, de
un gen estructural o fragmento de este con el fin de abordar el uso del codén dentro de las plantas.

Con el fin de optimizar la expresién de la secuencia foranea dentro de un planta, se puede utilizar o alterar la
secuencia de nucledtidos, que puede ser una secuencia sintética o de tipo silvestre, segun se necesite de tal manera
que se produzca la proteina correspondiente, por ejemplo, Neu5Ac liasa, epimerasa, CMP-Neu5Ac sintasa, el
transportador de CMP-Neu5Ac, galactosiltransferasa, sialiltransferasa, la proteina de interés, o una combinacién de
estas, a un nivel superior al que se produciria cuando es codificada por la secuencia de nucledétidos sin modificar.
Por ejemplo, que no se debe considerar como limitante, la secuencia puede ser una secuencia sintética, optimizada
para el uso del codén dentro de un planta, que comprende al menos aproximadamente 80% de homologia con la
secuencia de tipo silvestre, segun se determina utilizando técnicas de comparacion de secuencias, por ejemplo, pero
sin limitarse a BLAST (disponible a través del GenBank; utilizando parametros predeterminados). También se
contempla que los fragmentos o porciones de la secuencia que codifica la proteina de interés, o derivados de la
misma, que muestran propiedades bioldgicas utiles, por ejemplo, pero sin limitarse a propiedades antigénicas,
puedan expresarse dentro de tejidos vegetales.

Con el fin de maximizar los niveles de expresion y produccion de la proteina transgénica de Neu5Ac liasa,
epimerasa, CMP-Neu5Ac sintasa, el transportador de CMP-Neu5Ac, galactosiltransferasa, sialiltransferasa, y una
proteina de interés, la secuencia del acido nucleico puede ser examinada y la region de codificacién modificada para
optimizar la expresion del gen en las plantas, utilizando un procedimiento similar al descrito por Sardana et al. (Plant
Cell Reports 15: 677 - 681; 1996). Una tabla del uso del codén a partir de genes altamente expresados de plantas
dicotiledéneas esta disponible a partir de varias fuentes incluyendo Murray et al. (Nuc Acids Res. 17: 477 - 498;
1989).

Adicionalmente, la presente invencioén se refiere a una planta, una célula de una planta, o una semilla, que contiene
una secuencia de nucledétidos que codifica NeuSAc liasa operativamente enlazada con una region reguladora que es
activa en la planta. La planta, célula de una planta, o semilla pueden incluir ademas una segunda secuencia de
nucledtidos que codifica de una o mas de una epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, un transportador de CMP-
Neu5Ac, una galactosiltransferasa, y una sialiltransferasa, operativamente enlazados a una o mas de una segunda
region reguladora activa dentro de la planta. La secuencia de nucleétidos que codifica Neu5Ac liasa, la segunda
secuencia de nucledtidos que codifica una o mas de una entre la epimerasa, CMP-Neu5Ac sintasa, o un
transportador del CMP-Neu5Ac, o tanto la secuencia de nucledtidos como la segunda secuencia de nucleétidos,
pueden ser optimizados por el codon para la expresion dentro de la planta, célula de la planta o semilla de la planta.
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Por "operativamente enlazada" se entiende, que las secuencias particulares interactian ya sea directa o
indirectamente para llevar a cabo una funcién prevista, tal como la mediaciéon o modulacion de la expresion génica.
La interaccion de las secuencias operativamente enlazadas puede, por ejemplo, ser mediada por las proteinas que
interactian con las secuencias operativamente enlazadas. Una regiéon reguladora de la transcripcion y una
secuencia de interés se enlazan operativamente cuando las secuencias se conectan funcionalmente con el fin de
permitir la transcripcién de la secuencia de interés que va a ser mediada o modulada por la regiéon reguladora
transcripcional.

Por el termino "material de la planta", se entiende cualquier material derivado de una planta. El material de la planta
puede comprender una planta completa, tejido, células, o cualquier fraccion de estos. Ademas, el material de la
planta puede incluir componentes intracelulares de la planta, componentes extracelulares de la planta, extractos
sélidos o liquidos de las plantas, o una combinacion de los mismos. Ademas, el material de la planta puede incluir
plantas, células de la planta, tejido, un extracto liquido, o una combinacién de los mismos, a partir de hojas, tallos,
frutos, raices de la planta o una combinaciéon de estos. El material de la planta puede comprender una planta o
porcion de esta que no ha sido sometida a ninguna de las etapas del proceso. Sin embargo, también se contempla
que el material de la planta pueda ser sometido a etapas minimas de procesamiento como se define mas adelante,
0 un procesamiento mas riguroso, incluyendo purificacion parcial o sustancial de la proteina utilizando técnicas
conocidas comunmente en el arte, incluyendo, pero sin limitarse a cromatografia, electroforesis y similares.

Por el término "procesamiento minimo" se entiende material de la planta, por ejemplo, una planta o porcién de la
misma que contiene una proteina de interés que se purifica parcialmente para producir un extracto de planta,
homogeneizado, fraccion de planta homogeneizada o similares. La purificacién parcial puede incluir, pero no se
limita a, rompimiento de las estructuras celulares de la planta, creando asi una composicion que contiene
componentes solubles de la planta, y componentes insolubles de la planta que se pueden separar por ejemplo, pero
sin limitarse a, centrifugacion, filtracion o una combinacién de los mismos. En este sentido, las proteinas secretadas
dentro del espacio extracelular de las hojas o de otros tejidos, podrian ser obtenidas facilmente utilizando vacio o
extraccion con centrifuga, o se podrian extraer los tejidos bajo presion, pasandolos a través de rodillos o de
molienda o similares para comprimir o liberar la proteina dentro del espacio extracelular. Un procesamiento minimo
también podria involucrar la preparacion de extractos crudos de proteinas solubles, dado que estas preparaciones
tendrian una contaminacion insignificante a partir de productos secundarios de la planta. Ademas, un procesamiento
minimo puede involucrar extraccion acuosa de proteinas solubles a partir de hojas, seguido por precipitacion con
cualquier sal apropiada. Otros métodos pueden incluir maceraciéon a gran escala y extraccion del jugo con el fin de
permitir el uso directo del extracto.

El material de la planta, en la forma de material de la planta o tejido puede ser administrado por via oral a un
individuo. El material de la planta puede ser administrado como parte de un suplemento dietético, junto con otros
alimentos, o encapsulado. El material de la planta o tejido también puede ser concentrado para mejorar o aumentar
la palatabilidad, o suministrado junto con otros materiales, ingredientes, o excipientes farmacéuticos, segun se
necesite.

Como se describe con mas detalle en los Ejemplos, se introdujeron en plantas Neu5Ac liasa, y Neu5Ac liasa-FLAG
(Neu5Ac liasa etiquetada en su terminal C con un epitopo FLAG para permitir la inmunodetecciéon de la proteina
recombinante en transformantes). El andlisis de transferencias tipo Western, utilizando anticuerpos anti-FLAG,
demostré6 que una proteina de PM; de 32 kDa estaba presente en las células transformadas (Figura 1a).
Adicionalmente, tanto la actividad de la liasa tanto in vitro como in vivo fue detectable en extractos obtenidos de
plantas, o de plantas que expresan ya sea Neu5Ac liasa o Neu5Ac liasa-FLAG. No se detectd actividad de liasa
enddgena en plantas no transformadas. Sin embargo, se observoé la sintesis de Neu5Ac utilizando Neu5Ac liasa
producida en forma recombinante, en presencia de D-ManNAc y de piruvato (véase la Figura 2b). Por lo tanto,
Neub5Ac liasa expresada en forma recombinante es biolégicamente activa in planta.

Se introdujeron en plantas Neu5Ac sintasa (por ejemplo, pero sin limitarse a NeuB2) y Neu5Ac sintasa-FLAG
(Neu5Ac sintasa etiquetada en su terminal C con un epitopo FLAG para permitir la inmunodeteccion de la proteina
recombinante en transformantes). El analisis de transferencias tipo Western, utilizando anticuerpos anti-FLAG,
demostrd que una proteina de PM, de 37 kDa estaba presente en las células transformadas. Tanto la actividad de la
sintasa in vitro como in vivo fue detectable en extractos obtenidos a partir de, o por plantas que expresan ya sea
NeubAc sintasa o Neu5Ac sintasa-FLAG. No se detectd actividad de sintasa endégena en plantas no transformadas.
Sin embargo, se observo la sintesis de Neu5Ac utilizando Neu5Ac sintasa producida en forma recombinante en
presencia de D-ManNAc y PEP (véanse las Figuras 3b, 3c). Por lo tanto, la Neu5Ac sintasa expresada en forma
recombinante es biolégicamente activa in planta.

Un "analogo" o "derivado" incluye cualquier sustitucion, supresion, o adicién a la secuencia de nucleétidos de
silenciamiento, siempre y cuando la secuencia de nucleétidos retenga la propiedad de expresion de silenciamiento
de un gen o secuencia objetivo, lo que reduce la expresion de una secuencia objetivo, o la reduccion de la sintesis o
actividad de una proteina codificada por la secuencia objetivo. Por ejemplo, derivados, y analogos de las secuencias
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de acidos nucleicos que tipicamente exhiben mas del 80% de similitud con una secuencia del acido nucleico de
silenciamiento. La similitud de la secuencia se puede determinar mediante el uso del algoritmo BLAST (GenBank:
ncbi.nim.nih.gov/cgibin/BLAST/), utilizando parametros predeterminados (Programa: blastn; Base de datos: nr;
Esperado 10; filtro: complejidad baja; Alineacion: por pares; Tamafio de la palabra: 11). Los analogos, o derivados
de los mismos, también incluyen aquellas secuencias de nucleétidos que hibridan bajo condiciones estrictas de
hibridacion (véase Maniatis et al., en Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory,
1982, paginas 387 - 389, o Ausubel, et al. (eds.), 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, Green
Publishing Associates, Inc., and John Wiley & Sons, Inc., New York, en la pagina 2.10.3) para cualquiera de las
secuencias descritas en este documento, siempre y cuando las secuencias exhiban la propiedad de expresion de
silenciamiento de un gen objetivo. Un ejemplo de una de tales condiciones estrictas de hibridacion puede ser la
hibridacion con una sonda apropiada, por ejemplo pero sin limitarse a, una sonda etiquetada con [gama-32P]dATP
durante 16 - 20 h a 65EC en SDS al 7%, EDTA 1 mM, Na;HPO4 0,5 M, pH 7,2. Después del lavado en SDS al 5%,
EDTA 1 mM, Na;HPO4 40 mM, pH 7,2 durante 30 min, seguido por el lavado en SDS al 1%, EDTA 1 mM, Na;HPO4
40 mM, pH 7,2 durante 30 min. El lavado en esta solucion amortiguadora se puede repetir para reducir el fondo.

Por "regién reguladora”, "elemento regulador" o "promotor" se entiende una porcion de acido nucleico por lo general,
pero no siempre, en direccién 5 de la region codificadora de la proteina de un gen, que puede estar compuesta ya
sea de ADN o de ARN, o tanto ADN como ARN. Cuando una region reguladora es activa, y en asociacion operativa,
o enlazada operativamente con un gen de interés, esto puede dar lugar a la expresion del gen de interés. Un
elemento regulador puede ser capaz de mediar la especificidad del érgano, o controlar la activacién del gen temporal
o de desarrollo. Una "region reguladora" incluye elementos promotores, elementos promotores del nucleo que
exhiben una actividad promotora basal, elementos que son inducibles en respuesta a un estimulo externo,
elementos que median la actividad promotora tales como elementos reguladores negativos o reforzadores
transcripcionales. "Region reguladora”, como se utiliza en este documento, también incluye elementos que son
activos después de la transcripcion, por ejemplo, elementos reguladores que modulan la expresion del gen tal como
reforzadores transcripcionales y de traduccion, represores transcripcionales y de traduccion, secuencias de
activacion en direccion 5, y determinantes de la inestabilidad del ARNm. Varios de estos ultimos elementos se
pueden localizar cerca a la region de codificacion.

En el contexto de esta divulgacion, el termino "elemento regulador” o "regidn reguladora” por lo general se refiere a
una secuencia de ADN, usualmente, pero no siempre, secuencia arriba (en direccion 5’) a la secuencia de
codificacion de un gen estructural, que controla la expresion de la regién codificante proporcionando el
reconocimiento para la ARN polimerasa y/o otros factores necesarios para que se inicie la transcripcion en un sitio
particular. Sin embargo, se debe entender que otras secuencias de nucledtidos, localizadas dentro de los intrones, o
3’ de la secuencia también pueden contribuir a la regulacion de la expresion de una region codificadora de interés.
Un ejemplo de un elemento regulador que permite el reconocimiento para ARN polimerasa u otros factores
transcripcionales para garantizar el inicio en un sitio particular es un elemento promotor. La mayoria, pero no todos,
los elementos promotores eucariotas contienen una caja TATA, una secuencia del acido nucleico conservada
compuesta de los pares de bases de nucleétidos adenosina y timidina usualmente situados aproximadamente 25
pares de base en direcciéon 5 de un sitio de inicio transcripcional. Un elemento promotor comprende un elemento
promotor basal, responsable del inicio de la transcripcion, asi como otros elementos reguladores (como se enumera
mas arriba) que modifican la expresion del gen.

Existen varios tipos de regiones reguladoras, incluyendo aquellas que se regulan por desarrollo, inducibles o
constitutivas. Una region reguladora que se regula por desarrollo, o controla la expresion diferencial de un gen bajo
su control, se activa dentro de ciertos érganos o tejidos de un érgano en momentos especificos durante el desarrollo
de ese o6rgano o tejido. Sin embargo, algunas regiones reguladoras que se regulan por desarrollo preferencialmente
pueden ser activas dentro de ciertos érganos o tejidos en etapas especificas de desarrollo, también pueden ser
activas en una forma regulada por desarrollo, o a un nivel basal en otros érganos o tejidos también dentro de la
planta. Ejemplos de regiones reguladoras especificas de tejido, por ejemplo véase una region reguladora especifica,
que incluye al promotor napina, y al promotor cruciferina (Rask et al., 1998, J. Plant Physiol. 152: 595 - 599; Bilodeau
et al., 1994, Plant Cell 14: 125 - 130).

Una region reguladora inducible es aquella que es capaz de activar directa o indirectamente la transcripcion de una
0 mas secuencias de ADN o genes en respuesta a un inductor. En ausencia de un inductor, las secuencias de ADN
0 genes no seran transcritos. Por lo general, el factor de la proteina que se une especificamente a una regioén
reguladora inducible para activar la transcripcion puede estar presente en una forma inactiva, que luego se convierte
directa o indirectamente a la forma activa por parte del inductor. Sin embargo, el factor de proteina también puede
estar ausente. El inductor puede ser un agente quimico tal como una proteina, metabolito, regulador de crecimiento,
herbicida o compuesto fendlico o un estrés fisioldgico impuesto directamente por calor, frio, sal, o elementos toxicos
o indirectamente a través de la accion de un agente patégeno o enfermedad tal como un virus. Una célula de una
planta que contiene una region reguladora inducible puede ser expuesta a un inductor mediante la aplicacion externa
del inductor a la célula o planta tal como por medio de atomizacion, riego, calentamiento o métodos similares. Los
elementos reguladores inducibles se pueden derivar ya sea a partir de genes de planta o que no son de planta (por
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ejemplo Gatz, C. y Lenk, I. R. P., 1998, Trends Plant Sci. 3, 352 - 358). Los ejemplos de promotores potenciales
inducibles incluyen, pero no se limitan a, un promotor inducible de tetraciclina (Gatz, C.,1997, Ann. Rev. Plant
Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 89 - 108), un promotor inducible de esteroides (Aoyama, T. y Chua, N. H., 1997, Plant J.
2, 397 - 404) y un promotor inducible de etanol (Salter, M. G., et al., 1998, Plant Journal 16, 127 - 132; Caddick, M.
X., et al.,, 1998, Nature Biotech. 16, 177 - 180) genes IB6 y CKI1 inducibles (Brandstatter, I. y Kieber, J. J., 1998,
Plant Cell 10, 1009 - 1019; Kakimoto, T., 1996, Science 274, 982 - 985) y el elemento inducible de auxina, DR5
(Ulmasov, T., et al., 1997, Plant Cell 9, 1963 - 1971).

Una region reguladora constitutiva dirige la expresion de un gen a través de las diferentes partes de una planta y
continuamente a través del desarrollo de la planta. Los ejemplos de elementos reguladores constitutivos conocidos
incluyen promotores asociados con el transcripto 35S del CaMV. (Odell et al., 1985, Nature, 313: 810 - 812), los
genes de la actina 1 del arroz (Zhang et al., 1991, Plant Cell, 3: 1155 - 1165), de la actina 2 (An et al., 1996, Plant J.,
10: 107 - 121), o tms 2 (patente de los Estados Unidos No. 5.428.147), y triosafosfato isomerasa 1 (Xu et. al., 1994,
Plant Physiol. 106: 459 - 467), el gen de la ubiquitina 1 del maiz (Cornejo et al., 1993, Plant Mol. Biol. 29: 637 - 646),
los genes de la ubiquitina 1 y 6 de Arabidopsis (Holtorf et al., 1995, Plant Mol. Biol. 29: 637 - 646), y el gen 4A del
factor de inicio de la traduccion del tabaco (Mandel et al., 1995 Plant Mol. Biol. 29: 995 - 1004). El término
"constitutiva" como se utiliza en este documento no indica necesariamente que un gen bajo el control de la regién
reguladora constitutiva se expresa al mismo nivel en todos los tipos de células, sino que el gen se expresa en un
amplio rango de tipos de células incluso aunque se observa con frecuencia una variacion en abundancia.

Las una o mas secuencias de nucleétidos descritas aqui se pueden expresar en cualquier huésped de planta
apropiada que es transformada por la secuencia de nucleédtidos, o constructos, o vectores descritos aqui. Los
ejemplos de huéspedes apropiados incluyen, pero no se limitan a, cultivos agricolas incluyendo alfalfa, canola,
Brassica spp., maiz, tabaco, alfalfa, patata, ginseng, guisante, avena, arroz, soja, trigo, cebada, girasol, y algodon.

Por lo tanto, la presente invencion también proporciona una planta, una célula de una planta, o una semilla que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica de la NeuSAc liasa operativamente enlazada con una region
reguladora que es activa en la planta. Adicionalmente, la planta, la célula de la planta o la semilla pueden incluir una
segunda secuencia de nucledtidos que codifica una o mas de una entre epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, un
transportador de CMP-Neu5Ac, una galactosiltransferasa, y una sialiltransferasa, operativamente enlazada a una o
mas de una segunda region reguladora activa dentro de la planta.

Los uno o mas constructos genéticos quiméricos de la presente invencion pueden incluir ademas una regién 3’ no
traducida. Una regién 3’ no traducida se refiere a aquella porcién de un gen que comprende un segmento de ADN
que contiene una sefal de poliadenilacion y cualquier otra sefal reguladora capaz de efectuar el procesamiento del
ARNm o la expresion del gen. La sefial de poliadenilacion usualmente se caracteriza por efectuar la adicion de
rastros del acido poliadenilico al extremo 3’ del precursor de ARNm. Las sefiales de poliadenilacion comunmente se
reconocen por medio de la presencia de homologia con la forma canénica 5-AATAAA-3’ aunque las variaciones no
son inusuales. Una o mas de los constructos genéticos quiméricos de la presente invencidon también pueden incluir
otros reforzadores, ya sea reforzadores de traduccion o transcripcion, segun se requiera. Estas regiones
reforzadoras son bien conocidas por aquellos ordinariamente capacitados en el arte, y pueden incluir el codén de
inicio de ATG y secuencias adyacentes. El codén de inicio debe estar en fase con el marco de lectura de la
secuencia de codificacion para garantizar la traduccién de la secuencia completa.

Los ejemplos no limitantes de regiones 3’ adecuadas son las regiones no traducidas 3’ transcritas que contienen una
sefial de poliadenilacién de los genes del plasmido que inducen el tumor de Agrobacterium (Ti), tales como la
nopalina sintasa (gen Nos) y genes de planta tales como los genes de la proteina de almacenamiento de soja y la
subunidad pequefia del gen de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO).

Para ayudar en la identificacion de células de la planta transformadas, los constructos pueden ser manipulados
adicionalmente para incluir marcadores seleccionables de la planta. Los marcadores seleccionables utiles incluyen
enzimas que proporcionan resistencia a productos quimicos tales como un antibiético, por ejemplo, gentamicina,
higromicina, Kanamicina, o herbicidas tales como fosfinotricina, glifosato, clorosulfurona, y similares. De forma
similar, se pueden utilizar las enzimas que permiten la produccidon de un compuesto identificable por medio del
cambio de color tales como GUS (beta-glucuronidasa), o luminiscencia, tales como luciferasa o GFP.

También se consideran parte de esta invencion las plantas transgénicas, células de las plantas o semillas que
contienen el constructo del gen quimérico de la presente invencion. Los métodos de regeneracion de plantas enteras
a partir de las células de la planta también son conocidos en el arte. En general, las células transformadas de la
planta se cultivan en un medio comun apropiado, que puede contener agentes selectivos tales como antibidticos,
donde los marcadores genéticos se usan para facilitar la identificacion de células de la planta transformada. Una vez
que se forma el callo, se puede fomentar la formaciéon de brotes mediante el empleo de las apropiadas hormonas
vegetales adecuadas de acuerdo con métodos conocidos y se transfieren los brotes al medio de enraizamiento para
la regeneracion de las plantas. Las plantas pueden ser luego utilizadas para establecer generaciones repetitivas, ya
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sea a partir de semillas o utilizando técnicas de propagacion vegetativa. Las plantas transgénicas también pueden
ser generadas sin el uso de cultivos de tejido.

Los elementos reguladores de la presente invencion también pueden ser combinados con la regién codificante de
interés para la expresion dentro de un rango de los organismos huésped que son susceptibles de transformacion, o
expresion transitoria. Tales organismos incluyen, pero no se limitan a plantas, tanto monocotiledébneas como
dicotiledéneas, por ejemplo pero sin limitarse a maiz, plantas de cereales, trigo, cebada, avena, tabaco, Brassica,
soja, alubias, guisantes, alfalfa, patata, tomate, ginseng, y Arabidopsis.

Los métodos para expresion transitoria, transformacion, y regeneracion de estos organismos se encuentran
establecidos en el arte y son conocidos por alguien ordinariamente capacitado en el arte. El método de obtencion de
las plantas transformadas y regeneradas no es critico para la presente invencion.

Por "transformacion" se entiende la transferencia interespecifica de informacion genética que se manifiesta
genotipicamente, fenotipicamente, o ambas. La transferencia interespecifica de informacion genética a partir de un
constructo quimérico a un huésped puede ser heredable y la transferencia de informacién genética considerada
estable, o la transferencia pueden ser transitoria y la transferencia de la informacién genética no es heredable. La
presente invencion incluye ademas un vector apropiado que comprende el constructo del gen quimérico adecuado
para ser usado ya sea con sistemas de expresion estable o transitoria.

Los constructos de la presente invencion se pueden introducir en las células de la planta utilizando plasmidos Ti,
plasmidos Ri, vectores de virus de la planta, transformacion directa del ADN, microinyeccion, electroporacion, etc.
Para la revision de tales técnicas véase por ejemplo Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology,
Academy Press, Nueva York VI, paginas 421 - 463 (1988); Geierson y Corey, Plant Molecular Biology, 2d Ed.
(1988); y Miki y lyer, Fundamentals of Gene Transfer in Plants. En Plant Metabolism, 2d Ed. DT. Dennis, D. H.
Turpin, D. D. Lefebrve, D. B. Layzell (eds), Addison Wesly, Langmans Ltd., Londres, paginas 561 - 579 (1997). Otros
métodos incluyen absorcion directa del ADN, el uso de liposomas, electroporacion, por ejemplo utilizando
protoplastos, microinyeccién, microproyectiles o mezcladores, e infiltracion al vacio. Véase, por ejemplo, Bilang, et
al. (Gene 100: 247 - 250 (1991), Scheid et al. (Mol. Gen. Genet. 228: 104 - 112, 1991), Guerche et al. (Plant Science
52: 111 - 116, 1987), Neuhause et al. (Theor. Appl Genet. 75: 30 - 36, 1987), Klein et al., Nature 327: 70 - 73 (1987);
Howell et al. (Science 208: 1265, 1980), Horsch et al. (Science 227: 1229 - 1231, 1985), DeBlock et al., Plant
Physiology 91: 694 - 701, 1989), Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach y Weissbach, eds., Academic
Press Inc., 1988), Methods in Plant Molecular Biology (Schuler y Zielinski, eds., Academic Press Inc., 1989), Liu y
Lomonossoff (J Virol Meth, 105: 343 - 348, 2002,), patentes de los Estados Unidos Nos. 4.945.050; 5.036.006; y
5.100.792).

Como se describe a continuacion, los métodos de expresion transitoria pueden ser utilizados para expresar los
constructos de la presente invencion (véase Liu y Lomonossoff, 2002, Journal of Virological Methods, 105: 343 -
348). Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, pero no se limitan a, un método de Agroinoculacion o
Agroinfiltracion, sin embargo, también se pueden utilizar otros métodos transitorios como se sefialé anteriormente.
Ya sea con Agroinoculacion o Agroinfiltracion, una mezcla de Agrobacterias que incluyen al acido nucleico deseado
ingresa a los espacios intercelulares del tejido, por ejemplo las hojas, la porcidon aérea de la planta (incluyendo el
tallo, las hojas y las flores), otra porcién de la planta (tallo, raiz, flor), o la planta completa. Después de atravesar la
epidermis las Agrobacterias infectan y las copias del ADN-t de transferencia en las células. EI ADN-t se transcribe en
forma episomal y se traduce el ARNm, lo que conduce a la produccion de la proteina de interés en las células
infectadas, sin embargo, el paso del ADN-t dentro del nucleo es transitorio.

Por "gen de interés", "secuencia de nucledtidos de interés", o "regién codificante de interés", se entiende cualquier
gen, secuencia de nucleétidos, o region codificante que va a ser expresada dentro de un organismo huésped, por
ejemplo una planta. Estos términos se utilizan de forma intercambiable. Tal secuencia de nucleétidos de interés
pueden incluir, pero no se limita a, un gen o regién codificante cuyo producto es una enzima industrial, un
suplemento de proteina, un nutracéutico, un producto con valor agregado, o un fragmento del mismo para piensos,
alimentos, o tanto para uso como piensos o como alimentos. Una secuencia de nucleétidos, o una regién codificante
de interés también pueden incluir un gen que codifica una proteina farmacéuticamente activa, por ejemplo factores
de crecimiento, reguladores de crecimiento, anticuerpos, antigenos, y fragmentos de estos, o sus derivados utiles
para inmunizacién o vacunacion y similares. Tales proteinas incluyen, pero no se limitan a, interleuquinas, por
ejemplo una o mas entre IL-1 a IL-24, IL-26 y IL-27, citoquinas, Eritropoyetina (EPO), insulina, G-CSF, GM-CSF,
hPG-CSF, M-CSF o combinaciones de estas, interferones, por ejemplo, interferén alfa, interferén beta, interferon
gama, factores de coagulacion de la sangre, por ejemplo, Factor VI, Factor 1X, o tPA hGH, receptores, agonistas del
receptor, anticuerpos, neuropolipéptidos, insulina, vacunas, factores de crecimiento por ejemplo pero sin limitarse al
factor de crecimiento epidérmico, al factor de crecimiento de queratinocito, al factor de crecimiento de
transformacion, reguladores de crecimiento, antigenos, autoantigenos, fragmentos de estos, o combinaciones de los
mismos.
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Si el gen de interés codifica un producto que es directa o indirectamente toxico para la planta, entonces por medio
del uso del método de la presente invencion, se puede reducir dicha toxicidad a través de la planta por medio de
expresion selectiva del gen de interés dentro de un tejido deseado o en una etapa deseada de desarrollo de la
planta.

La region codificante de interés o la secuencia de nucledtidos de interés se pueden expresar en cualquier huésped
de planta apropiado que sea o bien transformado o que incluya las secuencias de nucleétidos, o moléculas de acido
nucleico, o constructos genéticos, o vectores de la presente invencion. Los ejemplos de huéspedes apropiados
incluyen, pero no se limitan a, Arabidopsis, cultivos agricolas incluyendo por ejemplo canola, Brassica spp., maiz,
tabaco, alfalfa, patatas, ginseng, guisantes, avena, arroz, soja, trigo, cebada, girasol, y algodon.

La sintesis del acido sialico, por ejemplo, la sintesis de Neu5Ac, en plantas se demostré mediante la expresion de
Neu5Ac liasa o NeuSAc sintasa recombinantes. La Neu5Ac liasa de E. coli y NeuB2 de C. jejuni fueron cada una
expresadas en el citosol de células BY2 de tabaco, plantas de alfalfa por medio de transformacion mediada por
Agrobacterium, o cuando se expresa de forma transitoria en células de la planta. No se observé degradacion de las
proteinas recombinantes indicando que estas enzimas son estables en este compartimiento. La Neu5Ac liasa
expresada en células BY2 fue capaz de catalizar la escision de Neu5Ac en D-ManNAc y piruvato en una reaccion
reversible. La sintesis de NeuSAc en presencia del piruvato y de ManNAc también se observé. La NeuSAc liasa era
biolégicamente activa a pH 7 y sobre un rango de 25 - 37°C que es consistente tanto con el pH del citosol de la
planta como con la temperatura de los cultivos mas importantes. Adicionalmente, los experimentos de alimentacion
llevados a cabo en presencia de Neu5Ac exégena demostraron que la enzima era funcional en la planta.

La Neu5Ac sintasa, NeuB2 a partir de C. jejuni, cuando se expresa en células BY2 de tabaco se observd que
sintetiza Neu5Ac en presencia del D-ManNAc y PEP. La expresion de NeuB2 en plantas de alfalfa también resulta
en una acumulacién de una enzima funcional. Por lo tanto, la expresion de una Neu5Ac liasa microbiana o Neu5Ac
sintasa en plantas resulta en la produccion en el citosol de enzimas capaces de sintetizar Neu5Ac.

Una epimerasa capaz de convertir la GIcNAc endégena en ManNAc, puede ser coexpresada en las plantas con el fin
de suplir la Neu5Ac liasa o Neu5Ac sintasa con el sustrato apropiado de aminoazucar. En este sentido, la expresion
de una CMP-Neu5Ac sintasa funcional y del transportador de CMP-Neu5Ac en células BY2 de tabaco ha sido
reportada (Misaki et al., 2006). Mediante la coexpresion de CMPNeu5Ac sintasa, del transportador de CMP-Neu5Ac,
o tanto de CMP-Neu5Ac sintasa como del transportador de CMP-Neu5Ac, junto con NeuB2, se puede mejorar la
produccién de Neu5Ac. La sintesis de N-acetiimanosamina (ManNAc) dentro de una planta se puede lograr a través
de diferentes métodos. Por ejemplo, se puede sintetizar ManNAc mediante la expresion dentro de una planta, UDP-
GIcNAc 2-epimerasa, por ejemplo una UDP-GIcNAc 2-epimerasa bacteriana, que convierte UDP-GICNAc en
ManNAc en una reaccion irreversible. UDP-GIcNAc esta presente en el citosol dado que esta alimenta la ruta de la
sintesis de N-glicanos. La sintesis de ManNAc también se puede lograr mediante la expresion de una GIcNAc-2
epimerasa a partir de otras fuentes. De manera alternativa, se puede formar ManNAc-6-fosfato, seguido por
hidrélisis con una fosfatasa (en plantas transgénicas). Con este enfoque Glc-NAc-6-fosfato 2-epimerasa, por ejemplo
una GlcNAc-6-fosfato 2-epimerasa bacteriana, o una UDP-GIcNAc 2-epimerasa/ManNAc quinasa de mamifero se
expresa dentro de una planta.

Para asegurar la sialilaciéon de N-glicanos a partir del acido sialico citosolico, se pueden coexpresar CMP-Neu5Ac
sintasa bacteriana o de mamifero, el transportador de CMP-Neu5Ac de mamifero, una galactosiltransferasa de
mamifero, y sialiltransferasa de mamifero dentro de una planta (Misaki, R., et. al., 2006).

La presente invencion sera ilustrada ademas en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Métodos

Se prepararon anticuerpos policlonales dirigidos contra el polipéptido de la secuencia sintética FLAG (Asp-Tyr-Lys-
Asp- Asp-Asp-Asp-Lys; SEQ ID NO: 1) en conejos en Eurogentec (Seraing, Bélgica). Los cartuchos C4g Bond-Elut
eran de Varian (Sugarland, TX). Se utilizaron DH5-alfa de Escherichia coli y LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens
para los experimentos de clonacién y transformacion de las células de tabaco o M. sativa, respectivamente. Se
cultivaron células de Nicotiana tabacum cv Bright Yellow 2 (BY-2) como se describe en Gomord et al. (1998).

Clonacion de los genes de Neub5Ac liasa y neuB2 y construccion del vector de expresion de la planta

Los genes de Neu5Ac liasa y neuB2 fueron amplificados por PCR. El gen para Neu5Ac liasa fue amplificado a partir
de ADN genomico K1 de E. coli por PCR utilizando los cebadores:
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Liasa-P1:

5'- AATAGGCCATTACGGCCATGGCAACGAATTTACGTGG-3' (SEQ ID NO: 6) y

Liasa-P2:

5'- AATAGGCCGAGGCGGCCTCACCCGCGCTCTTGCAT-3' (SEQ ID NO: 7).

Para el gen de neuB2, se utilizaron los siguientes cebadores para obtener el fragmento de ADN:

neuB2-P1:

5'- AATAGGCCATTACGGCCATGAAAAAAACTTTAATC-3' (SEQ ID NO: 8) y

neuB2-P2:

5'- AATAGGCCGAGGCGGCCTTACTCACGGATAAGCTC-3 (SEQ ID NO: 9).

Estos ADN amplificados fueron colocados bajo el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) del vector
del plasmido pDNR-LIB para el gen de Neu5Ac liasa y el vector del plasmido binario pCAMBIA 2300 para el gen de
neuB2, respectivamente. El casete de expresion del promotor 35S de CaMV, Neu5Ac liasa, y el terminador de
nopalina sintasa (Nos) fue introducido en vector de expresion de la planta pBLTI 121 (Pagny el al., 2000) con el gen
de resistencia a la Kanamicina.

Para generar los plasmidos pBLTI NeuSAc liasa-FLAG y pBLTIl neuB2-FLAG, se utilizaron los siguientes cuatro
cebadores, disefiados para amplificar los genes con el péptido FLAG codificado en el extremo del terminal C de las
proteinas:

Liasa-FLAG-P1:

5'- CGGGGTACCAGAGAGATGGCAACGAATTTACGTGGC-3' (SEQ ID NO: 2),

Liasa-FLAG-P2:

5'GCCGAGCTCTCACTTGTCATCGTCATCC TTGTAATCCATCCCGCGCTCTTGCATCAACTG-3' (SEQ ID No. 3),
neuB2-FLAG-PI:

5'- CGGGGTACCAGAGAGATGAAAAAAACTTTAATCATCGC-3' (SEQID NO: 4)y

neuB2-FLAG-P2:

5'-GCCGAGCTCTCACTTGTCATCGTCATCCTT GTAATCCATCTCACGGATAAGCTCATCTTC-3’ (SEQ ID NO: 5),
Estas secuencias amplificadas fueron generadas por PCR con el siguiente programa para 30 ciclos:
desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacion durante 1 min a 58°C, y polimerizacion a 72°C durante 3 min.
Los productos de la PCR se clonaron en pCR®-BLUNT I[I-TOPO® (Invitrogen). Antes de expresar las proteinas
recombinantes en células de la planta, confirmamos todos los constructos de ADNc modificados por secuenciacion.
Posteriormente, se digirieron los insertos con Kpnl y Sacl y luego se clonaron en pBLTI 121 digerido con Kpnl-Sacl.
Cada vector (pBLTI 121 o pCAMBIA 2300) fue introducido en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens a
través de transformacion por choque térmico.

Expresion en células BY2

Las células BY2 de tabaco se mantuvieron en medio de Murashige y Skoog (1962) y utilizadas para la
transformacion. Los constructos derivados de pBLTI121 fueron transferidos en Agrobacterium (LBA4404) (Hofgen y
Willmitzer, 1988). Las células transgénicas de Agrobacterium fueron seleccionadas en medio YEB que contiene 100
pg.mL'1 de kanamicina y se utilizaron para transformar las células cultivadas en suspension de tabaco como se
describe en Gomord et al. (1998). Los transformantes fueron seleccionados y mantenidos en medio MS que contiene
antibiéticos (Kanamicina a razén de 100 ug.mL'1 y cefotaxima a razén de 250 ug.mL'1). Se prepararon ARNm y ADN

gendmicos de cada transformante, y se confirmd que los genes opuestos fueron insertados y expresados en células
de tabaco cultivadas en suspension por PCR y RT-PCR. Después de la inmunodeteccion, los microcallos que
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producen las proteinas recombinantes se utilizaron para iniciar los cultivos en suspension de células transgénicas
(Gomord et al., 1998).

Expresion en plantas de alfalfa

La transformacion de la alfalfa se realizé esencialmente como se describe en Tian et al., (Tian et al., 2002) con las
siguientes modificaciones. Se transformé el genotipo R2336 de la alfalfa utilizando Agrobacterium tumefaciens
AGL1. La etapa de cocultivo se realizé con un cultivo sin diluir con una OD de 0,8 a 1, y se utiliz6 sacarosa al 3% en
el medio Sh2k en lugar de sacarosa al 1,5%.

Preparacion de extractos celulares para el ensayo de actividad de Neu5Ac liasa y NeuB2.

Un gramo de cultivos de cuatro dias de células cultivadas en suspension BY2 de transformantes o 600 mg de hojas
frescas de M. sativa fueron recolectados y fracmonados en Solucién A (solucion amortlguadora Tris-HCI 100 mM (pH
= 7,4) que contenia inhibidores de proteinasa (1 ug. mL™" de pepstatina, 1 ug. mL" de E64 y PMSF 1 mM, Sigma). Los
extractos celulares luego fueron centrifugados a 10000 g durante 10 min a 4°C y se precipitaron las proteinas con
sulfato de amonio (concentracion final del 80%) y luego se las sometié a didlisis contra Solucién B (solucién
amortiguadora Tris- HCI 100 mM, pH = 7,4 para los ensayos de Neu5Ac liasa o pH = 8,5 para los ensayos de NeuB2
y MgCl> 10 mM) con una membrana Spectra/Por® (corte de 10000 Da). Las proteinas luego fueron utilizadas para
ensayos de enzimas o inmunodetecciones.

Inmunodeteccion de Neu5AC liasa-FLAG y NeuB2-FLAG

Las proteinas fueron solubilizadas en una solucion amortiguadora desnaturalizante (Tris-HCI 20 mM pH 6,8, B-
mercaptoetanol al 0,3%, glicerol al 5% (v/v) y SDS al 1% (p/v)), ebulléd durante 5 min y se separ6 por SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 15%. Las proteinas luego fueron transferidas sobre una membrana de nitrocelulosa. Para
la inmunodeteccion, las membranas se probaron con un antisuero de conejo producido contra el epitopo FLAG. Las
proteinas se detectaron por incubacién con anticuerpos anti-conejo de cabra conjugados con peroxidasa de rabano
picante seguido por revelado utilizando 4-cloronaftol o por medio de una reaccion de quimioluminiscencia.

Ensayos de Neu5Ac liasa y sintasa

Las actividades de enzima soluble fueron analizadas mediante la incubacion de extractos celulares con PEP 4 mM,
NADH 4 mM, NaHCO3 20 mM y DTE 10 mM. La oxidacion de NADH fue medida por medio de una disminucion de la
absorbancia a 340 nm después de 10 min. La actividad de Neu5Ac liasa fue analizada por medio de la mediciéon de
la formacién de ManNAc después de la incubacién de extractos celulares de transformantes con Neu5Ac. Los
extractos celulares fueron incubados 2 h a 37°C en Solucién B (solucmn amortiguadora Trls HCI 100 mM, pH=7,4y
MgCl> 10 mM) que contenia inhibidores de proteinasa (1 pg.mL™" de pepstatina, 1 pg.mL" de E64 y PMSF 1 mM) y
Neu5Ac 40 mM. La actividad de sintasa de Neu5Ac liasa fue analizada por medio de la medicion de la formacion de
NeubSAc después de la incubacion de extractos celulares de transformantes con ManNAc y piruvato. Los extractos
celulares fueron incubados 2 h a 37°C en Solucion B (solumon amortiguadora Tns HCI 100 mM, pH = 7,4 y MgCl, 10
mM) que contenia inhibidores de proteinasa (1 pg. mL" de pepstatina, 1 ug. mL" de E64 y PMSF 1 mM) y ManNAc
20 mM y piruvato 40 mM. La actividad de sintasa de NeuB2 fue analizada por medio de la medicion de la formacion
de Neu5Ac después de la incubacién de extractos celulares de transformantes con ManNAc y PEP. Los extractos
celulares fueron incubados 2 h a 37°C en Solucion B (solumon amortiguadora Trls HCI 100 mM, pH = 7,4 y MgCl> 10
mM) que contenia inhibidores de proteinasa (1 pg. mL" de pepstatina, 1 pg. mL" de E64 y PMSF 1 mM) y ManNAc
10 mM y PEP 10 mM. Las reacciones se detuvieron por calentamiento durante 5 min a 80°C y se purificaron
mediante la eluciéon sucesiva con agua sobre un cartucho C4g Bond-Elut, se liofilizaron y derivaron para analisis por
GC-EI-MS.

Experimentos de alimentacion

Se incubaron células BY2 de tabaco de cuatro dias en medio BY2 durante dos dias a 37°C con Neu5Ac 10 mM o
ManNAc 30 mM para ensayar la actividad de Neu5Ac liasa o sintasa in vivo respectivamente. Después de 2 dias, se
lavaron las células BY2 con medio BY2 sin Neu5Ac o ManNAc y se recolectaron. Se calentaron las células a 70°C
durante 15 min en etanol al 70% para inactivar las enzimas y luego se molieron en un homogenizador de alfarero.
Se lavo el homogenizado dos veces con etanol al 70% a 70°C. El resto del precipitado y el sobrenadante fueron
considerados como representativos de las paredes celulares y los monosacaridos libres citosdlicos respectivamente.
Los monosacéridos de la fraccion sobrenadante fueron luego analizados por cromatografia de gases.

Analisis de GC

Para los ensayos enzimaticos, se sometieron en primer lugar las mezclas de reaccion a una etapa de purificacion en
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cartuchos Seppack C18. Los monosacaridos se eluyeron en 100% de agua. Después de la liofilizacion, las muestras
fueron sometidas a una metandlisis durante 16 h a 80°C con 500 puL de HCI metandlico seco 2 M. Después de la
evaporacion del metanol, las muestras se volvieron a acetilar, mediante la adicion de 20 yL de anhidrido acético
anhidro y 20 pL de piridina. Los N-acetil metil glicdsidos (éster metilico) resultantes se secaron y luego se
convirtieron en sus derivados de TMS y se separaron por cromatografia de gases (GC). El cromatégrafo de gases
estaba equipado con un detector de ionizacion de llama, una columna capilar de silice fundida WCOT (longitud 25
m, didmetro interno 0,25 mm) con CP-Sil 5CP como fase estacionaria y helio como gas de arrastre. El programa de
temperatura del horno fue: 2 min a 120°C, 10°C/min hasta 160°C, y 1,5°C /min hasta 220°C y luego 20°C /min hasta
280°C. La cuantificacion del azucar se hizo mediante la integracion de picos y la determinacion de los valores
molares correspondientes utilizando factores de respuesta establecidos con monosacaridos estandar.

Expresion transitoria en plantas

Cultivo de Agrobacterium. Los clones de Agrobacterium que contienen un vector binario portan los constructos
deseados de ADN descritos anteriormente se cultivaron durante 24 horas a 28°C en 2 mL de medio YEB o LB que
contiene 25 y 50 pg/mL de carbenicilina y kanamicina, respectivamente. Se utilizaron 10 pL de estos cultivos como
indculos iniciales para generar los cultivos de 25 mL de medio de induccién YEB (medio YEB, acido 2 (N morfolino)
etanosulfénico (MES) 10 mM, pH ajustado a 5,6, 25 mg/L de carbenicilina, 50 mg/L de kanamicina, acetosiringona
20 uM). Estos ultimos se cultivaron en incubadora con agitador rotatorio (220 rpm) a 28°C durante 18 horas o hasta
que se alcanzo una densidad 6ptica a 600 nm (OD600) de 0,8 a 1.

Cultivo de tabaco no transgénico. Se cultivaron plantas de Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum a partir de
semillas en un sustrato a base de turba (AgroMix) en un invernadero. Las plantulas inicialmente se desarrollaron en
un vivero y después se trasplantaron en macetas. Las plantas fueron regadas dos veces un dia y recibieron 180 ppm
de nitrégeno en cada aplicacion. Las condiciones del invernadero se mantuvieron a 25°C durante el dia y 21°C
durante la noche, bajo un régimen de fotoperiodo de dia largo (ciclos de 16 h de luz/8 h de oscuridad), con
iluminacion artificial de 20 Watt m™ a nivel de la planta. Las plantas se pueden utilizar en las diferentes etapas de
crecimiento, pero preferencialmente se seleccionaron entre 5 a 8 semanas de crecimiento.

Expresion transitoria de constructos en tabaco. Dos métodos de expresion transitoria se utilizaron en la presente
invencion: Agroinoculaciéon o Agroinfiltracion. En ambos métodos, una mezcla de dos o tres cultivos de
Agrobacterias que portan el ADN de transferencia (ADN-t) de interés es forzada a entrar en los espacios
intercelulares de las hojas. Una vez se cruza la barrera fisica de la epidermis, las Agrobacterias infectan las células
vecinas transfiriendo copias del ADN-t dentro de las células de la planta. Con estos métodos, el paso de ADN-t
dentro del nucleo es transitorio, los genes presentes en el ADN-t se transcriben de forma episomal y el ARNm se
traduce, lo que conduce a la produccion de la proteina de interés en las células infectadas. La técnica de
Agroinoculacién utiliza una presion aplicada con una jeringa para insertar la mezcla de Agrobacterias dentro del
tejido de la planta, mientras que la Agroinfiltracion utiliza un vacio controlado.

El cultivo de Agrobacterium preparado como se describié anteriormente se centrifugé durante 8 min a 10 000 g, se
resuspendié en el mismo volumen de medio de inoculacion (MgCl, 10 mM, MES 10 mM, ajustado a pH 5,6, y
suplementado con acetosiringona 100 uM) y se mantuvo a temperatura ambiente (RT, 23°C) durante 1 h antes de la
inoculacion. De manera alternativa, la suspension se puede mantener a 4°C durante 24 horas antes de la
inoculacion. La transformacién transitoria de N. benthamiana y N. tabacum se realizd esencialmente como se
describe en Liu y Lomonossoff (2002, Journal of Virological Methods, 105: 343 - 348), con las siguientes
modificaciones. Para la expresiéon de los constructos descritos anteriormente, se inoculé una mezcla de dos cepas
de Agrobacterias. La primera cepa contenia uno de los clones descritos anteriormente y la segunda cepa contenia el
supresor HcPro de silenciamiento del Virus Y de la patata, bajo el control del promotor 35S. Después de la
inoculacion, las plantas fueron incubadas en un invernadero. La temperatura se mantuvo a un minimo de 23°C
durante el dia y 21 °C durante la noche. Las plantas fueron regadas dos veces al dia y recibieron 180 ppm de
nitrégeno en cada aplicacion. La cosecha de la biomasa se realizé después de 4 - 8 dias.

Preparacién de extractos de proteina soluble a partir de biomasa transformada. Las hojas fueron analizadas
directamente después de la cosecha o después de la congelacion de la biomasa a -80°C. Se pes6 una biomasa de
hojas Agroinoculadas o Agroinfiltradas de ~ 0,1 - 1 g y se la utilizé para generar un extracto liquido de proteina total.

Se utilizaron varios métodos de extraccion para generar los extractos de proteina total: mediante la molienda del
tejido vegetal con un mortero y una mano de mortero, utilizando un politrén, o mediante la pulverizacion en un
MixerMill300 (MM300) de Retsch. Se trasfirieron 0,1 - 1 g de la biomasa de la planta a un mortero limpio y
previamente enfriado. Se afiadié solucion amortiguadora de extraccion fria (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,4
solucion amortiguadora que contenia, CaCl, 2 mM y butanol al 4%) a una relacién en proporcion 1:3 (p/v) asi como
PMSF y quimostatina hasta concentraciones finales de 1 mM y 10 uM, respectivamente. Las hojas se molieron con
una mano de mortero hasta obtener una preparacion homogénea. El extracto de la planta, fue luego transferido en
un microtubo de 1.5 mL y se centrifugd a 20,000 g por 20 min a 4°C. De manera alternativa, se introdujeron 0,1 g de
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tejido de la planta con 0,3 mL de solucion amortiguadora de extraccion en un microtubo no estéril de 1,5 mL. Se
afadié una cuenta de tungsteno a cada tubo. La caja fue sometida a un ciclo de agitacion de 3 min a 30 Hz. El ciclo
fue repetido 2 veces. Los extractos de la planta fueron luego centrifugados como se describié anteriormente. De
manera alternativa, se pulverizé 1 g de biomasa con 3 mL de solucién amortiguadora de extraccion utilizando un
politrén.

Después de la centrifugacién, se transfirio el sobrenadante en un microtubo limpio y se lo mantuvo sobre hielo.
Finalmente, el contenido de proteina total de los extractos de proteina individuales fue medido por medio del método
de Bradford utilizando BSA como la proteina de referencia.

Ejemplo 1
Expresion de la Neu5Ac liasa de E. coli en células BY2 de tabaco

El gen que codifica la Neu5SAc liasa a partir de Escherichia coli K1 (numero de acceso: DOO067) fue introducido en
células BY2 de tabaco. Los callos de BY2 transgénicos fueron generados después de la transformacién mediada por
Agrobacterium con el plasmido pBLTI121 que contenia el gen de Neu5Ac liasa de E. coli K1. Se etiquetd otro
constructo en su terminal C con un epitopo FLAG para permitir la inmunodeteccion de la proteina recombinante en
transformantes. Se analizaron los niveles de ARNm de los transformantes seleccionados para la resistencia a la
kanamicina por RT-PCR. Treinta y seis de los 48 transformantes que expresan el transcripto de Neu5Ac liasa y 30
de 50 transformantes que expresan el transcripto de Neu5Ac liasa-FLAG fueron obtenidos. Los callos que albergan
los niveles mas altos de expresion de ARNm fueron transferidos en cultivos en suspension para la caracterizacion de
la actividad de Neu5Ac liasa. La presencia de la Neu5Ac liasa-FLAG se determind en los extractos citosdlicos de la
proteina de células BY2 transformadas por medio de analisis de transferencias tipo Western. Se inmunodetecté una
sola banda de proteina con un PM aparente de 32 kDa especificamente en las células transformadas utilizando
anticuerpos anti-FLAG (Figura 1a).

Se llevaron a cabo los ensayos enzimaticos en extractos de proteina soluble a partir de células BY2 cultivadas en
suspension que expresan la Neu5Ac liasa y Neu5Ac liasa-FLAG. Ambos extractos mostraron una actividad de liasa.
Otros analisis se realizaron en extractos de proteina aislados a partir de células que expresan la liasa no etiquetada.
Estos extractos fueron primero incubados en presencia de Neu5Ac para investigar su actividad de liasa. Las Figuras
1b y 1c muestran los perfiles de GC de los productos finales formados por incubacion de un extracto de proteina de
Neu5Ac liasa en ausencia (Figura 1b) o en presencia de Neu5Ac (Figura 1c) a pH 7 y a 37°C. Tres sefiales (el pico
1, es un hombro de una sefial endégena) fueron detectadas claramente cuando el extracto fue incubado con
Neu5Ac. Estas sefiales eluyeron con tiempos de retencion similares a aquellos de formas de piranosa (pico 1) y de
furanosa (picos 2 y 3) de ManNAc estandar. La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas por
impacto de electrones (GC-ElI MS) de la muestra confirmé la asignacion de estas sefales a los derivados de 1-O-
metil persililo de ManNAcp (Figura 1e) y ManNAcf (Figura 1f). Los iones de diagndstico con m/z = 173 y 186 fueron
asignados a los fragmentos que contienen el atomo de nitrdgeno, como usualmente se observa para los
aminoazucares.

La incubacion de un extracto de proteina citosdlica a partir de células BY2 de tabaco de tipo silvestre con Neu5Ac en
condiciones similares no dio lugar a ninguna formacién de ManNAc (no se muestran los datos), demostrando asi la
ausencia de una actividad de liasa enddégena en las plantas. Este dato indica que las células BY2 transformadas con
el gen de la Neu5Ac liasa de E. coli expres6 una enzima funcional capaz de escindir NeuSAc en D-ManNAc.

El pH 6ptimo de la enzima recombinante se determiné que era aproximadamente de 7, con base en la cuantificacion
por GC de D-ManNAc generado en los ensayos llevados a cabo en un rango de pH de 4 - 10 (no se muestran los
datos). Adicionalmente, la enzima recombinante mostré una actividad dependiente de la temperatura con alta
actividad de liasa observada en un rango de 25 - 37°C. A pH 7 y a 37°C, un extracto de proteina soluble de células
transformadas formé 0,5 pmoles de ManNAc a partir de 10 umoles de Neu5Ac, en 1 h. Por debajo de 15°C, solo se
detect6 actividad residual.

La capacidad de la Neu5Ac liasa recombinante para sintetizar NeuSAc se determind mediante la incubacion de
extractos de proteinas de células BY2 de tabaco transformadas con D-ManNAc y piruvato a pH 7 y 37°C. La Figura
2ay la 2b muestran los perfiles de GC de los productos finales después de la incubacion en ausencia o en presencia
de sustratos respectivamente. Cuando se compara con el perfil control (Figura 2a), el perfil de GC de la reaccion
llevada a cabo en presencia de D-ManNAc y piruvato mostré una sefial con un tiempo de retencion esperado para
Neu5Ac (caja en la Figura 2b). El espectro de masas por impacto de electrones (El MS) de esta sefal (Figura 2c),
mostro los iones de diagndstico con m/z = 298 y 420 especificos para la fragmentacion de Neu5Ac, asi como el ion
con m/z = 186 asignado al fragmento que contiene nitrégeno. Estos datos indican que la liasa recombinante es
capaz de sintetizar NeuS5Ac en presencia del D-ManNAc y piruvato.

La actividad in planta de la Neu5Ac liasa se determind mediante la alimentacion de células BY2 de tabaco con
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Neu5Ac 10 mM. La toxicidad de Neu5Ac en células BY2 de tabaco fue investigada, y ningun efecto toxico fue
observado durante un periodo de 48 h mediante pruebas de la viabilidad celular utilizando yoduro de propidio y
diacetato de fluoresceina. La formacién de D-ManNAc se determind mediante el analisis de monosacaridos
citosolicos por GC después de un periodo de 48 h a temperatura en un rango de 23° C a 37° C. Se detecté D-
ManNAc en todos los tratamientos (Figura 1d). La cuantificacion de D-ManNAc por GC mostré un incremento de 25
veces en el contenido de este aminoazucar a 37°C en comparacion con 23°C. Estos experimentos in vivo
demostraron que la NeuSAc liasa es biolégicamente activa in planta y es capaz de actuar después de un sustrato
suministrado exdégenamente.

Expresion de NeuB2 de Campylobacter jejuni en plantas de alfalfa y de tabaco BY2

Neu5Ac sintasa, NeuB2, de Campylobacter jejuni (nimero de acceso: NCO02163) cataliza la formacion de Neu5Ac
por condensacion de D-ManNAc y PEP. Se generaron callos de BY2 transgénicos después de la transformacion
mediada por Agrobacterium con el plasmido pBLTI121 que contenia el ADNc de neuB2. Para la inmunodeteccién de
la proteina, se etiqueté un segundo constructo en su extremo terminal C con un epitopo FLAG. Los transformantes
seleccionados por la resistencia a la kanamicina fueron analizados por los niveles de ARNm por medio de RT-PCR.
Los callos que albergan los niveles mas altos de expresion de ARNm fueron transferidos en cultivos en suspension
para analisis. La acumulacion de NeuB en las células BY2 transformadas, fue luego determinada por medio de
analisis de transferencias tipo Western de un extracto soluble de proteina aislado a partir de las células BY2
transformadas con la secuencia de NeuB2-FLAG. Como se ilustra en la Figura 3a, los anticuerpos anti-FLAG
reconocieron especificamente una Unica banda de proteina con PM = 37 kDa consistente con el peso molecular
esperado de la sintasa. neuB2 también fue introducido en las plantas de alfalfa, mediante transformacion mediada
por Agrobacterium y la regeneracion in vitro de las plantas (Tian et al., 2002). De 34 plantas transformadas, se
demostro que 29 expresan el transcripto de neuB2.

Antes del andlisis de las células transformadas y de las plantas que expresan la Neu5Ac sintasa bacteriana, se
investigd la presencia de actividad endégena de la NeuSAc sintasa. Los extractos de proteina soluble tanto de
células BY2 de tabaco de tipo silvestre como de plantas de alfalfa fueron incubados con D-ManNAc y PEP. Los
monosacaridos formados en los ensayos se separaron por medio de GC y se caracterizaron por medio de GC-El
MS. No de detectd ningun pico o iones de diagndstico EI MS asignados a Neu5Ac, lo que indica que las plantas no
expresan enzimas enddgenas capaces de formar Neu5Ac por condensaciéon de PEP sobre D-ManNAc.

La actividad sintasa del NeuB2 recombinante expresado en plantas se determin6 por medio de la incubacién de D-
ManNAc y PEP con extractos de proteina soluble aislados de células BY2 de tabaco o de plantas de alfalfa
transformadas con el gen neuB2. Las Figuras 3b y 3c muestran los perfiles de GC obtenidos mediante la incubacién
de un extracto de alfalfa transformado sin (Figura 3b) o con (Figura 3c) D-ManNAc y PEP a pH = 8 y 37°C. Un pico
que eluyd al tiempo de retencion esperado para NeuSAc, fue especificamente detectado después de la incubacion
con los sustratos de la sintasa. El EI-MS de este pico mostré un patron de fragmentacién similar al de un Neu5Ac
estandar, con iones de diagnostico con m/z = 298 y 420. Aquellos iones no fueron detectados en el espectro de EI-
MS de la regién correspondiente del perfil de GC después de la incubacion en ausencia de D-ManNAc (Figura 3b).

Se obtuvo el mismo resultado, mediante el analisis de células BY2 de tabaco que expresan la secuencia de NeuB2 o
de NeuB2-FLAG.

Por lo tanto, la expresion de neuB2 tanto en células BY2 de tabaco como en plantas de alfalfa resulta en la
produccién de una Neu5Ac sintasa funcional.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para sintetizar el acido sialico que comprende,

i) el cultivo de una planta transgénica, que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica el acido N-acetil
neuraminico (Neu5Ac) liasa microbiano, la secuencia de nucleétidos ligada operativamente con una region
reguladora que es activa en la planta, y

ii) la expresion de la secuencia de nucleétidos que sintetiza por lo tanto al acido sialico.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el acido sialico es NeuSAc, y en donde después de la etapa de
expresion, la NeuSAc se recupera a partir de la planta transgénica.

3. El método de la reivindicaciéon 1 o 2, en donde la region reguladora se selecciona del grupo que consiste de un
promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor especifico de tejido, y un promotor de desarrollo.

4. El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde la planta transgénica comprende ademas una segunda
secuencia de nucleétidos que codifica una o mas de una epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, o un transportador
de CMP-Neu5Ac, operativamente enlazados a una o mas de una segunda regién reguladora activa dentro de la
planta transgénica, y la segunda secuencia de nucledtidos se coexpresa junto con la expresion de la secuencia de
nucleoétidos.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde la segunda regién reguladora se selecciona del grupo que consiste de
un promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor especifico de tejido, y un promotor de desarrollo.

6. El método de la reivindicacion 4 o 5, en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la NeubSAc liasa, la
segunda secuencia de nucledétidos que codifica una o mas de una entre la epimerasa, la CMP-Neu5Ac sintasa, o el
transportador de CPM-Neu5Ac, o tanto la secuencia de nucleétidos, como la segunda secuencia de nucledtidos es
optimizada por el codon para expresion dentro de la planta.

7. Un método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la planta transgénica es transformada en
forma transitoria.

8. Una planta, una célula de una planta, o una semilla, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una Neub5Ac sintasa microbiana operativamente enlazada con una region reguladora que es activa en la planta.

9. La planta, la célula de la planta o la semilla de la reivindicacion 8, que comprende ademas una segunda
secuencia de nucleétidos que codifica de una o mas de una epimerasa, una CMP-Neu5Ac sintasa, un transportador
de CMP-Neu5Ac, una galactosiltransferasa, y una sialiltransferasa, operativamente enlazadas a una o mas de una
segunda region reguladora activa dentro de la planta, célula de la planta, o la semilla.

10. La planta, la célula de la planta o la semilla de la reivindicacion 9, en donde la primera y la segunda regiones
reguladoras se seleccionan del grupo que consiste de un promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor
especifico de tejido, y un promotor de desarrollo.

11. La planta, célula de la planta o la semilla de la reivindicacion 9 o 10, en donde la secuencia de nucledtidos que
codifica la Neu5Ac liasa, la segunda secuencia de nucledtidos que codifica una o mas de una epimerasa, CMP-
Neu5Ac sintasa, o un transportador de CMP-Neu5Ac, o tanto la secuencia de nucleétidos, como la segunda
secuencia de nucleodtidos es optimizada por el codén para la expresion dentro de la planta, célula de la planta, o la
semilla.
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