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DESCRIPCION
Produccion modificada de glicoproteinas en plantas.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para modificar la produccién de glicoproteinas en plantas. La presente
invencion también proporciona plantas con produccion modificada de glicoproteinas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las inmunoglobulinas (IgGs) son proteinas heteromultiméricas complejas con afinidad caracteristica para homélogos
antigénicos e specificos de varias naturalezas. E n la actualidad, el aislamiento de rutina de | ineas celulares que
producen IgG, y el advenimiento de tecnologias para evolucién dirigida a IgG y la ingenieria molecular han tenido un
profundo impacto en su evolucién como bioterapéuticos y en el mercado general de las ciencias biolégicas. La 1gG
monoclonal t erapéutica ( anticuerpos m onoclonales, mAb) dom inan e I m ercado ac tual de nu evos f armacos
antiinflamatorios y anticancerosos y cientos de nuevos candidatos estan actualmente bajo investigacion y desarrollo
clinico para aplicaciones mejoradas y novedosas. E|l mercado anual de manda gamas de mAb de v arios gramos
(diagnéstico), algunos kilogramos (antitoxina) hasta uno a varios cientos de k ilogramos (defensa bioquimica, anti-
canceroso, antiinfeccioso, antiinflamatorio).

Aunque el cultivo de células CHO es aun su huésped d e pr oduccion preferido a es cala c omercial, se a dmite
generalmente para que los mAb alcancen su impacto completo en el mercado de las ciencias bioldgicas, se han
desarrollado s istemas de produccion al ternativos, ya que las instalaciones requeridas para e stos c ultivos no se
modulan facilmente en escala, su coste de construccién y mantenimiento son extremadamente elevados y aumentan
constantemente, y su validacién bajo GMP aun requiere un promedio de tres afios tras la construccion. Incluso en
las etapas tempranas de desarrollo, la seleccién de lineas celulares de CHO con rendimientos y productividad
aceptables sigue siendo un proceso costoso y largo. Los nuevos sistemas de produccion que podrian disminuir los
costes ascendentes (rendimientos mas elevados, tecnologias e infraestructuras mas sencillas), tienen un tiempo de
espera mas corto, son mas flexibles en capacidad, al mismo tiempo que reunen las caracteristicas actuales de
reproducibilidad, calidad y seguridad de los sistemas de cultivo celular actuales, probablemente tienen un impacto
significativo en el desarrollo de mAb y vacunas para el mercado de las ciencias bioldgicas, en cada una de las fases
de desarrollo.

Las plantas son huéspedes adecuados para la produccién de mAb y varias otras proteinas que tienen aplicaciones
actuales en | as ciencias b iolégicas ( véase Koy K oprowski 20 05; May col., 200 5; Y usibovy col., 2006 p ara
revisiones recientes). Los MAb se han producido en lineas vegetales transgénicas estables a rendimientos de hasta
200 mg/kg de peso fresco (FW), y mediante una expresion transitoria en indices de hasta 20 mg/kg de FW (Kathuria,
2002). Giritch y col. (2006) indican niveles de expresion de 200-300 mg/kg de peso de hoja para una IgG, con un
maximo citado de 500 mg/kg a través del uso de un sistema de expresion transitoria basado en multiples virus.

El documento WO 03/078637 desvela métodos para optimizar el procesamiento de glicanos en los organismos (y,
en particular, las plantas), de manera que pueda obtenerse una glicoproteina que tenga glicanos biantenarios de tipo
completo y, por lo tanto, que contenga residuos de galactosa en ambos brazos y que estén desprovistos de (o
reducidos en) xilosa y fucosa.

El documento WO 2004/065540 desvela moléculas de acido nucleico, i ncluyendo construcciones de fusién, que
tienen actividad catalitica y el uso de | as mismas en el disefo de gl icosilacion de ¢ élulas hués ped para generar
polipéptidos con propiedades terapéuticas mejoradas, incluyendo anticuerpos con un aumento de la unién al
receptor Fc y un aumento de la funcion efectora.

Eldo cumento WO O 1/29242 d esvelam étodos par apr oducirun po lipéptido het erélogo modificado
postraduccionalmente en un sistema hué sped vegetal alterando |as capacidades de m odificacion postraduccional
naturales de ese sistema de huésped vegetal. En otro aspecto de este método, la alteracion de las modificaciones
postraduccionales naturales se hace transformando el sistema huésped vegetal con una o mas secuencias de acido
nucleico que codifican una enzima de modificacion postraduccional.

El proceso de N-glicosilacion de plantas y mamiferos difiere. Las ultimas etapas d e N-glicosilaciéon en células de
mamiferos afiaden B1,4galactosa, a1,6fucosa (beta-1,4galactosa, alfa-1,6fucosa) y residuos de acido sialico terminal
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a los glicanos complejos. Sin embargo, se afiaden en las plantas residuos de B1,3galactosa, a1,3-fucosa (beta-
1,3galactosa, alfa-1,3fucosa), a1,4fucosay P1,2xilosa (alfa-1,4fucosa y beta-1,2xilosa). alfa-1,3fucosay B1,2xilosa
que s on ¢ onstituyentes de glico-epitopos de a Igunos alérgenos d e pl antas, es tos r esiduos se c onsideran
potencialmente inmundgenos y es indeseada su aparicion en proteinas terapéuticas, incluyendo anticuerpos.

La adi cién de una secuenciade K DEL alextremo C de unp éptido s e utiliza t ipicamente par a a segurar | a
recuperacion del péptido a partir del Golgi de nuevo al ER. Este enfoque se ha utilizado para producir un anticuerpo
no fucosilado y no xilosilado utilizando agroinfiltraciéon de hojas de tabaco (Sriraman y col., 2004). Sin embargo, el
péptido de KDEL afiadido es potencialmente inmundgeno, y este enfoque ha limitado la aplicabilidad a la produccion
de proteinas terapéuticas.

El c ontrol de | a adi cién de «1,3fucosa ( alfa-1,3fucosa)y p1,2xilosa ( beta-1,2xilosa) s e ha | ogrado t ambién
modificando |a expresién de f ucosiltransferasa y xilosiltransferasa. Se han producido mutantes en u n musgo que
carecen de la capacidad de afiadir a1,3fucosa y 1,2xilosa en glicanos complejos de musgo (Plyscomitrella patens;
Koprivova 'y col., 2004) y Arabidopsis t haliana (Strasser y col., 20 04). La i nhibicién p arcial de la expresionde
fucosiltransferasa y xilosiltransferasa en plantas se ha logrado también por la expresién ARN interferentes (ARNi)
dirigidos a genes a1,3fucosiltransferasa y 1,2xilosiltransferasa en Lemna minor (Cox y col., 2006). Sin embargo, la
inhibicion completa de estas actividades enzimaticas tiene efectos nocivos en varias especias de plantas, ya que
interfieren con eventos de desarrollo claves, tal como formacion de polen y produccién de semillas. La degradacion
especifica inducida por ARNi del ARNm puede no ser estable con el paso del tiempo, y puede no ser aplicable a un
espectro grande de plataformas basadas en plantas utilizadas para la produccion de productos terapéuticos, ya que
se ha indicado que son sensibles a factores ambientales.

El documento 03/078637 desvela el uso de galactosiltransferasa humana para catalizar la adicion de 1,4 galactosa
terminal ( GalT) en gl icanos v egetales. La ex presion de GalT y el direccionamiento de su actividad al cis Golgi
mediante el uso de una fusion con el dominio transmembrana de una xilosiltransferasa dieron como resultado la
adicién de galactosa terminal y una di sminucion en residuos especificos de plantas que tienen N-glicanos (véase
también Bakker y col., 2006). El cultivo de estas plantas con plantas que contienen una IgG recombinante dio como
resultado un descenso significativo, aunque variable, de los glicanos que contenian fucosa y xilosa.

La unién de un residuo de N-acetilglucosamina unida a beta-1,4 (GInNAc) a manosa unida a beta para producir una
GlcNac d ividida s e cataliza por N -acetilglucosaminiltransferasa | Il ( GnT-lll; E C 2. 4.1.144). Seh ades crito | a
introduccion de es ta enz ima en pl antas ( Rouwendaly c ol., 2007),y | as pl antas q ue ex presaban pr oteinas
comprendidas por GnT-IIl con N-glicanos complejos se dividieron y se portaron dos residuos GInAc.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para modificar la produccion de glicoproteinas en plantas. La presente
invencion también proporciona plantas con produccion de glicoproteinas modificada.

Es un ob jeto de la invencion proporcionar un método mejorado para modificar la produccién de glicoproteinas en
plantas.

Se proporciona en el presente documento un acido nucleico que tiene una secuencia nucleotidica (A) que
comprende los nucleétidos 1-1077 de la SEQ ID NO: 17 (GNT1-GalT; figura 5d), o que comprende una secuencia
nucleotidica que muestra de aproximadamente el 80 % al 100 % de identidad con los nucledtidos 1-1077 de la SEQ
ID NO: 17, como se determina usando los siguientes parametros: Programa: blastn: Base de datos: nr; Esperado 10;
filtro: complejidad baja: Alineamiento: en pares: Tamario de palabra: 11, en el que la secuencia nucleotidica codifica
una proteina que modifica la glicosilacion de una proteina de interés.

También se d esvela un a cido nuc leico q ue tiene una secuencia nucleotidica ( B) q ue c omprende un a primera
secuencia de acido nucleico que comprende los nucleétidos 5-1198 de la SEQ ID NO: 14 (GalT), o que comprende
una secuencia que muestra de aproximadamente el 80 % al 100 % de identidad con los nucleétidos 5-1198 de | a
SEQID N O: 14, como s e d etermina us ando | os siguientes p arametros: P rograma: bl astn: B ase d e d atos: nr;
Esperado 10; filtro: complejidad baja: Alineamiento: en pares: Tamafo de palabra: 11, en el que la primera
secuencia de acido nucleico codifica una proteina qu e modifica la glicosilacion de una proteinade interés,y la
primera secuencia de acido nucleico esta unida operativamente con una segunda secuencia de acido nucleico que
comprende un promotor 35S, o un promotor de plastocianina.
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Se desvela un acido nucleico que tiene una secuencia nucleotidica que comprende los nucleétidos 1-1641 de la
SEQ ID NO: 26 (GNT1-GnT-Ill), o que comprende una secuencia nucleotidica que muestra de aproximadamente el
80 % al 100 % de i dentidad con | os nu cledtidos 1-1641dela SEQID NO. 26, como se determina usando | os
siguientes parametros: Programa: blastn; Base de datos; nr; Esperado 10; filtro: baja complejidad; Alineamiento: en
pares; Tamafo de palabra: 11, en el que la secuencia nucleotidica codifica una proteina que modifica la glicosilacién
de una proteina de interés.

También se desvela un &cido nucleico que tiene una secuencia nucleotidica que comprende una primera secuencia
de acido nucleico que comprende los nucleétidos 1-1460 dela SEQ ID NO: 16 (GnT-lll), o que comprende una
secuencia que es de aproximadamente el 80 % al 100 % similar con los nucledtidos 1-1460 de la SEQ ID NO: 16,
como se determina usando los siguientes parametros: Programa: blastn; Base de datos: nr; Esperado 10; filtro: baja
complejidad; Alineamiento: en pares; Tamafo de palabra: 11, en el que la primera secuencia de acido nucleico
codifica una proteina que modifica la glicosilacion de una proteina de interés, la primera secuencia de acido nucleico
unida op erativamente con u na s egunda secuencia d e a cido nu cleico qu e comprende un pr omotor 35S, 0 un
promotor de plastocianina.

Se proporciona también una planta, una célula vegetal, o0 una semilla que comprende |la secuencia nucleotidica de
(A) como se ha descrito anteriormente.

La presente invencién también pertenece a una proteina hibrida GNT1-GalT, que comprende un dominio CTS de N-
acetilglucosaminil transferasa fusionado a un dominio catalitico de beta-1,4galactosiltransferasa, y que comprende la
secuencia SEQ ID NO: 18. La secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 18 puede codificarse por la secuencia
nucleotidica SEQ ID NO: 17. Se proporciona también una planta, una célula vegetal, o una semilla que comprende la
proteina hibrida como se acaba de describir. Se proporciona también una planta, una célula vegetal, o una s emilla
que comprende el acido nucleico que comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 17.

Se desvela una proteina hibrida GNT1-GnT-lll, que comprende un dominio CTS de N-acetilglucosaminil transferasa
fusionado a un dominio catalitico de N-acetilglucosaminiltransferasa Ill, y que comprende la secuencia aminoacidica
SEQ ID NO: 20. La secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 21 puede codificarse por la secuencia nucleotidica
SEQ ID NO: 26. Se proporciona también una planta, una célula vegeta o un a semilla que comprende la proteina
hibrida como s e acaba de d escribir. S e proporciona también una planta, una célula vegetal, o una semillaque
comprende el acido nucleico que comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 26.

De acuerdo con la presente invencion se proporciona un método (1) para sintetizar una proteina de interés que
comprende expresar dentro de una planta o una porcién de una planta, una secuencia nucleotidica que codifica una
primera secuencia nucleotidica que codifica una proteina hibrida, GNT1-GalT, que comprende un dominio CTS de
N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1) fusionado a un dominio catalitico de beta-1,4galactosiltransferasa (GalT), la
primera s ecuencia nu cleotidica un ida o perativamente c on una pr imera r egién r eguladora que esta activaen| a
planta, y unas egunda s ecuencia nuc leotidica para codificar| a pr oteina de interés,| a segunda s ecuencia
nucleotidica unida operativamente con una segunda region reguladora que esta activa en la planta, y expresar la
primera y segunda secuencias nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que comprende glicanos con N-
glicosilacion modificada.

La primera s ecuencia n ucleotidica y |a segunda s ecuencia nu cleotidica como se h a d escrito anteriormente, se
expresan de f orma transitoria en | a planta. Ademas, |a primera region reguladora p uede ser un pr imer promotor
especifico de tejidos, y la segunda region reguladora es un segundo promotor especifico de tejidos. Cada uno del
primer y segundo promotores especificos de tejidos puede ser un promotor de plastocicanina.

La presente invencion también proporciona un método (2) para sintetizar una proteina de interés. El método es como
se ha descrito anteriormente (método |), en el que la proteina de interés puede ser un anticuerpo. Si la proteina de
interés es un anticuerpo, entonces la segunda secuencia nucleotidica que codifica la proteina de interés comprende
una secuencia nucleotidica 2A, unida operativamente con una region reguladora 2A que esta activa en la planta, y
una secuencia nucleotidica 2B, unida operativamente con una region reguladora 2B que esta activa en la planta, y el
producto codificado para cada una de 2A y 2B se combinan para producir el anticuerpo. La r egién reguladora 2A
puede ser un promotor de plastocicanina, y la regién reguladora 2B puede ser un promotor de plastocicanina.

La presente invencién también proporciona un método (1) o (2), como se ha descrito anteriormente, en el que una

tercera secuencia nucleotidica se expresa dentro de la planta, la tercera secuencia nucleotidica que codifica un
supresor de silenciamiento se une operativamente con una tercera region reguladora que esta activa en la planta. La
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tercera secuencia nucleotidica que codifica un supresor de silenciamiento p uede ser, por ejemplo, HcPro, TEV -
p1/HC-Pro, BYV-p21, TBSV p19, TCV-CP, CMV-2b, PVX-p25, PVM-p11, PVS-p11, BScV-p16, CTV-p23, GLRaV-2
p24, GBV-p14, HLV-p10, GCLV-p16 o GVA-p10. El tercer promotor especifico de tejidos puede ser un promotor de
plastocicanina.

Se desvela un sistema de expresion vegetal para conducir la expresion de una proteina de interés en una planta, en
el que la proteina de interés comprende un patron de glicosilacion modificado. Por ejemplo, |a proteina de interés
puede ¢ omprender N -glicanos f ucosilados, x ilosilados, o am bos, f ucosilados y x ilosilados r educidos. C omo
alternativa, |a proteina de interés puede comprender un patrén de glicosilaciéon modificado, en el que la proteina
carece de r esiduos f ucosilados, x ilosilados ot anto f ucosilados ¢ omo x ilosilados, y m uestra un au mento de
galactosilacion. Ademas, puede afiadirse una galactosa terminal que dé como resultado una reduccion o eliminacién
de | a fucosilacion y |a xilosilacion de la proteina de interés en comparacién conla misma proteina d e i nterés
producida en una planta de tipo silvestre.

Se desvela un método (3) para sintetizar una proteina de interés con un perfil de N-glicosilacion m odificado que
comprende, c o-expresar dentro de una pl anta, una porcion de una pl anta, o un a célula v egetal, una s ecuencia
nucleotidica que codifica una primera secuencia nucleotidica que codifica una proteina hibrida, GNT1-GnT-Ill, que
comprende un dominio CTS de N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1) fusionado a un dominio catalitico de N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT-IIl), la primera secuencia nucleotidica unida operativamente con una primera
region reguladora que esta activa en la planta, y una s egunda secuencia nucleotidica para codificar la proteina de
interés, la segunda secuencia nucleotidica unida operativamente con una segunda regién reguladora que esta activa
en la planta, y co-expresar la primera y segunda secuencias nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que
comprende glicanos con el perfil de N-glicosilacion modificado.

La primera secuencia nucleotidica y la segunda secuencia nucleotidica como se ha descrito anteriormente (método
3), pueden expresarse de forma transitoria en la planta, o pueden expresarse de forma estable. Ademas, la primera
region reguladora puede ser un primer promotor especifico de tejido, y la segunda regién reguladora es un segundo
promotor especifico de tejido. Cada uno de los primeros y segundos promotores especificos de tejido puede ser un
promotor de plastocicanina.

También se desvela un método (4) para sintetizar una proteina de interés con un perfil de N-glicosilacion modificado
que comprende, co-expresar dentro de una planta, una porcion de una planta, o una célula vegetal, una secuencia
nucleotidica que codifica una primera secuencia nucleotidica que codifica una proteina hibrida, GNT1-GalT, que
comprende un dominio CTS de N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1) fusionado a un dominio catalitico de beta-
1,4galactosiltransferasa ( GalT), | a primera secuencia nu cleotidica un ida op erativamente c on una primera r egion
reguladoraqu ee staa ctivaen | apl anta,u na segundas ecuencianu cleotidica quec odifica bet a-
1,4galactosiltransferasa, la s egunda s ecuencia nucleotidica u nida ope rativamente c on un a s egunda r egion
reguladora que esta activa en la planta, y una tercera secuencia nucleotidica para codificar la proteina de interés, la
tercera secuencia nucleotidica unida operativamente con una tercera region reguladora que esta activa en la planta,
y co-expresar |la primera, segunda y tercera secuencias nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que
comprende glicanos con el perfil de N-glicosilacion modificado.

La primera s ecuencia nucleotidica y la s egunda s ecuencia nucleotidica como se ha descrito anteriormente (4),
pueden expresarse de forma transitoria en la planta, o pueden expresarse de forma estable. Ademas, la primera
region reguladora puede ser un primer promotor especifico de tejido, y la segunda regién reguladora es un segundo
promotor e specifico de t ejido. C ada uno del primer y segundo pr omotores especificos de tejido puede serun
promotor de plastocicanina.

Se desvela un método (5) para sintetizar una proteina de interés con un perfil de N-glicosilacion m odificado que
comprende, c o-expresar dentro de una pl anta, una porcién de una pl anta, o un a c élula v egetal, una s ecuencia
nucleotidica que codifica una primera secuencia nucleotidica que codifica una proteina hibrida, GNT1-GnT-lll, que
comprende un dominio CTS de N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1) fusionado a un dominio catalitico de N-
acetilglucosaminiltransferasa |1l (GnT-lll), la primera secuencia nucleotidica unida operativamente con una primera
region reguladora que esta activa en la planta, una segunda secuencia nucleotidica que codifica N-
acetilglucosaminiltransferasa lll, la segunda secuencia nucleotidica unida op erativamente con una segunda region
reguladora que esta activa en la planta, y una tercera secuencia nucleotidica para codificar la proteina de interés, la
tercera secuencia nucleotidica unida operativamente con una tercera regién reguladora que esta activa en la planta,
y co-expresar la primera, segunda y tercera secuencias nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que
comprende glicanos con el perfil de N-glicosilacidon modificado.
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La primera secuencia nucleotidica, la segunda secuencia nucleotidica y la tercera secuencia nucleotidica como se
ha descrito en el método (5) anteriormente, p ueden ex presarse de f orma t ransitoria en la planta, o pu eden
expresarse de forma estable. Ademas, |a primera, segunda y tercera regiones reguladoras pueden ser promotores
especificos de t ejidos. Por ejemplo, cada uno de | os promotores es pecificos de t ejidos puede ser un promotor de
plastocicanina.

De acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, una proteina de interés puede producirse, por lo
tanto, con un alto rendimiento y que carece de glicanos que son conocidos por estar implicados en reacciones de
hipersensibilidad, o de otro modo, estar implicados en reacciones alergénicas. Esto se logra por la co-expresion de
enzimas glico-disefiadas junto con la proteina de interés, y esto da como resultado la producciéon de una proteina
inmundgena que podria producirse dentro de la planta de tipo silvestre.

Como se describe en el presente d ocumento, pue de utilizarse u n s istema de ex presion s implificado paral a
produccion de una proteina de interés utilizando un sistema de expresion transitoria, sin embargo, los métodos
pueden también ser utilizados con sistemas de t ransformacién estable. Por lo tanto, la presente invencion no se
limita a sistemas de expresion transitoria.

Usando la co-expresion transitoria, el sistema descrito en el presente documento evita los extensos tiempos de
produccién, y el proceso de seleccién de |lineas transgénicas mutantes élite o glico-disefiadas y su uso p osterior
como | ineas parentales ( por ej emplo, como se de scribe por B akker, 200 5). T ambién s e ev itan los pr oblemas
simultaneos a menudo encontrados con plantas mutantes o glico-disefiadas, en cuando a productividad, produccion
de polen, produccion de semillas (Bakkery col. 2005) y viabilidad (Boisson y col., 2005). Como se describe en el
presente documento, la co-expresion de una proteina de interés con una galactosiltransferasa humana quimérica
modificante no tuvo efecto en la cinética de produccion o los rendimientos.

El sistema de expresion transitoria descrito en el presente documento produce niveles de expresion que alcanzan
1,5 g de anticuerpo de alta calidad por kilogramo de peso fresco de hoja, excediendo el nivel de acumulacion
indicado para cualquier anticuerpo en pl antas con otros sistemas de ex presion, incluyendo sistemas basados en
multiples virus y plantas transgénicas.

El enfoque descrito en el presente documento, por ejemplo, que implica la expresion de GalT o GAIT-GNT1, puede
usarse también con plantas transformadas de forma estable. Aunque se muestran muchas ventajas que se han
descrito anteriormente, esta invencidn no se limita a los sistemas de expresion transitoria.

Este resumen de la invencion no describe necesariamente todas las caracteristicas de la invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Estas y otras caracteristicas de la invencidn se haran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion en la que se
hace referencia a las figuras adjuntas, en las que:

La figura 1A muestra un casete basado en plastocianina ensamblado para la expresion de C5-1. R610
comprende un a s ecuencia nucleotidica q ue ¢ odifica C5-1LCy C5-1 HC -KDEL; R612 c omprende u na
secuencia nucleotidica que codifica C5-1 LC y C5-1 HC. C5-1 LC: secuencia codificante de cadena ligera
de C5-1; C5-1 HC: secuencia codificante de c adena pesada de C 5-1. La figura 1B muestra la secuencia
nucleotidica par a el pr omotor de pl astocianinay 5 U TR (SEQIDN O: 23), el sitiodei nicio dela
transcripcion se muestra en negrita, y el codoén de i nicio de la traduccion e sta subrayado. La f igura 1C
muestra la secuencia nucleotidica para la plastocianina 3' UTRC y el terminador (SEQ ID NO: 24), el coddn
de terminacion esta subrayado.

La figura 2 muestra la acumulacion del anticuerpo C5-1 en hojas de Nicotiana benthamiana infiliradas con
R610 y R612 (casetes de expresion basados en plastocianina) con o siin la co-expresion del supresor de
silenciamiento H cPro. Lo s v alores pr esentados c orresponden al ni vel de ac umulacién promedioy | a
desviacion estandar obtenida a partir de las 6 mediciones en 3 plantas (jeringa) o 6 mediciones en lotes de
infiltracidn individuales de aproximadamente 12 plantas (250 g).

La figura 3 muestra el andlisis d e transferencia de proteinas de acumulacién de C5-1 e n e xtractos de
plantas infiltradas con jeringa y al vacio. La figura 3A muestra la inmunotincion con una IgG de cabra anti-
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ratdn conjugada con peroxidasa (H+L), en extractos de plantas infiltradas con R612 (para secrecion, filas 2)
o con R610 (para retencion de ER, filas 2). C1: Se cargaron 100 ng de 1gG1 murina comercial ( Sigma
M9269), como un control para la movilidad electroforética; Cz2: 12 ug de proteinas totales extraidas de
biomasa infiltrada con control (vector vacio). Cs: 100 ng de IgG1 murina comercial (Sigma M9269) afiadidos
en 12 ug de proteina total extraida de biomasa infiltrada con control (vector vacio). La figura 3B muestra la
inmunotincion d e a ctividad ¢ on una 1gG1 hu mana ¢ onjugada d e per oxidasa, e n ex tractos de plantas
infiltradas con R612 (para secrecion, filas 1) o con R610 (para retencion de ER, filas 2). C1: 2 ng de C5-1 de
control purificado a partir de hibridoma (Khoudiy col., 1997); C2: 75 ug de proteinas totales extraidas de
biomasa infiltrada con control (vector vacio).

La figura 4 muestra un analisis de anticuerpos purificados a partir de plantas infiltradas ya sea con R612
(para secrecion, filas 1) o R610 (para retencion de ER, filas 2). La figura 4A muestra un analisis SDS-PAGE
de ex tractos en bruto y anticuerpos p urificados r ealizado en ¢ ondiciones no r eductoras. La f igura 4B
muestra un analisis SDS-PAGE de anticuerpos purificados realizado en condiciones reductoras. La figura
4C m uestra | a i nmunotincién de ac tividad de ant icuerpos pur ificados r ealizada c on u na 1 gG1 hum ana
conjugada con peroxidasa. La figura 4D muestra una comparacion de contaminantes en 6 | otes de C5-1
purificada a par tir de diferentes lotes de infiltracion. C: 2,5 nug de | gG1 murina comercial (Sigma M9269),
cargada como un control para movilidad electroforética.

La figura 5A muestra un a r epresentacion de e jemplos d e c asetes ensamblados para versiones nativas
(R622) e hibridas (R621) de expresién de galactosiliransferasa. GNT1-CTS: dominio CTS de N-
acetilglucosaminiltransferasa |; GalT-Cat: dominio catalitico de 1,4galactosiltransferasa humana; GalT (de
R622): B1,4galactosiltransferasa humana. La figura 5B muestra la secuencia nucleotidica (SEQ ID NO: 14)
para GalT (UDP-Gal:betaGlcNac polipéptido beta 1,4-galactosiltransferasa 1, beta 1,4-galactosiltransferasa
1), el sitiodeinicio ATG es ta s ubrayado; e | dom inio t ransmembrana e sta subrayadoy en c ursiva; |l a
secuencia en negrita corresponde al dominio catalitico de beta1,4GalT humana; el epitopo FLAG esta en
cursiva. La figura 5C muestra la secuencia aminoacidica (SEQ ID NO: 15) para GalT (UDP-Gal:betaGIlcNac
polipéptido bet a 1 ,4-galactosiltransferasa 1, beta-1,4-galactosiltransferasa | ). E| dominio t ransmembrana
esta subrayado y en cursiva; la secuencia en negrita corresponde al d ominio c atalitico de be ta1,4GalT
humana; el epitopo FLAG esta en cursiva. La figura 5D muestra la secuencia nucleotidica (SEQ ID NO: 17)
de GNT1GalT, el sitio de inicio ATG esta subrayado; el dominio transmembrana (CTS) esta subrayado y en
cursiva; la secuencia en negrita corresponde al dominio catalitico de beta1,4GalT humana; el epitopo FLAG
esta en cursiva. La figura 5E muestra la secuencia aminoacidica (SEQ ID NO: 18) de GNT1GalT, el dominio
transmembrana (CTS) esta subrayado y en cursiva; la secuencia en negrita corresponde al dominio
catalitico de be ta1,4GalT humana; el epitopo FLAG esta en c ursiva. La figura 5F muestra la secuencia
nucleotidica de un do minio C TS ( cola c itoplasmatica, dominio t ransmembrana, r egiont allo) de N -
acetilglucosamina transferasa (GNT1; SEQ ID NO: 21). La figura 5G muestra el aminoacido del CTS (SEQ
ID NO: 22). La figura 5H muestra la secuencia de acido nucleico de Gntl-Gnt Il (SEQ ID NO: 26). La figura
5l muestra |l a secuencia de acido nucleicode Gntl-Gnt 111 (SEQ 1D N O: 20). La figura 5J muestrala
secuencia de acido nucleico de Gnt 1l (SEQ 1D NO: 16). La f igura 5K muestra | a s ecuencia de acido
nucleico de Gnt lll (SEQ ID NO: 19).

La figura 6 muestra un perfil de extractos obtenidos a partir de plantas que expresan C5-1 y estan tefidos
para una proteina, o s e someten a ana lisis Western. El panel superior muestra un gel PAGE tefiido con
Coomasie. E | s egundo desde el pa nel s uperior muestra afinodeteccion u sando a glutinina de Erythrina
cristagali (ECA) que se une especificamente a p1,4galactosa. El tercer panel desde el superior muestra un
analisis de t ransferencia de Western us ando a nticuerpos anti-a1,3-fucosa. E | panel i nferior m uestra un
analisis de transferencia de Western usando anticuerpos especificos de anti-B1,2xilosa. R612: C5-1
expresado en s olitario; R612+R622-. C5 -1 co -expresado ( co-infilirado) con GalT; R612+R621: C5-1 co -
expressado con GNT1-GalT.

La figura 7 muestra espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar la N-glicosilacion del
glicopéptido triptico EEQFNSTFR (SEQ ID NO: 13) de C5-1 aislado a partir de plantas infiltradas con
jeringa Nicotiana bent hamiana con un rango de construcciones. La N-glicosilacion de | gl icopéptido se
determiné después de la separacion en el andlisis por HPLC preparativa. Se obtuvieron resultados similares
después d e | a i nfiltracién al vacio. La f igura 7A m uestra | a es pectrometria de m asas MALDI-TOF d el
glicopéptido triptico después de la expresion de R612 (C5-1; véase la figura 1). La figura 7B muestra una
espectrometria de masas MALDI-TOF del glicopéptido triptico después de la expresion de C5-1 (R612;

7



10

156

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2624776 T3

véase la figura 1) junto con GalT nativa (R622, véase la figura 5). La figura 7C muestra la espectrometria de
masas MALDI-TOF del glicopéptido triptico después de la expresién de C5-1 (R612, véase la figura 1); con
GNT1GalT (R621, véase la figura 5). La figura 7C-insercién corresponde al alargamiento m/z 2650-2800 del
espectro para mostrar la ausencia del i6n J complejo principal detectado en la planta R612 (flecha). A:
GlcNAcMansGlcNAc,; B: MansGlcNAc; C: GalGlcNAcMansGlcNAc;, D:  GleNAcaMansGlecNAe,:  E:
MansGleNAcs; F: GalGlcNAcMans(Xyl)GlcNAcz; G: GleNAcMansGlecNAcz; H: GleNAcaMans(Fuc)GlcNACcy; |:
Man;GlcNAcy, J:  GlcNAcMana(Xyl)(Fuc)GlcNAc;, K: GalGlcNAcMansGlcNAe; L MansGleNAcy M:
MangGlcNAc:.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se refiere a métodos para modificar la produccién de glicoproteinas en plantas. La presente
invencién también proporciona plantas con produccion de glicoproteinas modificada.

Se desvela un sistema de expresion de plantas para conducir la expresién de una proteina de interés en una planta.
Con el sistema de expresion descrito, puede obtenerse una proteina de interés que comprende un patrén de
glicosilacién modificado, por ejemplo, con una reduccién de N-glicanos fucosilados, xilosilados o tanto fucosilados
como Xilosilados. Como alternativa, puede obtenerse una proteina de interés que comprende un patrén de
glicosilacion modificado, en el que la proteina carece de fucosilacién, xilosilacion, o ambas, y comprende un
aumento de la galactosilacion. Ademas, como se describe en el presente documento, la modulacién de
modificaciones de postraduccionales, por ejemplo, la adicién de la galactosa terminal, da como resultado una
reduccién de la fucosilacién y xilosilacién de la proteina expresada de interés, por ejemplo, la proteina de interés
puede comprender menos del 10 % de fucosilacion y xilosilacion (es decir, menos del 10 % de los residuos N-glicano
estan fucosilados y xilosilados), o menos del 5% de fucosilacion y xilosilacion (es decir menos del 5% de los
residuos N-glicano estan fucosilados y xilosilados), menos del 1 % de fucosilacién y xilosilacién (menos del 1 % de
los residuos de N-glicano estan fucosilados y xilosilados), de aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 2 % de
los residuos de N-glicano estéan fucosilados y xilosilados, de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el 1,5 %
de los residuos de N-glicano estan fucosilados y xilosilados, o de aproximadamente el 0,7 a aproximadamente el
1,0 % de los residuos de N-glicano estan fucosilados y xilosilados, en comparacién con la misma proteina de interés
producida en una planta de tipo silvestre. Por lo tanto, una proteina de interés puede producirse con un alto
rendimiento y carecer de glicanos que puedan provocar reacciones de hipersensibilidad, o de otra manera, estar
implicada en reacciones alergénicas.

Un ejemplo no limitante de una proteina de interés a expresar incluye una proteina compleja, tal como un anticuerpo.
La expresion de tal proteina compleja dentro de la planta agroinfiltrada, por ejemplo, Nicotiana benthamiana, produjo
niveles de proteinas que alcanzaban 1,5 g/kg de FW (aproximadamente el 25 % de TSP). Los niveles promedio de
558 y 757 mg/kg/FW se lograron para las formas secretadas y retenidas por ER de la proteina de interés,
respectivamente. En el ejemplo no limitante proporcionado, este nivel de expresiéon se obtuvo para un anticuerpo, a
un nivel de expresion tres ves més elevado que para un anticuerpo producido utilizando un sistema de expresion
transitorio de maltiples virus (Giritch y col. 20086).

El impacto de la diferencia entre la planta y la N-glicosilaciéon de mamifero tipica ha sido un problema principal que
rodea el concepto del uso de plantas para |la produccién de productos terapéuticos. La aparicién de glicanos
especificos de plantas puede contribuir a acortar la semivida de una proteina hecha con plantas en el torrente
sanguineo, o que los mismos glicanos provoquen reacciones de hipersensibilidad en pacientes.

La presencia de un ntcleo de a1,3fucosa y 1,2xilosa en glicoproteinas hechas en plantas se percibe como un
desafio regulador por la industria, ya que también se encuentran en algunos alérgenos vegetales. Ademas, se
documenta ahora que la eliminacion de fucosa central, incluso a1,6fucosa que puede encontrarse en las IgG de
células CHO, aumentara |la actividad de ADCC. Una caracteristica del sistema descrito en el presente documento es
la capacidad para lograr la modulacién de modificaciones postraduccionales, por ejemplo, la adicién simultanea de
galactosa terminal y la reduccién o inhibicién de la fucosilacién y la xilosilacién (en comparacién con la misma
proteina producida en una planta de tipo silvestre). Como alternativa, el grado de fucosilacién puede reducirse
mientras se aumenta la cantidad de galactosilacién, de nuevo en comparacién con la misma proteina producida en
una planta de tipo silvestre.

La modulacién en la cantidad de fucosilacion, xilosilacién o galactosilacién puede determinarse utilizando cualquier
método adecuado, por ejemplo, utilizando anticuerpos anti-alfa-1,3fucosa, para detectar la presencia o ausencia de
inmunosefales especificas de fucosa (fucosilacién) y anticuerpos anti-beta1,2-xilosa para detectar xilosilacién, o la
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presencia o ausencia de inmunosefiales especificas de xilosa, por ejemplo, como se muestra en |a figura 6. Como
alternativa, la espectrometria de masas MALDI-TOF puede utilizarse para determinar el perfil de N-glicosilacién de
una proteina o una porcién de la proteina, como se muestra en la figura 7. Puede también utilizarse otro método
para determinar el perfil de N-glicanos de una proteina o porcién de la proteina conocida por un experto en la
técnica.

Como se describe en mas detalle a continuacién, se usé un sistema de agroinfiltracién basado en vacio y se
encontré adecuado para la produccién de una proteina de interés, por ejemplo, un anticuerpo en cuando a cantidad,
calidad y reproducibilidad. El paso a una tecnologia de infiltracion ampliable permite la produccién de gramos de
este anticuerpo por dia dentro de una pequefia unidad piloto, la cual permite el uso de tal sistema de expresién
transitoria para la produccién de materiales para ensayos clinicos dentro de plazos extremadamente cortos y para el
suministro de un producto permitido con un tamafio de mercado en kilogramos por afio. Se obtuvieron anticuerpos
de alta calidad a partir de hojas infiltradas después de una Unica etapa cromatografica de afinidad. Sin embargo, se
entendera que los métodos descritos en el presente documento pueden también aplicarse a plantas que se
transforman de forma estable.

El silenciamiento génico postranscripcion (PTGS) puede estar involucrado en la limitacién de la expresion de
transgenes en plantas, y puede utilizarse la coexpresion de un supresor de silenciamiento, por ejemplo, pero sin
limitacién, del virus Y de patata (HcPro) para contrarrestar la degradacién especifica de los ARNm transgénicos
(Brigneti y col., 1998) . Los supresores alternativos de silenciamiento son bien conocidos en la técnica y pueden
utilizarse como se describe en el presente documento (Chiba y col., 2006, Virology 346: 7-14), por ejemplo, pero sin
limitacién, TEV -p1/HC-Pro (virus del grabado del tabaco-p1/HC-Pro), BYV -p21, p19 del virus de enanismo arbustivo
del tomate (TBSV p19), proteina de la capside del virus de rizadura del tomate (TCV-CP), 2b del virus del mosaico
del pepino; CMV-2b), p25 del virus X de la patata (PVX-p25), p11 del virus M de la patata (PVM-p11), p11 del virus S
de la patata (PVS-p11), p16 del virus de quemadura del arandano, (BScV-p16), p23 del virus de la tristeza de los
citricos (CTV-p23), p24 del virus-2 asociado con el enrollamiento de hoja de la vid, (GLRaV-2 p24), p10 del virus A
de la vid, (GVA-p10), p14 del virus B de la vid (GVB-p14), p10 del virus latente de Heracleum (HLV-p10) o p16 del
virus latente comdn del ajo (GCLV-p16). Por lo tanto, un supresor de silenciamiento, por ejemplo, HcPro, TEV -
p1/HC-Pro, BYV-p21, TBSV p19, TCV-CP, CMV-2b, PVX-p25, PVM-p11, PVS-p11, BScV-p16, CTV-p23, GLRaV-2
p24, GBV-p14, HLV-p10, GCLV-p16 o GVA-p10, puede coexpresarse junto con GalT, GNT1-GalT, GnT-lll, GNT1-
GnT-lll, o una combinacién de las mismas, para asegurar ademas altos niveles de produccién de proteina dentro de
una planta.

La tincion de Coomassie de productos purificados producidos utilizando expresién transitoria muestra la presencia
de varios contaminantes de baja abundancia. Estos fragmentos parecen ser el producto relacionado, y todos los
contaminantes por encima de 70 kDa contenfan al menos un Fab como se muestra por |a transferencia de actividad
(figura 3B). La identidad y cantidad de los contaminantes relacionados con el producto presentes en extractos de
plantas son similares a los observados en sistemas de produccién de células de mamiferos. Por lo tanto, una serie
de purificacion tipicamente utilizada para la purificacion de anticuerpos terapéuticos (por ejemplo, intercambio
aniénico, afinidad e intercambio catiénico) produce facilmente la pureza requerida por las agencias reguladoras para
una proteina para uso terapéutico.

La presente invencion proporciona un método para la sintesis de una proteina de interés dentro de plantas que se
caracterizan con un patrén de glicosilacion modificado. EI método implica co-expresar la proteina de interés junto
con una secuencia nucleotidica que codifica beta-1,4galactosiltransferasa (GalT; SEQ ID NO: 14), por ejemplo, pero
sin limitacién, GalT de mamifero, o GalT humano, sin embargo, puede utilizarse la GalT de otras fuentes. El dominio
catalitico de GalT (por ejemplo, nucledtidos 370-1194 de la SEQ ID NO: 14, secuencia en negrita en la figura 5b, o
nucledtidos 238-1062 de la SEQ ID NO: 17, secuencia en negrita en la figura 5d) se fusiona a un dominio CTS (es
decir, la cola citoplasmica, el dominio de transmembrana, region tallo) de N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1;
por ejemplo, que comprende los nucledtidos 34-87 de la SEQ ID NO: 17; figura 5d) y que codifica la secuencia
aminoacidica que comprende los aminoacidos 12-29 de la SEQ ID NO: 18 (figura 5e), para producir una enzima
hibrida GNT1-GalT, y la enzima hibrida puede co-expresarse con la proteina de interés. Se desvela la co-expresién
de la proteina de interés junto con una secuencia nucleotidica que codifica N-acetilglucosaminiltransferasa Ill (GnT-
ll; SEQ ID NO: 16; figura 5j), por ejemplo, pero sin limitacion, GnT-lll de mamifero o GnT-lll humana, puede
utilizarse también GnT-lll de otras fuentes. Adicionalmente, una enzima hibrida GNT1-Gnt-lll (SEQ ID NO: 26; figura
5d), que comprende el CTS de GNT1 fusionado a GnT-lIl puede también utilizarse y se describe a continuacion.

Los métodos alternativos para anclar la secuencia nucleotidica que codifica GalT mGalT, o hGalT o GalT a partir de
otras fuentes, incluyen fusionar la GalT a HDEL, KDEL (ambas secuencias de retencién de reticulo endopléasmico),
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el CTS de una proteina implicada en la biosintesis de N-glicoproteina, por ejemplo, pero sin limitacion, CTS de
glucosidasal ,C TSdeg lucosidasal I,C TSdem anosidasal ,C TSdem anosidasal I,C TS de
beta,1,2xililsiltransferasa, CTS de alfa, 1,2fucosiltransferasa. El dominio catalitico de GalT puede también fusionarse
a HDEL, KDEL (ambas secuencias de retencion de r eticulo e ndoplasmico), el C TS de gl ucosidasal, C TS de
glucosidasa I I, C TS de m anosidasa |, C TS de m anosidasa | I, C TS de bet a, 1, 2xililsiltransferasa, C TS de al fa,
1,2fucosiltransferasa.

El uso de una enzima hibrida comprende GNT1-GalT o la secuencia GNT1-GnT-lll, sitia el dominio catalitico de
GalT, o G nT-lll, en el aparato cis-Golgi don de tienen | ugar et apas tempranas e n la maduraciéon de N -glicanos
complejos. Sin desear quedar ligando por |a teoria, |a actividad de G alT secuestrante en una fase temprana de
maduracion de glicanos puede dar como resultado la adicion de B1,4galactosa en glicanos de maduracién y da como
resultado la inhibicién eficiente de la fucosilacion y la xilosilacion de la proteina que, de otro modo, podria tener lugar
dentro de la planta. De forma similar, la actividad de GnT-lll secuestrante en una fase temprana de maduracién de
glicanos puede dar como resultado la adicion de r esiduos de GIcNAc en manosa unida a beta para producir una
GInAc de bi-antena, y da como resultado la inhibicion eficiente de la fucosilacion y la xilosilacion de la proteina que,
de otro modo, podria tener lugar dentro de la planta. Por ejemplo, la proteina de interés puede co-expresarse con
una enzima hibrida que comprende un dominio CTS fusionado a un dominio catalitico de GalT, por ejemplo, GNT1-
GalT (R621; figuras 5a, 5d), o un dominio catalitico de GnT-lll, por ejemplo, GNT1-GnT-IIl (SEQ ID NO: 26). Si se
desea una proteina de interés que comprenda niveles reducidos de fucosilacion, mientras comprende aun proteinas
xilosiladas y galctosiladas, entonces la GalT no modificada (nativa) puede co-expresarse con la proteina de interés.
Si se desea una proteina de interés que comprenda glicosilacion modificada que comprenda residuos de GInAc bi-
antena, entonces la GnT-Ill no modificada (nativa), puede co-expresarse con la proteina de interés. Como apreciara
un experto en | a técnica, una secuencia de acido nucleico optimizada en plantas puede usarse para producir una
enzima de GalT o GnT-IIl no modificada o nativa.

Por lo tanto, se proporciona una secuencia nucleotidica que comprende los nucleétidos 1-1062 de la SEQ ID NO: 17
(GNT1-GalT), o que comprende una secuencia nucleotidica que muestra de aproximadamente el 80 % al 100 % de
identidad con los nucledtidos 1-102 de la SEQ ID NO: 17, en la que la secuencia nucleotidica codifica una proteina
que modifica la glicosilacién de una proteina de interés. La secuencia puede estar optimizada para plantas. Se
desvela también una secuencia nucleotidica que comprende una secuencia de acidos nucleicos que comprende los
nucleétidos 1-1224 de la SEQ ID NO: 14 (GalT), o que comprende una secuencia que muestra de aproximadamente
el 80 % al 100 % de identidad con los nucleétidos 1-1224 de la SEQ ID NO: 14, en la que la secuencia de acidos
nucleicos codifica una proteina que modifica la glicosilacién de una proteina de interés. La secuencia puede estar
optimizada para plantas. La identidad de s ecuencias se determina utilizando los siguientes parametros: Programa:
blastn: Base de datos: nr; Esperado 10; filtro: complejidad baja; Alineamiento: en pares; tamafio de palabra: 11.

También se desvela una secuencia aminoacidica como se expone en la SEQ ID NO: 18 (GNT1-GalT; figura 5e), o la
SEQ ID NO: 15 (GalT; figura 5c).

Se desvela un acido nucleico que tiene una secuencia nucleotidica que comprende los nucledtidos 1-1641 de |a
SEQ ID NO: 26 (GNT1-GnT-Ill), o que comprende una secuencia nucleotidica que muestra de aproximadamente el
80 % al 100 % de identidad con los nucledtidos 1-1641 dela SEQ ID NO: 26, en el que la secuencia de acidos
nucleicos codifica una proteina que modifica la glicosilacién de una proteina de interés. La secuencia puede estar
optimizada p ara plantas. S e proporciona también una secuencia nu cleotidica que comprende una secuenciade
acidos nucleicos que comprende los nucleétidos 232-1641 de la SEQ ID NO: 26 (GnT-lll; o los nucledtidos 1-1460
de la SEQ ID NO: 16), o que comprende una secuencia que muestra de aproximadamente el 80 % al 100 % de
identidad con los nucledtidos 232-1641 de la SEQ ID NO: 26 (o los nucleétidos 1-1460 de la SEQ ID NO: 16), en los
que la secuencia de acidos nucleicos codifica una proteina que modifica la glicosilacién de una proteina de interés.
La secuencia puede estar optimizada para plantas. La identidad de secuencia se determina usando los siguientes
parametros: Programa: bl astn; B ase d e datos: nr; E sperado 10; filtro: baja c omplejidad; A lineamiento: en pares;
tamafo de palabra: 11, en la que la secuencia nucleotidica codifica una proteina que modifica la glicosilaciéon de una
proteina de interés.

Se desvela también una secuencia aminoacidica como se expone en la SEQ ID NO: 20 (GNT1-GnT-lll, figura 5i) o la
SEQ ID NO: 19 (GnT-lll, figura 5k).

Por "glicosilacion modificada" de una proteina de interés significa que el perfil de N-glicano de la proteina de interés

que comprende glicosilacion modificada (por ejemplo, como se describe en el presente documento), es diferente del
perfil de N-glicano de la proteina de interés producida en una planta de tipo silvestre. La modificacion de glicosilaciéon
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puede incluir un aumento o una disminucién en uno o mas de un glicano de la proteina de interés, o la biseccién de
GInAc. P or ej emplo, la pr oteina de i nterés p uede m ostrar una r educcion de x ilosilacién, un a r educcién de
fucosilacién, o tanto una reduccion de xilosilacion como de fucosilacion. Como alternativa, el perfil de N-glicano de la
proteina de i nterés pue de modificarse de una manera tal que | a c antidad de ga lactosilacion s e a umente, y
opcionalmente, la cantidad de xilosilacién, fucosilacién, o ambas, se reduzcan. Adicionalmente, puede producirse la
GInAc divida en dos y esto puede dar como resultado la reduccién de la cantidad de fucosilacion y xilosilacion de la
proteina.

Por "reduccion de la xilosilaciéon" o "reduccion de la fucosilacion" de una proteina de interés, significa que la cantidad
de xilosilacién, f ucosilacién, o t anto x ilosilacién c omo f ucosilacion de N -glicanos det ectables e n | a proteinade
interés, es menor del 10 % que la cantidad de xilosilacion, fucosilacién o ambas, que es detectable en la proteina de
interés cuando se produce dentro de una planta de tipo silvestre, y donde la proteina de interés se aisla, y donde se
determina la xilosilacién o la fucosilacion, utilizando el mismo método. P or ejemplo, la proteina de interés puede
comprender menos del 5 % de residuos de N-glicano que estan fucosilados, xilosilados, 0 ambos, menos del 1 % de
los residuos de N-glicano detectables en |la proteina de interés pueden estar fucosilados, xilosilados, 0 a mbos, de
aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 2 % de los residuos de N-glicano que son detectables en la proteina
de interés pueden estar fucosilados y xilosilados, de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el 1,5 % de los
residuos de N-glicano estan fucosilados y xiloxilados, o de aproximadamente el 0,7 a aproximadamente el 1,0 % de
los r esiduos de N -glicano e stan f ucosilados y x ilosilados, en comparacion con la misma proteina d e i nterés
producida en una planta de tipo silvestre.

Como se muestra en las figuras 6 y 7, al utilizar los métodos descritos en el presente documento, puede producirse
una proteina de interés que muestra un perfil de glicosilacion modificado. Por ejemplo, una proteina de interés con
residuos de mucosa o xilosa inmunolégicamente indetectables se ha producido cuando la proteina de interés se co-
expresa con GNT1-GalT. E| analisis MALDI-TOF de un e pitopo d e una pr oteina d e interés de muestra que una
proteina de interés con un patron de glicosilacion modificado puede obtenerse cuando la proteina de interés se co-
expresa con GalT o GNT-GalT (véanse las figuras 7A-C, insercion C). Por ejemplo, la figura 7A, muestra el perfil de
glicosilacion de un epitopo de una proteina de interés expresada dentro de una planta de tipo silvestre. La proteina
de interés c omprende v arios r esiduos xilosilados y fucosilados (picos H y J, respectivamente, figura 7A). E stos
residuos se reducen o estan ausentes cuando la proteina de interés se co-expresa con GalT (figura 7B). Ademas, se
observan nuevos residuos xilosilados (pico F), asi como un aumento de los residuos galactosilados en la proteina de
interés, al co-expresarse con GalT (véase los picos C, F, K, figura 7B). La co-expresion de la proteina de interés con
GNT1-GalT da como resultado el perfil de N-glicanos que esta caracterizado por que tiene menos del 1 % de
residuos xilosilados y fucosilados (véase la figura 7C-insercién), y un aumento de residuos galactosilados (pico K;
figura 7C).

Por lo tanto, se desvela un método (Método A) para sintetizar una proteina de interés con N-glicosilacion modificada
que c omprende, pr oporcionar una pl anta que c omprende una s ecuencia nucleotidica que ¢ odifica una primera
secuencia nucleotidica que codifica beta-1,4galactosiltransferasa humana (GalT), la primera secuencia nucleotidica
unida operativamente con una regién reguladora que esta activa en la planta, y una segunda secuencia nucleotidica
para c odificar | a pr oteina de interés, | a s egunda secuencia nu cleotidica un ida op erativamente ¢ on un a r egién
reguladora que esta activa en la planta, que hace crecer la planta, y expresar la primeray segunda secuencias
nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que comprende N-glicosilacion modificada. La co-expresion de
la primera secuencia que codifica GalT junto con la segunda secuencia que codifica la proteina de interés, da como
resultado la adicién de beta-1,4galactosa en glicanos de maduracién de |a proteina de interés, reduciendo de e sta
manera la fucosilacion, la xilosilacion, o ambas, de los glicanos de la proteina de interés. Ademas, con este método,
el grado de galactosilacion de la proteina de interés puede aumentarse en comparacion con la cantidad de
galactosilacion de la proteina de interés producida en una planta de tipo silvestre que no expresa GalT.

Se desvela un método (Método B) para sintetizar una proteina de interés con N-glicosilacion modificada que implica
expresar dentro de una planta o una porcién de una planta, en una manera transitoria, una secuencia nucleotidica
que codifica una primera secuencia nucleotidica que codifica beta-1,4galactosiltransferasa humana (GalT; SEQ ID
NO: 14; figura 5b), la primera secuencia nucleotidica unida operativamente con una region reguladora que esta
activa en la planta, y una segunda secuencia nucleotidica para codificar la proteina de interés, la segunda secuencia
nucleotidica unida operativamente con una regién reguladora que esta activa en la planta, y expresar la primera y
segunda secuencias n ucleotidicas p ara sintetizar un a p roteina de interés q ue ¢ omprende glicanos con N -
glicosilacion modificada. La co-expresion de la primera secuencia que codifica GalT junto con la segunda secuencia
que codifica la proteina de interés, da como resultado la adicién de beta-1,4-galactosa en glicanos de maduracion de
la proteina d e interés, reduciendo de esta manera la fucosilacion, la xilosilacién, o ambas, de los glicanos de la
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proteina de interés. A demas, e | gr ado de ga lactosilacion d e | a pr oteina de interés puede a umentarse en
comparacién con la cantidad de galactosilacion de la proteina de interés producida en una planta de tipo silvestre
que no expresa GalT. La etapa de expresion puede implicar co-expresar de forma transitoria la primera y segunda
secuencia nucleotidica, o co-expresar de forma estable la primera y segunda secuencia nucleotidica.

La presente invencion proporciona un método (Método C) para sintetizar una proteina de interés con N-glicosilacién
modificada que comprende, proporcionar una planta que comprende una primera secuencia nucleotidica hibrida que
codifica una primera proteina hibrida que comprende un dominio CTS de N -acetilglucosaminil transferasa (GNT1)
fusionado al dominio catalitico de GalT (beta-1,4galactosiltransferasa humana; GNT1-GalT; SEQ ID NO: 17; figura
5d), la primera secuencia nucleotidica hibrida unida operativamente con una regién reguladora que esta activa en la
planta,y u na segunda secuencia nucleotidica par a c odificar la proteina de i nterés,| a segunda s ecuencia
nucleotidica unida operativamente con una region reguladora que esta activa en la planta, que hace crecer la planta,
y e xpresar |a primera y s egunda s ecuencias n ucleotidicas hi bridas, p ara s intetizar un a proteina de i nterés que
comprende N-glicosilacion modificada. La co-expresion de la primera secuencia hibrida que codifica GNT1-GalT
junto conla segunda secuencia que codifica | a proteina de i nterés da como r esultado | a adiciéon de beta-1,4
galactosa en g licanos de m aduracion de | a proteina d e interés, reduciendo de e sta manera la fucosilaciony la
xilosilacion de | os glicanos de la proteina de i nterés. Por ejemplo, el grado de f ucosilacion, xilosilacién, o am bas,
puede r educirse de apr oximadamente e | 0, 5 a apr oximadamente e |5 %, od e ap roximadamenteel 0 ,5a
aproximadamente el 2 % de la cantidad en comparacion con la proteina de interés producida en una planta de tipo
silvestre que no expresa GNT1-GalT.

Se desvela un método alternativo adicional (Método D) para sintetizar una pr oteina de i nterés con N-glicosilacion
modificada que implica expresar dentro de una planta, o una porcion de una planta, de una manera transitoria, una
secuencia nucleotidica que codifica una primera secuencia nucleotidica hibrida que codifica GNT1-GalT, la primera
secuencia nucleotidica hibrida unida operativamente con una region reguladora que esta activa en la planta, y una
segunda s ecuencia nu cleotidica par a c odificar | a pr oteina de i nterés, | a s egunda s ecuencia nu cleotidica un ida
operativamente con una region reguladora que esta activa en la planta, y expresar la primera y segunda secuencias
nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que comprende N-glicosilaciéon modificada. La co-expresion de
la primera secuencia hibrida que c odifica GNT1-GalT junto con la segunda secuencia que codifica la proteina de
interés, da c omo resultado la adicion de beta-1,4 galactosa en glicanos de maduracién de la proteina de interés,
reduciendo de esta manera la fucosilacion y la xilosilacion de los glicanos de la proteina de interés. Por ejemplo, el
grado de flucosilacién, xilosilacién, o ambas, puede reducirse de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el
5 %, o de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el 2 %, de la cantidad en comparacion con la proteina de
interés producida en una planta de tipo silvestre que no expresa GNT1-GalT. La etapa de expresién puede implicar
la co-expresion transitoria de la primera y segunda secuencia nucleotidica, o la co-expresion estable de la primera y
segunda secuencia nucleotidica.

Se desvela un método alternativo adicional (Método E) para sintetizar una proteina de interés con N-glicosilacién
modificada que comprende, proporcionar una pl anta que comprende una secuencia nucleotidica que c odifica una
primera s ecuencia nucleotidica qu e c odifica bet a-1,4galactosiltransferasa h umana ( GalT), | a primera s ecuencia
nucleotidica unida operativamente con una regién reguladora que esta activa en la planta, una segunda secuencia
nucleotidica para codificar la proteina de interés, la segunda secuencia nucleotidica unida operativamente con una
region reguladora que esta activa en | a planta, y una t ercera secuencia nucleotidica que codifica un supresor del
silenciamiento génico, por ejemplo HcPro, la tercera secuencia nucleotidica unida operativamente con una region
reguladora que esta activa en la planta, hacer crecer la planta, y expresar la primera, segunda y tercera secuencias
nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que comprende glicanos con N-glicosilacién modificada. La co-
expresion de la primera secuencia que codifica GalT junto con la segunda secuencia que codifica la proteina de
interés, da como resultado la adicion de beta-1,4 galactosa en glicanos de maduracién de la proteina de interés,
reduciendo de esta manera la fucosilacion y la xilosilacion de los glicanos de la proteina de interés, en comparacion
con la proteina de interés p roducida us ando un a p lanta de t ipo s ilvestre que no ex presa G alT. E | grado de
galactosilacién de la proteina de interés puede aumentarse en comparacion con la cantidad de galactosilacién de la
proteina de i nterés producida en una p lanta de t ipo silvestre que n o expresa GalT. La expresion de | a tercera
secuencia qu e codifica un supresor de silenciamiento, asegura altos rendimientos de la gal actosiltransferasay la
proteina de interés.

También se desvela un método para sintetizar una proteina de interés (Método F) con N-glicosilacion modificada que
implica ex presar de ntro de una planta, o una porciéon de una planta, de una manera transitoria, una secuencia
nucleotidica que c odifica una primera s ecuencia nucleotidica que ¢ odifica bet a-1,4galactosiltransferasa h umana
(GalT), la primera s ecuencia nucleotidica unida operativamente con una region reguladora que esta activaenl a
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planta, una segunda secuencia nucleotidica para codificar la proteina de interés, la segunda secuencia nucleotidica
unida operativamente con una regién reguladora que esta activa en la planta, y una tercera secuencia nucleotidica
que codifica un supresor del silenciamiento génico, por ejemplo HcPro, la tercera secuencia nucleotidica unida
operativamente con una region reguladora que esta activa en la planta, y expresar la primera, segunda y tercera
secuencias nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que comprende N-glicosilacion modificada. La co-
expresion de la primera secuencia que codifica GalT junto con la segunda secuencia que codifica la proteina de
interés, da como resultado la adicion de beta-1,4 galactosa en glicanos de maduracion de la proteina de interés,
reduciendo de esta manera la fucosilacion y la xilosilacion de los glicanos de la proteina de interés. El grado de
galactosilacién de la proteina de interés puede aumentarse en comparacion con la cantidad de galactosilacién de la
proteina de i nterés producida en una p lanta de t ipo silvestre que n o expresa GalT. La expresion de | a tercera
secuencia qu e codifica un supresor de silenciamiento, asegura altos rendimientos de la gal actosiltransferasa y la
proteina de interés. La etapa de ex presién pue de i mplicar | a c o-expresion transitoria de | a primeray s egunda
secuencia nucleotidica, o la co-expresion estable de la primera y segunda secuencia nucleotidica.

Por lo tanto, se desvela un método (Método G) para sintetizar una proteina de interés con N-glicosilacion modificada
que c omprende, proporcionar una pl anta que c omprende una s ecuencia nucleotidica que ¢ odifica una primera
secuencia nu cleotidica que ¢ odifica N-acetilglucosaminliltransferasa ( GnT-lll), | a p rimera s ecuencia nu cleotidica
unida operativamente con una regién reguladora que esta activa en la planta, y una segunda secuencia nucleotidica
para c odificar | a pr oteina de interés, | a s egunda secuencia nu cleotidica un ida op erativamente c on un a r egién
reguladora qu e es td ac tiva en | a pl anta, ha cer crecerla planta, y e xpresar|a primeray s egunda s ecuencias
nucleotidicas para sintetizar una proteina de interés que comprende N-glicosilaciéon modificada. La co-expresion de
la primera s ecuencia que codifica GnT-Ill junto con la segunda s ecuencia que codifica | a proteina de interés, da
como resultado la adicién de residuos de N-acetilglucosamina unida a beta-1,4 (GInAc) a manosa unida a beta
(GInAc de bi seccion) en gl icanos de m aduracion de | a pr oteina d e i nterés, r educiendo de e stam aneral a
fucosilacion, la xilosilaciéon, o ambas, de los glicanos de la proteina de interés, en comparacion con la proteina de
interés producida en una planta de tipo silvestre que no expresa GnT-lll. La secuencia que codifica GnT-Ill (primera
secuencia nucleotidica), la proteina de interés (segunda secuencia nucleotidica), o tanto la primera como la segunda
secuencia nucleotidica, pueden expresarse de forma transitoria. Si las secuencias se expresan de forma transitoria,
también puede usarse una tercera secuencia nucleotidica que codifica un supresor de silenciamiento génico, por
ejemplo HcPro, unida operativamente con una regién reguladora activa en la planta, y la primera, segunda y tercera
secuencias n ucleotidicas se ex presan par a s intetizar u na pr oteina de i nterés qu e ¢ omprende g licosilacion
modificada.

También se desvela un método alternativo (Método H) para sintetizar una proteina de interés con N-glicosilacion
modificada que comprende, proporcionar una planta que comprende una primera secuencia nucleotidica hibrida que
codifica una primera pr oteina hi brida qu e ¢ odifica u n do minio C TS de N -acetilglucosaminil t ransferasa ( GNT1)
fusionado al dominio catalitico de GnT-lll (N-acetilglucosaminliltransferasa; GNT1-GnT-lll SEQ ID NO: 20), la
primera secuencia nucleotidica hibrida unida operativamente con una region reguladora que esta activa en la planta,
y una segunda secuencia nucleotidica para codificar la proteina de interés, la segunda secuencia nucleotidica unida
operativamente con una region reguladora que esta activa en la planta, hacer crecer la planta, y expresar la primera
y segunda secuencias nucleotidicas hibridas para sintetizar una proteina de interés que comprende N-glicosilacion
modificada. La c o-expresion de | a primera s ecuencia hi brida q ue codifica G NT1-GnT-IIl junto c on la s egunda
secuencia que codifica la proteina de interés da como resultado la adicién de residuos de N-acetilglucosamina unida
a beta-1,4 (GInAc) a manosa unida a beta (GInAc de biseccion) en glicanos de maduracion de la proteina de interés,
reduciendo de esta manera la fucosilacién y la xilosilacion de los glicanos de la proteina de interés. Por ejemplo, el
grado de flucosilacién, xilosilacién, o ambas, puede reducirse de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el
5 %, o de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el 2 %, de la cantidad en comparacion con |la proteina de
interés producida en una planta de tipo silvestre que no ex presa GNT1-GnT-lll. La s ecuencia que c odifica GNT1-
GnT-lll (primera secuencia nucleotidica), la proteina de interés (segunda secuencia nucleotidica), o tanto la primera
como la segunda secuencia nucleotidica, pueden expresarse de forma transitoria. Si las secuencias se expresan de
forma transitoria, también puede usarse una tercera secuencia nucleotidica que codifica un supresor de
silenciamiento génico, por ejemplo HcPro, unida operativamente con una region reguladora activa en la planta, y la
primera, segunda y tercera secuencias nucleotidicas se expresan para sintetizar la proteina de interés que
comprende glicosilacién modificada.

Pueden hacerse modificaciones adicionales ala s ecuencia nucleotidica qu e c odifica la proteina de i nterés para
asegurar un alto rendimiento. Por ejemplo, la segunda secuencia que codifica la proteina de interés puede también
fusionarse a una secuencia que codifica una secuencia activa para retener la proteina dentro del reticulo
endoplasmico (ER), por ejemplo, pero sin limitacion, una secuencia de KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu), u otras secuencias
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de retencion de ER conocidas, por ejemplo, HDEL o KKSS.

Ademas, cuando una proteina de interés compleja se produce, la segunda secuencia nucleotidica, utilizada en
cualquiera de los Métodos A-H como se ha descrito anteriormente, puede codificar mas de un péptido o dominio de
la proteina compleja. Por ejemplo, en el caso donde la proteina de interés es un anticuerpo, la segunda secuencia
nucleotidica puede comprender dos segundas secuencias nucleotidicas 2A y 2B, codificando cada una, una porcién
del anticuerpo, por ejemplo, el nucledtido 2A puede codificar una cadena ligera y una secuencia 2B codifica una
cadena pesada del anticuerpo. Los ejemplos no limitantes de tales construcciones se proporcionan en la figura 1,
donde la construccion de c ada una de R 216 y R610 comprende dos segundas secuencias nucleotidicas 2A, que
codifican C5-1 LC (la cadena ligera de C5-1) unida operativamente a una region reguladora activa en una planta, por
ejemplo, pero sin limitacion, el promotor de plastocianina, y 2B que codifica la cadena pesada de C5-1 (C5-1 HC)
unida operativamente a una regién reguladora activa en una planta, por ejemplo, pero sin limitacién, el promotor de
plastocianina q ue c omprende | os n ucledtidos 556 -999 delafigura1b olaSEQI DN O: 23; doc umento U S
7.125.978). Como se muestra en la figura 1, y con referencia a R610, una secuencia de KDEL puede fusionarse a la
region C-terminal de uno d e los péptidos 2A o 2B, por ejemplo, que no se considerara limitante, la secuencia de
KDEL puede fusionarse a la cadena pesada del anticuerpo para asegurar que el anticuerpo se retenga con el ER.

Cada proteina codificada por la segunda secuencia nucleotidica puede ser glicosilada.

La proteina d e interés asi p roducida p or c ualquiera de | os M étodos A-H o pue de serrecuperada de | a planta.
Ademas, la proteina de interés puede purificarse parcialmente o purificarse utilizando técnicas estandares como se
conocera por un experto en la técnica.

En los casos donde las secuencias nucleotidicas se co-expresan dentro de la planta, cada una de las secuencias
nucleotidicas de seadas p uede s er i ntroducida en | a p lanta ut ilizando t écnicas de t ransformacioén es tandares,
técnicas de transformacion transitoria, dos o mas de dos plantas, expresando cada una, una o mas de las
secuencias nucleotidicas deseadas que pueden cruzarse para obtener una planta que co-expresa |la combinacion
requerida de secuencias nucleotidicas, o puede combinarse una combinacién de las técnicas anteriores. Por
ejemplo, la expresion transitoria puede realizarse usando una planta transformada de forma estable expresando una
secuencia que codifica GalT, GNT1-GalT, GalT y GNT1-GalT, GnT-lll, GNT1-GnT-Ill, GNT1-Gnt-lll y Gnt-lll, o una
combinacion de las mismas.

Por lo tanto, se desvela un método (Método 1) para producir una planta que puede utilizarse como una plataforma
para la produccién de una proteina de interés con N-glicosilacion modificada. Este método comprende, proporcionar
una planta que expresa una o mas de una primera secuencia nucleotidica que codifica GalT, GNT1-GalT, o tanto
GalT como GNT1-GalT, y que expresa la una o mas secuencias nucleotidicas. Con el fin de producir la proteina de
interés, una segunda secuencia nucleotidica que codifica la proteina de interés se introduce dentro de la planta de
plataforma utilizando técnicas estandares que implican la transformacion estandar o la transformacién transitoria, y la
segunda secuencia nucleotidica se expresa de manera que la proteina de interés producida comprenda glicanos con
N-glicosilacion modificada, o la planta que expresa la primera s ecuencia nucleotidica se cruza con una s egunda
planta que ex presal a s egunda s ecuencia nu cleotidica, y de es tam aneral a p roteina de i nterés pr oducida
comprenda glicanos con N -glicosilacion m odificada. La pr oteina de i nterés pue de extraerse de |l aplanta,y sise
desea, la proteina de interés puede aislarse y purificarse utilizando métodos estandares.

Por lo tanto, se desvela un método (Método J) para producir una planta que puede utilizarse como una plataforma
para la produccion de una proteina de interés con N-glicosilacion modificada. Este método comprende proporcionar
una planta que expresa una o mas de una primera secuencia nucleotidica que codifica GnT-lll, GNT1-GnT-Ill o tanto
GnT-lll como GNT1-GNT-IIl, y que expresa una o mas secuencias nucleotidicas. Con el fin de producir la proteina
de interés, una segunda secuencia nucleotidica que codifica la proteina de interés se introduce en la planta de
plataforma utilizando técnicas estandares que implican la transformacién estable o la transformacion transitoria, y la
segunda secuencia nucleotidica se expresa de manera que la proteina de interés producida comprenda glicanos con
N-glicosilacion modificada, o la planta que expresa la primera s ecuencia nucleotidica se cruza con una s egunda
planta que expresa la segunda secuencia nucleotidica y de esta manera la proteina de interés producida comprende
glicanos con N-glicosilacion m odificada. La proteina de interés puede extraerse de la planta, y si se desea, la
proteina de interés puede aislarse y purificarse utilizando métodos estandares.

Por lo tanto, se desvela un método (Método K) para producir una planta que puede utilizarse como una plataforma

para la produccién de una proteina de interés con N-glicosilacion modificada. Este método comprende proporcionar
una planta que expresa una o m as de una primera secuencia nucleotidica que codifica GalT, GNT1-GalT, GalT y
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GNT1-GalT, GnT-lll, GNT1-GnT-lll, GnT-lll y GNT1-GNT-IlIl o una combinacién de las mismas, y que expresa una o
mas secuencias nucleotidicas. Con el fin de producir la proteina de interés, una segunda secuencia nucleotidica que
codifica la proteina de interés se introduce en la planta de la plataforma utilizando técnicas estandares que implican
la transformacion estable, o la transformacion transitoria, y la segunda secuencia nucleotidica se expresa de manera
que la proteina de interés producida comprenda glicanos con N-glicosilacion modificada, o la planta que expresa la
primera secuencia nucleotidica se cruza con una segunda planta que expresa la segunda secuencia nucleotidica y
de esta manera la proteina de interés producida comprende glicanos con N-glicosilacion modificada. La proteina de
interés puede extraerse de la planta, y sise desea, |a proteina de interés puede aislarse y purificarse utilizando
métodos estandares.

Las secuencias nucleotidicas que codifican GalT, GNT1-GalT, GnT-lll, GNT1-GnT-lll, la proteina de interés, o una
combinacién de | as mismas, pueden ser un ¢ odén optimizado para aumentar el nivel de expresion dentro de la
planta. Por optimizacién de coddn se refiere a | a seleccidon de nuc ledtidos de A DN apropiados para la sintesis de
bloques de construccién de oligonucledtidos, y su ensamblaje enzimatico posterior, de un gen o fragmento
estructural del mismo con el fin de adoptar el uso del codén dentro de las plantas.

Con el fin de optimizar |a expresion de la secuencia extrafia dentro de una planta, la secuencia nucleotidica, que
puede seruna secuencia silvestre o sintética, puede utilizarse o alterarse segun se requiera de manera que la
proteina c orrespondiente, por ej emplo, G alT, G NT1-GalT, G nT-lll, G NT1-GnT-lll, | a pr oteina de interés, ou na
combinacién de las mismas, se produzca a un nivel mas elevado que se producira al codificarse por la secuencia
nucleotidica n o modificada. Por ejemplo, sin que s e considere | imitante, la s ecuencia pue de ser una s ecuencia
sintética, optimizada para uso del codén dentro de una planta, que comprende al menos aproximadamente un 80 %
de identidad con la secuencia de tipo silvestre, como se determina utilizando técnicas de comparacion de secuencia,
por ejemplo, pero sin limitacién, BLAST (disponible a través de GenBank; usando parametros predeterminados). Se
contempla también 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 limitacidn, propiedades antigénicas,
pueden expresarse dentro de los tejidos vegetales.

Con el fin de m aximizar los niveles de ex presiéon y la produccién de pr oteinas transgénicas de G alT, GNT1-GalT,
GnT-lll, GNT1-GnT-lll, y una proteina de interés, la secuencia de acido nucleico puede ser examinada y la region de
codificacién modificada para optimizar la expresion del gen en plantas, utilizando un procedimiento similar al descrito
por Sardana y col. (Plant Cell Reports 15: 677-681; 1996). Una tabla de uso del codén a partir de genes altamente
expresados de plantas dicotiledéneas esta disponible a partir de varias fuentes, incluyendo Murray y col. (Nuc Acids
Res. 17: 477-498; 1989). Ademas, la optimizacion de secuencia puede también incluir la reduccion de repeticiones
de coddén en tandem, la eliminacion de sitios de empalme criptico, la reduccion de secuencias repetidas (incluyendo
repeticiones invertidas) y puede determinarse utilizando, por ejemplo, Leto 1.0 (Entelechon, Alemania).

Por lo tanto, se desvela un método (L) para sintetizar una proteina de interés con N-glicosilacion modificada, como
se describe e n uno c ualquiera de | os métodos a nteriores ( Método A -K), en el que unao masde una de las
secuencias n ucleotidicas que c odifican G alT, G NT1-GalT, G nT-lll, G NT1-GnT-IIl, | a p roteina de interés o u na
combinacién de las mismas, se optimizan para la expresion en una planta.

Ademas, la presente invencion pertenece a una planta, una célula vegetal, o una semilla que comprende una
secuencia nucleotidica que codifica GNT1-GalT unida operativamente con una region reguladora que esta activa en
la planta. La planta, célula vegetal o s emilla puede ademas comprender una s egunda secuencia nucleotidica que
codifica una o mas de una de una proteina de interés, la segunda secuencia nucleotidica unida operativamente a
una o mas de una segunda region reguladora activa de ntro de | a planta. L a primera secuencia nu cleotidica, | a
segunda secuencia nucleotidica, o tanto la primera secuencia nucleotidica como la segunda secuencia nucleotidica,
pueden ser un cododn optimizado para la expresion dentro de la planta, célula vegetal o semilla de planta.

Por " unida o perativamente" significa q ue | as s ecuencias par ticulares interactiuan d irecta o i ndirectamente p ara
realizar una funcién pretendida, tal como la mediacién o la modulacion de la expresion genética. La interaccion de
secuencias unidas operativamente puede, por ejemplo, mediarse por proteinas que interactian con las secuencias
unidas operativamente. Una region reguladora de transcripcién y una secuencia de interés se unen operablemente
cuando las secuencias se conectan funcionalmente para permitir la transcripcion de la secuencia de interés que se
media 0 modula por la regién reguladora de transcripcion.

Por la expresién "porcidon de una planta”, se refiere a cualquier parte derivada de una planta, incluyendo la planta
entera, el tejido obtenido de la planta, por ejemplo, pero sin limitacion, las hojas, las hojas y el tallo, las raices, la
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porcion aérea, incluyendo las hojas, el tallo y opcionalmente la porcion floral de la planta, las células o protoplastos
obtenidos de la planta.

Por | a ex presion " materia v egetal”, s e r efiere a ¢ ualquier m aterial der ivado de una p lanta. La m ateria v egetal
comprende una planta entera, tejido, células o cualquier fraccidon de los mismos. Ademas, la materia vegetal puede
comprender c omponentes v egetales i ntracelulares, componentes v egetales ex tracelulares, ex tractos | iquidos o
solidos de plantas, o una combinacién de los mismos. Ademas, la materia vegetal puede comprender plantas,
células vegetales, tejido, un extracto liquido, o una combinacion de los mismos, de hojas de las plantas, tallos,
frutos, raices o una combinacion de |os mismos. La m ateria vegetal puede comprender una planta o porcion de la
misma la cual no se ha sometido a ninguna etapa de procesamiento. Sin embargo, se contempla también que la
materia vegetal puede someterse a etapas de procesamiento minimas como se define a continuacion, o
procesamiento m as r iguroso, i ncluyendo purificacion de pr oteinas p arcial o sustancial u tilizando t écnicas
comunmente conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién, cromatografia, electroforesis y similares.

Por | a ex presion " procesamiento minimo", se refiere a materia v egetal, p or e jemplo, una planta o porcion de |a
misma que comprende una proteina de interés que se purifica parcialmente para producir un extracto vegetal,
homogenado, fraccion del homogenado vegetal o similares. La purificacién parcial puede comprender, pero sin
limitacion, la interrupcion de estructuras celulares vegetales, por lo que se crea una composicion que comprende
componentes vegetales solubles y componentes vegetales insolubles | os cuales pueden s epararse, por ejemplo,
pero sin limitacion, por centrifugacion, filtracion o una combinacion de las mismas. En este sentido, las proteinas
secretadas d entro del e spacio ex tracelular de la ho jau ot ros t ejidos podrian ob tenerse f acilmente u tilizando
extraccioén al vacio o por centrifuga, o | os tejidos podrian extraerse a pr esién por el paso a t ravés de r odillos o
molienda o s imilares para comprimir o liberar la proteina libre del e spacio extracelular. El procesamiento minimo
podria también implicar la preparacion de extractos en bruto de proteinas solubles, ya que estas preparaciones
podrian t ener una c ontaminacion insignificante de productos vegetales s ecundarios. Ademas, el pr ocesamiento
minimo puede implicar la extraccién acuosa de proteina soluble a partir de hojas, seguida de |a precipitacién con
cualquier sal adecuada. Otros métodos pueden incluir maceracion y extraccion de jugos a gran escala con el fin de
permitir el uso directo del extracto.

La materia vegetal, en la forma de material o tejido vegetal puede administrarse por via oral a un sujeto. La materia
vegetal puede administrarse como parte de un complemento dietético, junto con otros alimentos, o encapsularse. La
materia o tejido vegetal puede también concentrarse para mejorar o aumentar la palatabilidad, o proporcionarse
junto con otros materiales, ingredientes o excipientes farmacéuticos, segun se requiera.

Se contempla que una planta que comprende la proteina de interés puede administrarse a un sujeto, por ejemplo, un
animal o ser humano, en una variedad de formas dependiendo de la necesidad y la situaciéon. P or e jemplo, | a
proteina de interés obtenida a partir de la planta puede extraerse antes de su uso en ya sea una forma en bruto,
parcialmente purificada o purificada. Si la proteina va a purificarse, entonces puede producirse en plantas
comestibles 0 no comestibles. Ademas, si la proteina se administra por via oral, el tejido vegetal puede cosecharse y
suministrarse directamente al sujeto, o el tejido cosechado puede secarse antes de la alimentacion, o puede dejarse
que un animal se alimente de la planta sin tener lugar la cosecha. También se desvela el uso de los tejidos vegetales
cosechados como un complemento alimenticio dentro del alimento para animales. Si el tejido vegetal se suministra a
un animal con poco o ningun procesamiento adicional, se prefiere que el tejido vegetal que se administra s ea
comestible.

Como se describe en mas detalle en los Ejemplos, GalT, GNT1-GalT y la proteina de interés se introdujeron en
plantas en una manera transitoria. El andlisis inmunoldgico, utilizando anticuerpos apropiados, demostré que una
proteina de PMr 150 kDa se presentd en las células transformadas (figuras 2, 3A y 3B). Ademas, GalT o GNT1-GalT
fue detectable en extractos obtenidos a partir de plantas que expresan cualquier construccion, y la N-glicosilacion
alterada de una proteina de interés se observé cuando se expresé GNT1-GalT en |a planta (figura 6). Por lo tanto,
GlaT expresado de forma recombinante, o GNT1-GalT, esté biolégicamente activa in planta.

Se introdujeron en plantas GalT-FLAG o GNT1-GalT-FLAG (es decir, GalT o GNT1-GalT etiquetado en su extremo C
con un epitopo FLAG para permitir |a inmunodeteccion d e | a pr oteina r ecombinante e n transformantes). P uede
utilizarse un analisis de transferencia de Western utilizando anticuerpos anti-FLAG, para demostrar que |la proteina
apropiada se encuentra presente en las células transformadas.

Un "analogo" o "derivado" incluye cualquier sustitucion, supresién o adicion a la secuencia nucleotidica que codifica
GalT (SEQ ID NO: 14), el dominio catalitico de GalT (nucleétidos 368-1198 de SEQ ID NO: 14; la secuencia de
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codificacion en negrita en lafigura 5b), 0 G NT1-GalT (nucledtidos 248-1077 de S EQID NO: 17; secuenciade
codificacién en n egrita que a parece en | a figura 5d), siempre y cuando |la s ecuencia codifique una proteina que
modifique, o que a | fusionarse a un C ST de G alT modifique el perfil de gl icosilacién de una pr oteina de i nterés
cuando se expresa en una p lanta, por ejemplo, con reduccion de la fucosilacién, xilosilacion, o ambas, de glicanos
de la proteina de interés, o con el aumento de galactosilacién de la proteina de interés en comparacion con el perfil
de glicosilacion de |a proteina de interés producida en una planta, en ausencia de GalT (SEQ ID NO: 14) o GNT1-
GalT (SEQ ID NO: 17) expresadas ectopicamente. Por ejemplo, la proteina codificada por la secuencia puede afiadir
una galactosa terminal durante la maduracién de N-glicanos. Tipicamente, los derivados y analogos de las
secuencias de acido nucleico muestran una identidad mayor del 80 % con una secuencia de a cido nucleico, por
ejemplo, de aproximadamente el 80-100 % de identidad de secuencia, o de aproximadamente el 80, 82, 84, 86, 88,
90, 92, 94, 96, 98, 100 % de identidad. La identidad de secuencia puede determinarse mediante el uso del algoritmo
BLAST ( GenBank: nc bi.nIm.nih.gov/cgi- bin/BLAST/), utilizando par ametros pr edeterminados ( Programa: b lastn;
Base de Datos: nr; Esperado 10: filtro: baja complejidad; Alineamiento: por pares; Longitud de las Palabras: 11). Los
analogos o d erivados de los mismos, también incluyen las s ecuencias nucleotidicas que hibridan en condiciones
rigurosas de hibridacion (véase Maniatis y col., en Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold S pring Harbor
Laboratory, 1982, pag. 387-389, o Ausubel, y col. (ed.), 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, Green
Publishing Associates, Inc., y John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, en pag. 2.10.3) con cualquiera de las secuencias
de GalT (SEQ ID NO: 14), GNATI-GalT (SEQ ID NO: 18) descritas en el presente documento, siempre y cuando la
secuencia codifique una proteina que modifique el perfil de glicosilacién de una proteina de interés, por ejemplo,
reduciendo | a f ucosilacién, xilosilacion, o a mbas, de g licanos de | a pr oteina de i nterés, 0 aumentando la
galactosilacion d e | a proteina de i nterés en comparacion con el perfil d e glicosilacion de | a proteina de interés
producido en ausencia de GalT (SEQ ID NO: 14) o GNT1-GalT (SEQ ID NO: 17). Por ejemplo, la proteina codificada
por la secuencia puede afiadir una galactosa terminal durante la maduracion de N-glicanos. Un ejemplo de una de
tales condiciones rigurosas de hibridacion puede ser la hibridacién con una sonda adecuada, por ejemplo, pero sin
limitacién, una sonda etiquetada c on [ gama-32P] dA TP d urante 16-20 ha 6 5°Cen SDSal 7 %, EDTA 1 mM,
Na2HPO4 0,5 M, pH 7,2. Seguido de unlavado a 65°C en SDS al 5%, EDTA 1 mM, NazHPO4 40 mM, pH 7,2
durante 30 min seguido de un lavado a 65 °C en SDS al 1 %, EDTA 1 mM, NazHPO4 40 mM, pH 7,2 durante 30 min.
El lavado en este tampdn puede repetirse para reducir el fondo.

De manera similar, se desvela una modificacion en la secuencia nucleotidica que codifica GnT-in (SEQ ID NO: 16),
el dominio catalitico de G nT-lll, o GNT1-GnT-Ill (SEQ ID NO: 20), siempre y cuando |la s ecuencia codifique una
proteina que modifique, o al fusionarse con un CST de GnT-lll modifique el perfil de glicosilacién de una proteina de
interés cuando se expresa en una planta, por ejemplo, con la biseccion de GInAc y la reduccion de la fucosilacion,
xilosilacion, o a mbas, de gl icanos de | a proteina de i nterés, en c omparacion con el perfil de gl icosilacién de la
proteina de interés producido en una planta, en ausencia de GnT-IIl (SEQ ID NO: 16) o GNT1-GnT-Ill (SEQ ID NO:
26) expresada ectopicamente. Tipicamente, los derivados y analogos de las secuencias de acido nucleico muestran
una identidad mayor del 80 % con una secuencia de acido nucleico, por ejemplo, aproximadamente del 80-100 % de
identidad de | a secuencia, o aproximadamente del 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100 % de i dentidad. La
identidad de la secuencia puede determinarse mediante el uso del algoritmo BLAST (GenBank: ncbi.nim.nih.gov/cgi-
bin/BLASTY/), utilizando parametros predeterminados (Programa: blastn; Base de Datos: nr; Esperado 10: filtro: baja
complejidad; Alineamiento: por pares; Lon gitud de | as P alabras: 11). Los analogos o derivados de | os mismos,
también incluyen las secuencias nucleotidicas que hibridan en condiciones rigurosas de hibridacion (véase Maniatis
y col., en Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982, pag. 387-389, o Ausubel,
y col. (ed.), 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, Green Publishing Associates, Inc., y John Wiley &
Sons, Inc., Nueva York, en pag. 2.10.3) con cualquiera de las secuencias de GnT-IIl (SEQ ID NO: 16), GNATI-GnT-
Il (SEQ ID NO: 26) descritas en el presente documento, siempre y cuando la secuencia codifique una proteina que
modifique el perfil de glicosilacién de una proteina de interés en comparacion con el perfil de glicosilacion de la
proteina de interés producido en ausencia de GnT-IIl (SEQ ID NO: 16) o GNT1-GnT-Ill (SEQ ID NO: 26). Un ejemplo
de una de tales condiciones rigurosas de hibridacion puede ser la hibridacion con una sonda adecuada, por ejemplo,
pero sin limitacion, una sonda etiquetada con [gama-32P]dATP durante 16-20 h a 65 °C en SDS al 7 %, EDTA 1 mM,
Na2HPO4 0,5 M, pH 7,2. Seguido de unlavado a 65°C en SDS al 5%, EDTA 1 mM, NazHPO4 40 mM, pH 7,2
durante 30 min seguido de un lavado a 65 °C en SDS al 1 %, EDTA 1 mM, NazHPO4 40 mM, pH 7,2 durante 30 min.
El lavado en este tampdn puede repetirse para reducir el fondo.

Por “region reguladora”, “elemento regulador" o “promotor” se entiende una porcién de acido nucleico tipicamente,
aunque no siempre, aguas arriba de la region que codifica las proteinas de un gen, la cual puede estar compuesta
por ADN o ARN o tanto ADN como ARN. Cuando una regién reguladora esta activa, y en asociacion operativa, o
unida operativamente, con un gen de interés, esto puede dar como resultado la expresion de un gen de interés. Un
elemento regulador puede ser capaz de mediar la especificidad organica, o controlar el desarrollo o la activacion
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genética temporal. Una “regidon reguladora" incluye elementos promotores, elementos promotores centrales que
exhiben una ac tividad pr omotora basal, elementos qu e s oni nducibles en r espuesta a u n e stimulo ex terno,
elementos q ue median | a a ctividad promotora tal como e lementos r eguladores ne gativos o mejoradores de la
transcripcion. La “region reguladora”, como se utiliza en el presente documento, también incluye elementos que son
activos después de la transcripcion, por ejemplo, elementos reguladores que modulan la expresidon genética tales
como mejoradores de | atraducciény de | at ranscripcion, r epresores de | a traducciény de la t ranscripcion,
secuencias de activacion aguas arriba, y determinantes de | a i nestabilidad de| A RNm. V arios d e e stos ultimos
elementos pueden ubicarse proximos a la regién de codificacion.

En el contexto de esta divulgacion, la expresion “elemento regulador” o “regidn reguladora” tipicamente se refiere a
una secuencia de ADN, normalmente, aunque no siempre, aguas arriba (5’) a la secuencia de codificacion de un gen
estructural, el cual controla la expresion de la region de codificacion proporcionando el reconocimiento para la ARN
polimerasa y/u otros factores requeridos para que la transcripcion inicie en un sitio particular. Sin embargo, debe
entenderse que otras s ecuencias de nu cledtidos, ubicadas dentro de | os intrones, 0 3' de | a s ecuencia pu eden
también contribuir a la regulaciéon de expresion de una region de codificacion de interés. Un ejemplo de un elemento
regulador que proporciona el reconocimiento para la ARN polimerasa u otros factores de transcripcion para asegurar
el inicio en un sitio particular es un elemento promotor. La mayoria, aunque no t odos los elementos promotores
eucariotas contienen una caja TATA, una secuencia de &cido nucleico conservada que consta de pares de bases de
nucleotidos de ad enosina y timidina usualmente situados aproximadamente 25 pares de bases aguas arriba de un
sitio de inicio de la transcripcion. Un elemento promotor comprende un elemento promotor basal, responsable por el
inicio de la t ranscripcion, asi c omo otros e lementos r eguladores ( como s e ha enumerado ant eriormente) que
modifican la expresion génica.

Existen v arios t ipos de r egiones r eguladoras, i ncluyendo aquel las que s e r egulan por des arrollo, i nducibles o
constitutivas. Una regién reguladora que se regula por desarrollo, o controla la expresion diferencial de un gen bajo
su control, se activa dentro de ciertos 6rganos 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 pueden activarse
preferiblemente dentro de ciertos érganos o tejidos en etapas especificas del desarrollo, también pueden ser activas
en una forma regulada por desarrollo, o a un nivel basal en otros érganos o tejidos dentro de la planta también.
Ejemplos de regiones reguladoras especificas de tejidos, por ejemplo, véase - especificas de una regién reguladora,
incluyen el promotor de napina, y al promotor de cruciferina (Rask y col., 1998, J. Plant Physiol. 152: 595 599;
Bilodeau y col., 1994, Plant Cell 14: 125-130). Un ejemplo de un promotor especifico de la hoja incluye el promotor
de plastocianina (documento US 7.125.978; SEQ ID NO: 23; figura 1b).

Una region reguladora inducible es aquella que es capaz de activar directa o indirectamente la transcripcién de una
0 mas secuencias o genes de ADN en respuesta a un inductor. En ausencia de un inductor, las secuencias o genes
de ADN no seran transcritos. Tipicamente, el factor de proteina que se une especificamente a una region reguladora
inducible par a a ctivar | a t ranscripcion pu ede pr esentarse enuna f orma ac tiva, qu e es des pués di recta o

indirectamente convertida en la forma activa por el inductor. Sin embargo, el factor de proteina también puede estar
ausente. E | inductor p uede s er un ag ente qu imico tal como una proteina, m etabolito, r egulador d e crecimiento,
herbicida o compuesto fendlico o un estrés fisioldégico impuesto directamente por calor, frio, sal o elementos tdxicos
o indirectamente mediante la accién de un patdégeno o agente infeccioso tal como un virus. Una célula vegetal que
contiene una region reguladora inducible puede ser expuesta a un inductor aplicando externamente el inductor a la
célula o planta por ejemplo, por aspersion, riego, calentamiento o métodos similares. Los elementos reguladores
inducibles pueden derivarse ya sea de genes de la planta o que no son de la planta (por ejemplo, Gatz, C. y Lenk,
I.R.P., 1998, Trends Plant Sci. 3, 352-358). Los ejemplos de promotores inducibles potenciales incluyen, pero sin
limitacion, promotor inducible de tetraciclina (Gatz, C., 1997, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol. 48, 89-108), el
promotor inducible por esteroides (Aoyama, T. y Chua, N. H., 1997, Plant J. 2, 397-404) y el promotor inducible por
etanol (Salter, M. G., y col., 1998, Plant Journal 16, 127 - 132; Caddick, M. X. y col., 1998, Nature Biotech, 16, 177
180), genes IB6 y CK11 inducibles por citoquinina (Brandstatter, |. y Kieber, J. J., 1998, Plant Cell 10, 1009 - 1019;
Kakimoto, T., 1996, Science 274, 982 - 985) y el elemento inducible por auxina, DR5 (Ulmasov, T., y col., 1997, Plant
Cell 9, 1963 - 1971). Una region reguladora constitutiva dirige la expresion de u n gen a través de las diferentes
partes de una planta y continuamente durante todo el desarrollo de la planta. Ejemplos de elementos reguladores
constitutivos conocidos incluyen promotores asociados con la transcripcion 35S de CaMV (Odell y col., 1985, Nature,
313: 810 - 812), la actina 1 del arroz (Zhang y col., 1991, Plant Cell, 3: 1155 - 1165), actina 2 (An y col., 1996, Plant
J., 10: 107 - 121) o tms 2 (documento US 5.428.147) y los genes de triosafosfato isomerasa 1 (Xu y col., 1994, Plant
Physiol. 106: 459 - 467), el gen de la ubiquitina 1 de maiz (Cornejo y col., 1993, Plant Mol. Biol. 29: 637 - 646), los
genes 1y 6 de ubiquitina de Arabidopsis (Holtorf y col., 1995, Plant Mol. Biol. 29: 637 - 646), y el gen del factor 4A
de inicio de la traduccion de tabaco (Mandel y col., 1995 Plant Mol. Biol. 29: 995 - 1004). El término “constitutivo”
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como se usa en el presente documento, no necesariamente indica que un gen bajo control de la regién reguladora
constitutiva se exprese al mismo nivel en todos los tipos de células, sino que el gen se expresa en un amplio rango
de tipos celulares aun cuando a menudo se observa una variacién en abundancia.

La una o mas de las secuencias de nucleétidos de la presente invencidon puede expresarse en cualquier huésped
vegetal adecuado que se transforma por la secuencia de nucledtidos, o construcciones, o vectores de la presente
invencion. Los ejemplos de huéspedes adecuados incluyen, pero sin limitacion, cultivos agricolas incluyendo alfalfa,
colza, Brassica spp., maiz, Nicotiana spp, alfalfa, patata, ginseng, guisante, avena, arroz, soja, trigo, cebada, girasol
y algodén.

La una o mas construcciones genéticas quiméricas de la presente invencién pueden comprender ademas una region
3’ no traducida. Una regién 3' no traducida se refiere a aquella porciéon de un gen que comprende un segmento de
ADN que contiene una sefial de poliadenilacion y cualquier otra sefial reguladora capaz de efectuar el
procesamiento del ARNm o expresién genética. La sefial de poliadenilacion se caracteriza usualmente efectuando la
adicion de rastros de acido poliadenilico al extremo 3' del precursor de ARNm. Las sefiales de poliadenilacion se
reconocen c omunmente por | a pr esencia de ho mologia con | a forma c anénica 5' A ATAAA-3’, aunque nos on
infrecuentes | as variaciones. Una o m as de las c onstrucciones gené ticas qui méricas de la pr esente invencion
pueden también incluir potenciadores adicionales, ya sea potenciadores de traduccion o de transcripcion, segun se
requiera. Estas regiones potenciadoras son bien conocidas por los expertos en la técnica, y pueden incluir el codén
de inicio ATG y las secuencias adyacentes. El coddn de inicio debe estar en fase con el marco de lectura de la
secuencia de codificacion para asegurar la traduccion de la secuencia completa.

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

Para facilitar la identificacion de las células de plantas transformadas, las construcciones de esta invencion pueden
manipularse ademas para incluir marcadores seleccionables de plantas. Marcadores seleccionables utiles incluyen
enzimas qu e proporcionan resistencia a compuestos quimicos tal como un a ntibiético, por ejemplo, gentamicina,
higromicina, kanamicina, o herbicidas, tal como fosfinotricina, glifosato, clorosulfurén y similares. De forma similar, se
pueden utilizar enzimas que proporcionen la produccion de un compuesto identificable por medio de cambio de color
tal como GUS (beta-glucuronidasa), o luminiscencia, tal como luciferasa o GFP.

También se consideran parte de esta invencion las plantas transgénicas, células vegetales o semillas que contienen
la construccion genética quimérica de la presente invencién. Los métodos para regenerar plantas completas a partir
de células vegetales se conocen también en la técnica. En general, se cultivan células vegetales transformadas en
un medio apropiado, que puede contener agentes selectivos tal como antibidticos, donde se usan marcadores
seleccionables para facilitar 1a identificacion de células vegetales transformadas. Una vez se forman los callos, se
puede estimular |a formacion de brotes empleando las hormonas apropiadas de plantas de a cuerdo con métodos
conocidos y se transfieren los brotes al medio de enraizamiento p ara r egeneracién de | as plantas. La s plantas
pueden utilizarse entonces para establecer generaciones repetitivas, ya sea a partir de semillas o utilizando técnicas
de propagacion vegetativas. También pueden generarse plantas transgénicas sin utilizar cultivos de tejidos.

Los elementos reguladores descritos en la presente invencion pueden también combinarse con la regién de
codificacién de i nterés par a e xpresion de ntrode unr ango de or ganismos hué spedes que s on s ensibles a
transformaciéon, o ex presidont ransitoria. T ales or ganismosi ncluyen, peros in limitaciéon, p lantas,t anto
monocotileddneas como dicotileddneas, por ejemplo, pero sin limitacion, maiz, plantas de cereales, trigo, cebada,
avena, Nicotiana spp, Brassica spp, soja, judias, guisantes, alfalfa, patata, tomate, ginseng y Arabidopsis.

Los métodos para la transformacion estable y la regeneracion de estos organismos se encuentran establecidos en la
técnica y se conocen entre los expertos en la técnica. El método para obtener plantas transformadas y regeneradas
no es crucial para la presente invencion.

El't érmino " transformacion" s er efiere al at ransferencia i nterespecifica de i nformacion g enética ( secuencia
nucleotidica) que s e m anifiesta de f orma geno tipica, f enotipica, o am bas. L a transferencia interespecifica de | a
informacién genética proveniente de una construccion quimérica a un huésped puede heredarse y la transferencia
de informacién genética puede considerarse estable, o | a transferencia puede ser transitoria y |a transferencia de
informacién genética no puede heredarse.
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Se desvela un vector adecuado que comprende una construcciéon quimérica adecuada para utilizarse con sistemas
de expresion estables o transitorios. La informacion genética también puede proporcionarse dentro de una o mas
construcciones. Por ejemplo, una secuencia nucleotidica que codifica una proteina de interés puede introducirse en
una construccion, y una segunda secuencia nucleotidica que codifica una proteina que modifica la glicosilacién de la
proteina de interés puede introducirse utilizando una construccién separada. Estas secuencias nucleotidicas pueden
co-expresarse po steriormente den tro d e una p lanta. Sin embargo, t ambién p uede utilizarse una e structura que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica tanto la proteina de interés como la proteina que modifica el
perfil de glicosilacién de | a proteina de interés. En este caso, la secuencia nucleotidica comprendera una primera
secuencia que comprende una pr imeras ecuenciad e ac ido nu cleico que c odifical a pr oteina de interés
operativamente unida a un pr omotor o r egién reguladora, y una s egunda secuencia que comprende una s egunda
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina que modifica el perfil de glicosilacion de la proteina de interés,
la segunda secuencia operativamente unida a un promotor o regién reguladora.

Por “coexpresado” se entiende que dos o mas de dos secuencias de nucleétidos se expresan aproximadamente al
mismo tiempo dentro de la planta, y dentro del mismo tejido de la planta. Sin embargo, las secuencias de
nucleétidos no ne cesitan ex presarse exactamente al mismo tiempo. M ds bien,lasd os 0 m as secuencias de
nucledtidos se expresan en una forma tal que los productos codificados tengan una oportunidad de interactuar. Por
ejemplo, la proteina que modifica la glicosilacion de la proteina de interés puede expresarse ya sea antes o durante
el periodo cuando la proteina de interés se expresa de tal manera que la modificacion de la glicosilacion de la
proteina de interés tenga lugar. Las dos o mas de dos secuencias de nucledtidos pueden coexpresarse utilizando un
sistema de expresion transitorio, donde las dos o mas secuencias se introducen dentro de la planta
aproximadamente al mismo tiempo bajo condiciones tales que s e expresen ambas secuencias. Como alternativa,
una planta de plataforma que comprende una de las secuencias de nu cleétidos, por ejemplo, | a s ecuencia que
codifica la proteina que modifica el p erfil de glicosilacion de la proteina de interés, puede transformarse, ya sea
transitoriamente o en un a forma estable, con una secuencia adicional que codifica |a proteina de interés. En este
caso, la secuencia que codifica la proteina que modifica el perfil de glicosilacién de la proteina de interés puede
expresarse dentro de un tejido deseado, durante una etapa deseada de desarrollo, o su expresién puede inducirse
utilizando un promotor inducible, y la secuencia adicional que codifica la proteina de interés puede expresarse bajo
condiciones similares y en el mismo tejido, para asegurar que se coexpresan las secuencias de nucleétidos.

Las construcciones pu eden introducirse e n | as c élulas v egetales utilizando plasmidos Ti, pl asmidos R, v ectores
virales de | a planta, transformacion directa de A DN, microinyeccion, electroporacion, etc. Para la revision de tales
técnicas véase por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academy Press, Nueva
York V1II, pags. 421 - 463 (1988); Geiersony Corey, Plant Molecular Biology, 22 ediciéon, (1988); y Mikiy lyer,
Fundamentals of Gene Transfer in Plants. En Plant Metabolism, 22 edicién, DT. Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB
Layzell ( eds), A ddison Wesly, La ngmans Lt d, Lon dres, pags . 561 - 579 ( 1997). O tros m étodos i ncluyen la
incorporacion d irecta de A DN, el usode | iposomas, el ectroporacion, p or e jemplo, u tilizando pr otoplastos,
microinyeccion, microproyectiles o bigotes e infiltraciéon al vacio. Véase por ejemplo, Bilang, y col. (Gene 100: 247 -
250 (1991), Scheid y col. (Mol. Gen. Genet. 228: 104 - 112, 1991), Guerche y col. (Plant Science 52: 111 - 116,
1987), Neuhause y col. (Theor. Appl Genet. 75: 30 - 36, 1987), Klein y col., Nature 327: 70 - 73 (1987); Howell y col.
(Science 208: 1265, 1980), Horsch y col. (Science 227: 1229 - 1231, 1985), DeBlock y col., Plant Physiology 91: 694
701, 1 989), M ethods f or P lant M olecular B iology ( Weissbach y Weissbach, e ds. A cademic P ress Inc., 19 88),
Methods in Plant Molecular Biology (Schuler y Zielinski eds., Academic Press Inc., 1989), Liu y Lomonossoff (J. Virol
Meth, 105: 343 - 340, 2002), las Pat. de Estados Unidos n.° 4.945.050; 5.036.006; y 5.100.792, las Solicitudes de
Patente de Estados Unidos n.° de Serie 08/438.666, presentada el 10 de mayo de 1995, y 07/951.715, presentada el
25 de septiembre de 1992.

Como se describe a continuacion, se usan métodos de expresion transitoria para expresar las construcciones de la
presente invencién ( véase Liuy Lom onossoff, 2 002, J ournal of V irological M ethods, 105: 343 - 348). C omo
alternativa, puede utilizarse un método de expresion transitoria con base en vacio, como se describe por Kapila y
col. 1997. Estos métodos pueden incluir, por ejemplo, pero sin limitacién, un método de Agroinoculacion o
Agroinfiltracion, sin embargo, también se pueden utilizar otros métodos transitorios como se observo anteriormente.
Ya sea con la Agroinoculacion o con la Agroinfiltracion, una mezcla de Agrobacterias que incluye el acido nucleico
deseado ingresa a |os e spacios intercelulares de un tejido, por ejemplo, las hojas, |a porcién aérea de la planta
(incluyendo tallo, hojas y flores), otra porcién de la planta (tallo, raiz, flor) o la planta completa. Después de cruzar la
epidermis, las Agrobacteria infectan y transfieren copias de ADN-t dentro de |as células. El ADN-t se transcribe en
forma episomal y se traduce el ARNm, conduciendo a la produccién de la proteina de interés en células infectadas,
sin embargo, el paso del ADN-t dentro del nucleo es transitorio.
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Por "gen de interés", "secuencia nucleotidica de interés", o "region codificante de interés", se refiere a que cualquier
gen, secuencia nucleotidica, o regién de codificacion que se va a expresar dentro de un organismo huésped, por
ejemplo, una planta. E stas expresiones se utilizan de forma intercambiable. Tal secuencia nucleotidica de interés
puede incluir, pero sin limitacion, un gen o region de codificacidén cuyo producto es una proteina de interés. Ejemplos
de una pr oteina de interés incluyen, por e jemplo, pero sin | imitacion, un a enz ima i ndustrial, u n c omplemento
proteinico, un nutracéutico, un producto de valor afiadido, o un fragmento de los mismos para su uso en forraje,
alimento, o en ambos, una proteina farmacéuticamente activa, por ejemplo, pero sin limitacion, factores de
crecimiento, reguladores de crecimiento, anticuerpos, antigenos, y fragmentos de los mismos, o sus derivados utiles
para inmunizacion o vacunacion o similares. Proteinas de interés adicionales pueden incluir, pero sin limitacion,
interleucinas, por ejemplo, una o mas de una de IL-1 a IL-24, IL-26 y IL-27, citocinas, eritropoyetina (EPO), insulina,
G-CSF, G M-CSF, h PG-CSF, M -CSF o ¢ ombinaciones d e | as mismas, interferones, p or ej emplo, i nterferon-alfa,
interferon-beta, interferén-gama, factores de coagulacién sanguinea, por ejemplo, Factor VIII, Factor 1X, o tPA hGH,
receptores, agonistas de receptores, anticuerpos, neuropolipéptidos, insulina, vacunas, factores de crecimiento, por
ejemplo, p ero s in | imitacion, f actor del crecimiento epi dérmico, f actor del ¢ recimiento quer atinocitico, f actor de
crecimiento de transformacion, reguladores de crecimiento, antigenos, autoantigenos, fragmentos de los mismos, o
combinaciones de los mismos.

Si la secuencia nucleotidica de interés codifica un producto que es directa o indirectamente téxico para la planta,
entonces, usando el método de la presente invencion, tal toxicidad puede reducirse por toda la planta expresando de
forma selectiva el gen de interés dentro de un tejido deseado o en una etapa deseada del desarrollo de la planta.
Ademas, el periodo limitado de expresién resultante de la expresion transitoria puede reducir el efecto al producir un
producto téxico en la planta.

La region de codificacion de interés o la secuencia nucleotidica de interés puede expresarse en cualquier planta
huésped ad ecuada, y a s ea transformada o que comprenda |las secuencias nucleotidicas, 0 m oléculas de ac idos
nucleicos, o construcciones genéticas, o vectores de la presente invencién. Los ejemplos de huéspedes adecuados
incluyen, pero sin limitacion, Arabidopsis, cultivos agricolas que i ncluyen, por ejemplo, colza, Brassica spp., maiz,
Nicotiana spp., alfalfa, patata, ginseng, guisante, avena, arroz, soja, trigo, cebada, girasol y algodon.

Como se describe en mas detalle en los siguientes ejemplos, la sintesis de una proteina de interés, por ejemplo,
pero sin limitacion, un anticuerpo, C5-1, con una N-glicosilaciéon modificada, se produjo en una planta co-expresando
GalT o GNT1-GalT.

Lista de secuencias:

Secuencia SEQ ID NO: Secuencia SEQ ID NO:
Xmal-pPlas.c 1 GNT1-GalT (secuencia nucleotidica) 17
Sacl-ATG-pPlas.r 2 aminoacido GNT1-GalT 18
Sacl-PlasTer.c 3 aminoacido GnT-lll 19
EcoRI-PlasTer.r 4 aminoacido GNT1-GnT-llI 20
Plasto-443c 5 Dominio CTS de GNT1 (nucledtido) 21
Plas+LC-C51.r 6 Dominio CTS de GNT1 (aminoacido) 22
LC-C51.c 7 Promotor de plastocianina y 5'UTR 23
LC-C51XhoSac.r 8 Plastocianina 3' UTR y terminador 24
Plas+HC-C51.r 9 FgalTSpe 25
HC-C51.c 10 GNT1-GnT-lll (nucledtido) 26
HC-C51XhoSac.r 11 FgalT 27
HC-C51KDEL(Sacl).r 12 RgalTFlagStu 28
Glucopéptido triptico 13 FGNT 29
GalT | (nucleétido) 14 RGBTSpe 30
aminoacido GalT | 15
GnT-lll (nucleétido) 16

Ejemplos

Ejemplo 1: Ensamblaje de los casetes de expresion R610, R612 (figura 1a), R621 y R622 (figura 5a)

Todas las manipulaciones se realizaron usando protocolos de b iologia molecular ge neral de Sambrook y Russel
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(2001).
R610, R612 (figura 1a)
Los cebadores de oligonucleétidos usados se presentan a continuacion:

Xmal-pPlas.c: SEQ ID NO: 1 5'-~AGTTCCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTC-3' SEQ ID NO: 1
Sacl-ATG-pPlas.r: SEQ ID NO: 2 5'-AATAGAGCTCCATTTTCTCTCAAGATGATTAATTAATTAATTAGTC-

3'SEQID NO :2

Sacl-PlasTer.c: SEQ ID NO:3 5-AATAGAGCTCGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGG-3'
SEQ ID NO:3

EcoRI-PlasTer.r: SEQ ID NO:4 5'-

TTACGAATTCTCCTTCCTAATTGGTGTACTATCATTTATCAAAGGGGA-3' SEQ ID NO:4

Plasto-443c: SEQ ID NO:5 5'-GTATTAGTAATTAGAATTTGGTGTC-3' SEQ ID NO:5

Plas+LC-C51.r: SEQ ID NO:6 5'-ATCTGAGGTGTGAAAACCATTTTCTCTCAAGATG-3' SEQ ID NO:6
LC-C51.c: SEQ ID NO:7 5-ATGGTTTTCACACCTCAGATACTTGG-3' SEQ ID NO:7

LC-C51XhoSac.r: SEQ ID NO:8 5'-ATATGAGCTCCTCGAGCTAACACTCATTCCTGTTGAAGC-3' SEQ ID
NO:8

Plas+HC-C51.r: SEQ ID NO:9 5'-CAAGGTCCACACCCAAGCCATTTTCTCTCAAGATG-3' SEQ ID NO:9
HC-C51.c: SEQ ID NO: 10 5'-ATGGCTTGGGTGTGGACCTTGC-3' SEQ ID NO: 10

HC-C51XhoSac.r: SEQ ID NO: 11 5'-ATAAGAGCTCCTCGAGTCATTTACCAGGAGAGTGGG-3' SEQ ID
NO: 11

HC-C51KDEL(Sacl).r: SEQ ID NO: 12 5'-ATAAGAGCTCTCAAAGTTCATCCTTTTTACCAGGAGAGTGGG-
3'SEQID NO: 12

La primera etapa de clonacion consisti6 en ensamblar un plasmido receptor que contenia elementos reguladores
aguas arriba y aguas abajo del gen de pl astocianina de al falfa. EI promotor de pl astocianina (Patente de E stados
Unidos 7. 125.978) y | as s ecuencias 5'UTR s e am plificaron a par tir de A DN gend mico de al falfa utilizando | os
cebadores de oligonucléotidos Xmal-pPlas.c (SEQ ID NO: 1) y Sacl-ATG-pPlas.r (SEQ ID NO: 2). El producto
resultante de la amplificacién se digirié con Xmal y Sacl y se ligé con pCAMBIA2300, previamente digerido con las
mismas enzimas, para crear pCAMBIA-PromoPlasto. De manera similar, las secuencias de 3'UTR y el terminador,
del gen de plastocianina (figura 1 c¢; nu cledtidos 1-399 dela SEQ ID N O: 24) se am plificaron a partir de ADN
gendmico de alfalfa utilizando los siguientes cebadores: Sacl-PlasTer.c (SEQ ID NO: 3) y EcoRI-PlasTer.r, (SEQ ID
NO: 4) y el producto se digirié con Sacl y EcoRI antes de insertarse en los mismos sitios de pCAMBIA-PromoPlasto
para crear pPCAMBIAPIasto.

Los plasmidos R 610y R 612 se prepararon para contener secuencias de cadena ligera C5-1 y de cadena pesada
C5-1 bajo el promotor de plastocianina de alfalfa como construcciones en tandem; R 610 se disefié para permitir la
retencion en el ER de la IgG ensamblada y comprendié la secuencia de KDEL fusionada al extremo de la cadena
pesada de C5-1, y R 612 se disefid para permitir la secrecion.

El en samblaje d e c asetes de expresion de C 5-1 s e realizd utilizando un m étodo de ligacion mediado por P CR
descrito por Darveau y col. (1995). Para ensamblar las secuencias de codificaciéon de cadena ligera aguas abajo del
promotor de pl astocianina, u na primera etapa consistio e n am plificar los primeros 44 3 pares de b ases (pb) del
promotor de plastocianina de alfalfa (nucledtidos 556-999 de la figura 1b o SEQ ID NO: 23) descritos por D'Aoust y
col. (Patente de Estados Unidos 7.125.978) aguas abajo del ATG inicial mediante PCR usando pCAMBIAPIlasto
como plantilla y los siguientes cebadores:

Plasto-443c (SEQ | DN O: 5)y Pl as+LC-C51.r (SEQ | DN O:6 ;e | solapamiento estd subrayado,
anteriormente).

De forma paralela, la secuencia de codificacion de cadena ligera se amplificd por PCR a partir del plasmido pGA643-
kappa (Khoudi y col., 1999) con los siguientes cebadores:

LC-C51.C (SEQ ID NO: 7) y LC-C51XhoSac.r. (SEQ ID NO: 8; el solapamiento esta subrayado).
Los dos productos de amplificacion obtenidos se mezclaron y utilizaron como plantilla en una tercera reaccién por

PCR utilizando los cebadores Plasto-443c (SEQ ID NO: 5) y LC-C51XhoSac.r (SEQ ID NO: 8). El solapamiento entre
los cebadores Plas+LC-C51.r (SEQ ID NO: 6) y LC-C51.C (SEQ ID NO: 7) utilizados en las primeras reacciones
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condujo al ensamblaje de | os productos de la am plificacion durante la tercera reaccion. E| producto e nsamblado
resultante de la tercera reaccion por PCR se digirié con Dralll y Sacl y se ligé con pCAMBIAPIasto digerido con
Dralll y Sacl para generar el plasmido R540.

La s ecuencia codificante de cadena pesada se fusiond con el elemento regulador aguas arriba de p lastocianina
mediante la amplificacion de los 443 pb aguas arriba del ATG inicial de plastocianina, los nucleétidos 556-999 de la
figura 1b; SEQ ID NO: 23, mediante PCR utilizando pCAMBIAPIlasto como plantilla con los siguientes cebadores:

Plasto-443c (SEQ ID NO: 5) y Plas+HC-C51.r (SEQ ID NO: 9; el solapamiento subrayado anterior).

El producto de estas reacciones se mezclé y ensamblé en una tercera reaccion por PCR utilizando los cebadores
Plasto-443c (SEQ ID NO: 5) y HC-C51XhoSac.r (SEQ ID NO: 11). El fragmento resultante se digirié con Dralll y Sacl
y se ligé en pCAMBIAPIasto entre los sitios de Dralll y Sacl. El plasmido resultante se denominé R541.
Se afadio6 una etiqueta KDEL en el extremo C de la secuencia codificante de cadena pesada mediante amplificacién
por PCR con los cebadores Plasto-443c (SEQ ID NO: 8) y HC-C51KDEL (Sacl).r (SEQ ID NO: 12) utilizando el
plasmido R541 como una plantilla. El fragmento resultante se digirié con Dralll y Sacl se clond en los mismos sitios
de pCAMBIAPIasto, creando el plasmido R550.
El ensamblaje de los casetes de expresion de cadena ligera y pesada en el mismo plasmido binario se realiz6 como
se indica a continuacion: R541 y R550 se digirieron con EcoRl, se redujeron, se digirieron con Hindlll y se ligaron en
los sitios Hindlll y Smal de R540 para crear R610 (con KDEL) y R612 (sin KDEL; véase la figura 1).
R621 y R622 (figura 5a) - Los cebadores oligonucleotidicos usados se presentan a continuacion

FgalT SEQ ID NO: 27 5'-GACTCTAGAGCGGGAAGATGAGGCTTCGGGAGCCGCTC-3' SEQ ID NO: 27

RgalTFlagStu SEQ ID NO: 28
5’- AAGGCCTACG CTACTTGTCAT CGTCATCTTT GTAGTCGCAC

GGTGTCCCG AAGTCCAC -3° SEQID NO: 28
FGNT SEQ ID NO: 29 5'-ATCGAAATCGCACGATGAGAGGGAACAAGTTTTGC-3' SEQ ID NO: 29
RGNTSpe SEQ ID NO: 30 5-CGGGATCCACTAGTCTGACGCTTCATTTGTTCTTC-3' SEQ ID NO: 30

FgalTSpe SEQ ID NO: 25 5-GGACTAGTGCACTGTCGCTGCCCGCCTGC-3' SEQ ID NO: 25

Los plasmidos para la expresion de GalT y GNT1GalT se ensamblaron a partir de pBLTI121 (Pagny y col., 2003). El
gen de B(1,4)-galactosiltransferasa (hGalT) (galactosa UDP: B-N-acetillglucosaminida: B(1,4)-galactosiltransferasa;
EC 2.4.1.22) se aisl6 de pU C19-hGalT (Watzele y col.,1991) con digestién de E coRI. Después del tratamiento de
Klenow, el fragmento de hG alT de 1, 2kb se clon6é en pBLTI221 en | os sitios S mal, dando como resultado e |
plasmido pBLTI221hGalT. D espués, una etiqueta indicadora s e fusiond con el extremo C -terminal de la region
codificante mediante PCR utilizando los cebadores FGalT (SEQ ID NO: 27) y RGalTFlagStu (SEQ ID NO: 28) para
amplificacién. P osteriormente, R622 se produjo clonando este fragmento Xbal-Stul en el vector binario pBLTI121.
Los primeros 77 a. a. de N-acetilglucosaminiltransferasa | (GNT1) que corresponden al dominio transmembrana se
amplificaron por PCR utilizando el ADNc de N. tabacum que codifica N-GNT1 como plantilla (Strasser y col., 1999) y
FGNT (SEQ ID NO: 29) y RGNTSpe (SEQ ID NO: 30) como cebadores. El producto de amplificacion se clond en
primer lugar en el vector pGEM-T, y el plasmido resultante se asimilé con Apaly BamHI, y se ligé en pB LTI221,
produciendo u n pl asmido denominado pB LTI221-GNTI. E | dom inio ¢ atalitico de hG alT s e obt uvo mediante
amplificaciéon por PCR en pBLTI221hGalT usando los cebadores FGalTSpe (SEQ ID NO: 25) y RgalTFlagStu (SEQ
ID NO: 28), creando los sitios Spel y Stul en el extremo 5' y 3', respectivamente. Después, el fragmento Spel/Stul
hGalT se clond enpB LTI221-GNT1 ut ilizando | os m ismos  sitios ( Spel y S tul), c reando pBLTI221-GNTIGalT.
Finalmente, pBLTI221-GNTIGalT se asimilé con Xbal y Stul aislando la secuencia codificante de GNT1GalT (figura
5d; SEQ ID NO: 17), y R621 se produjo clonando este fragmento en el vector binario pBLTI121.

Todos los clones se secuenciaron para confirmar la integridad de las construcciones. Los plasmidos se usaron para
transformar Agrobacterium tumefaciens (AGL1; ATCC, Manassas, VA 20108, Estados Unidos) por electroporacion
(Hofgen y Willmitzer, 1988) usando un aparato Gene Pulser Il (Biorad, Hercules, CA, Estados Unidos) como para la
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transformacion de E. coli (W.S. Dower, Electroporation of bacteria, En "Genetic Engineering", Volumen 12, Plenum
Press, Nueva Y ork, 1990, J .K. S etlow eds .). La integridad de t odas las c epas de A.tumefaciens se co nfirmo
mediante un mapeo de restriccion.

Se preparé una construccién HcPro como se describe en Hamilton y col. (2002).

Ejemplo 2: Preparacion de biomasa vegetal, inoculacién, agroinfiltracion y cosecha

Se cultivaron plantas de Nicotiana benthamiana a partir de semillas en superficies llenas con un sustrato de musgo
esfagnaceo comercial. Se dej6é que las plantas crecieran en el invernadero bajo un fotoperiodo de 16/8 y un régimen
de t emperatura de 2 5 °C dur ante e | di a/20 °C dur ante | a noc he. T res s emanas d espués d el s embrado, se
seleccionaron pl antulas i ndividuales, s e t ransplantaron e n m acetas y s e dej 6 que crecieran en el invernadero
durante tres semanas adicionales en las mismas condiciones ambientales.

Las cepas de Agrobacteria R612, R610, R621, R622 o 35SHcPro crecieron en un medio YEB complementado con
acido 2 -[N-morfolino]etanosulfonico 10 mM ( MES), ac etosiringona 20 pM, 50 ug/ml de ¢ anamicinay 25 pg/ml de
carbenicilina a pH 5,6 hasta que alcanzaron una ODsoo entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones se Agrobacterium se
centrifugaron antes de utilizarse y se suspendieron de nuevo en un medio de infiltracién (MgClz 10 mMy MES 10
mM a pH 5,6).

La infiltracion con jeringa se realiz6 como se describe por Liu y Lomonossoff (2002, Journal of Virological Methods,
105: 343-348)).

Para la infiltracién al vacio, las suspensiones de A. tumefaciens se centrifugaron, se suspendieron de nuevo en el
medio de infiltracién y s e almacenaron durante la noche a4 °C.Eldiadela infiltracion, los lotes de cultivo se
diluyeron en 2,5 volumenes de cultivo y se dejo que se calentaran antes de utilizarse. Se pusieron al revés plantas
completas de Nicotiana b enthamiana en | a suspensién bacteriana en un dep 6sito de ac ero i noxidable c errado
herméticamente, con un vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Tras la infiltracién con jeringa o al vacio, las plantas se
devolvieron al invernadero durante un periodo de incubacion de 4-5 dias hasta su cultivo.

Muestreo de Hojas y Extraccion Total de Proteinas

Después de la incubacién, se coseché la parte aérea de las plantas, se congeld a -80 °C, se trituro y se separ6 en
sub-muestras de 1,5 o 7,5 g. Las proteinas solubles totales se extrajeron al homogeneizar (Polytron) cada sub-
muestra de material congelado-triturado de planta en 3 volumenes de Tris 50 mM frio a pH 7,4, NaCl 0,15 M, Triton
X-100 al 0,1 %, fluoruro de fenilmetansulfonilo 1 mMy qui mostatina 10 uM. D espués d e la homogenizacion, | as
suspensiones se c¢ entrifugaron a 20. 000 gd urante20 mina4 °Cy es tosex tractos e n br uto d epurados
(sobrenadante) se conservaron para su analisis. El contenido de proteina total de los extractos en bruto depurados
se determind mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad, H ercules, CA) utilizando al bimina s érica bovina como
estandar de referencia.

Ejemplo 3: Analisis de proteinas, inmunotransferencia y ELISA

C5-1 es una |gG murina anti-humana, por lo tanto, la deteccién y cuantificacion puede realizarse através de su
afinidad caracteristica con IgG (marcas de actividad) o mediante su inmunorreactividad con IgG anti-raton.

Las proteinas de extractos totales en bruto o anticuerpos purificados se separaron mediante SDS-PAGE vy se tifieron
con Azul de Coomassie R-250 o G-250 o se electrotransfirieron a membranas de difluoruro de polivinileno (Roche
Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN) para inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, las membranas
se bloquearon con leche desnatada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en una solucion salina tamponada con Tris (TBS-T)
durante 16-18 h a 4 °C.

La inmunotransferencia se realizé mediante incubacion con los siguientes anticuerpos: un anticuerpo 1gG (H+L) anti-
raton de ¢ abra c onjugado c on peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, West Grove, P A, Cat. n.° 115-035-146)
(0,04 ug/mle nl eche desnatadaal 2% e nT BS-T), un ant icuerpo | gG hu mano ¢ onjugado con peroxidasa
(Gamunex® Bayer Corp., Elkhart, IN) (0,2 ug/ml en leche desnatada al 2 % en TBS-T) o un anticuerpo IgG anti-ratén
de cabra policlonal (especifico de cadena pesada) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) (0,25 ug/ml en leche desnatada al
2% en T BS-T). Un anticuerpo | gG ant i-cabra de a sno conjugado c on per oxidasa ( Jackson | mmunoResearch)
(0,04 ug/ml en leche desnatada al 2 % en TBS-T) se utilizd como anticuerpo secundario para membranas tratadas

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2624776 T3

con el a nticuerpo es pecifico de ¢ adena p esada. S e detectaron| os complejos inmunorreactivos mediante
quimioluminescencia utilizando luminol como el sustrato (Roche Diagnostics Corporation). La conjugacion de la
enzima de peroxidasa de rabano picante del anticuerpo IgG humano se realizd usando el equipo de conjugacion de
peroxidasa activada EZ-Link Plus® (Pierce, Rockford, IL).

Ensayo cuantitativo de ELISA

Placas con m dultiples p ocillos ( Immulon 2H B, T hermoLab System, Franklin, MA) s e cubrieron con 2,5 ug/mlide
anticuerpos anti-raton de cabra especificos para cadena pesada de IgG1 (Sigma M8770) en tampdn de carbonato
50 mM (pH 9,0) a 4 °C durante 16-18 h. Las placas multipocillo se bloquearon después a través de 1 h de incubacion
en caseina al 1 % en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (Pierce Biotechnology, Rockford, II) a 37 °C.
Una curva estandar se genero con diluciones de un control de 1gG1 de ratén purificado (Sigma M9269). Al realizar
los inmunoensayos, todas las diluciones (control y las muestras) se realizaron en un extracto vegetal obtenido de un
tejido vegetal infiltrado e incubado con inoculo de control, de manera que se eliminase cualquier efecto de matriz.
Las placas se incubaron con muestras de proteinas y diluciones con curvas estandar durante 1 h a 37 °C. Después
de tres lavados con Tween-20 al 0,1 % en PBS (PBS-T), las placas se incubaron con un anticuerpo 1gG (H+L) anti-
raton de cabra conjugado con peroxidasa (0,04 pg/ml en una solucion de bloqueo) (Jackson ImmunoResearch 115-
035-146) durante 1 h a 37 °C. Los lavados con PBS-T se repitieron y las placas se incubaron con un sustrato de
peroxidasa de 3,3', 5, 5'-Tetrametilbencidina ( TMB) S ure B lue ( KPL, G aithersburg, M D). La r eaccion s e det uvo
afiadiendo HCI 1 N y la absorbancia se leyé a 450 nm. Cada muestra se analizé por triplicado y las concentraciones
se interpolaron en la porcion lineal de la curva estandar.

Ejemplo 4: Purificacion de 1gG

La purificacion de C5-1 a partir del material de las hojas implicé recoger hojas congeladas de N. benthamiana (100-
150 g), anadir fosfato sdédico 20 mM, NaCl 150 mM y meta-bisulfito sédico 2 mM con un pH de 5,8-6,0, y mezclar con
ayuda de u n m ezclador comercial dur ante 2 -3 min at emperatura a mbiente. S e r etiraron | as f ibras insolubles
mediante una filtracion basta de Miracloth™ (Calbiochem, San Diego, CA) y se afiadi6 fluoruro de fenilmetansulfonilo
10 mM (PMSF) al filtrado. El extracto se ajusté a un pH 4,8 + 0,1 con HCI 1 M y se depurd mediante centrifugacion a
18.000 g durante 15 min a 2 -8 °C. E| sobrenadante depurado se ajusté aunpH de 8,0 £+ 0,1conTRIS2 M, se
depurd de nuevo mediante centrifugacién a 18000 g durante 15 min a 2-8 °C, y se filtr6 en membranas secuenciales
de 0,8 y 0,2 um (Pall Corporation, Canada). El material filtrado se concentré6 mediante filtracion de flujo tangencial
utilizando una membrana de ultrafiltracion de corte con peso molecular de 100 kDa de 0,2 pies? de area eficaz (GE
Healthcare B iosciences, C anada) para reducir el volumen del m aterial depuradode 5 a 10 v eces. D espués, la
muestra concentrada se aplic6 a una columna de 5mm x 5cm (volumen de columna de 1 ml) de proteina
recombinante G-Sepharose Fast Flow (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, Cat. n.° P4691). La columna se lavé con 5
volumenes de columna de TRIS-HCI 20 mM, NaCl 150 mM con un pH de 7,5. El anticuerpo se eluydé con glicina
100 mM con pH de 2,9-3,0, e inmediatamente se llevé a un pH neutro mediante recoleccién en tubos con volumenes
calculados de TRIS-HCI 1 M a pH 7,5. Las fracciones agrupadas de anticuerpos eluidos se centrifugaron a 21000 g
durante 15 min a 2-8 °C y se almacenaron a -80 °C hasta su andlisis. Después de la purificacién, la columna de
afinidad se limpié y se almacend de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El mismo medio cromatografico
pudo volverse a utilizar para varias purificaciones sin una modificacién significativa del rendimiento de la purificacion
(hasta 10 ciclos probados).

Ejemplo 5: Analisis de N-Glicosilacion

Las muestras que comprendian C5-1 (50 pg) se realizaron en SDS/PAGE al 15 %. Las cadenas pesadas y ligeras
se revelaron con azul de Coomassie y la banda de proteinas correspondiente a la cadena pesada se extrajo y se
cortd en p equerios f ragmentos. L os fragmentos se | avaron 3 v eces con 600 pl de u na s olucion de N HsHCO3
0,1 M/CH3CN (1/1) durante 15 minutos cada vez y se secaron.

La reduccion de puentes de disulfuro se produjo mediante la incubacion de los fragmentos de gel en 600 pl de una
solucion de DTT 0,1 M en NH4HCO3 0,1 M, a 56 °C durante 45 minutos. La alquilacién se realizd afiadiendo 600 pl
de una solucién de yodoacetamida 55 mM en N H4HCO3 0,1 M, a t emperatura ambiente durante 30 minutos. Los
sobrenadantes se desecharon y los fragmentos de poliacrilamida se lavaron una vez mas en NH4HCO3
0,1 M/CH3CN (1/1).

Después, | as proteinas s e digirieron con 7,5 pg de t ripsina (Promega) en 600 plde N H4HCO3 0,05 M, a 37 °C
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durante 16 h. Se afiadieron doscientos ul de CH3CN y se recogi6 el sobrenadante. Después, los fragmentos de gel
se lavaron con 200 ul de NH4HCO3 0,1 M, después con 200 pl de C H3CN de nuevo y, finalmente, con 200 pl de
acido férmico al 5 %. Todos los sobrenadantes se agruparon y se liofilizaron.

La separacion peptidica mediante HPLC se realizé en una columna de fase inversa C18 (4,5 x 250 mm) con un
gradiente lineal de CH3CN en TFA al 0,1%. Las fracciones se recogieron, se liofilizaron y se analizaron por MALDI-
TOF-MS en un instrumento Voyager DE-Pro MALDI-TOF (Applied Biosystems, Estados Unidos) equipado con un
laser de nitrogeno de 337 nm. Se realizaron los espectros de masas en el modo de extraccion retardada del reflector
usando &cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-Aldrich) como matriz.

Ejemplo 6: Cuantificaciéon de expresion transitoria de IgG en hojas agroinfiltradas de Nicotiana benthamiana

Para probar si los casetes de expresion a base de plastocianina fuertes podian provocar una alta acumulacion de
una IgG completamente ensamblada, las secuencias codificantes de | a cadena ligera y pesada de C5-1, una IgG
anti-humana murina (Khoudi y col. 1997) se ensamblaron en construcciones en tandem aguas abajo del promotor de
plastocianina y secuencias sin traducir 5', y se flanquearon con las secuencias no traducidas 3' de plastocianina y de
terminacion de transcripcion en el mismo segmento de ADN-T de un plasmido binario pCambia como se representa
en la figura 1.

Tanto en el casete de expresion R612 como R610 (véase el Ejemplo 1), las secuencias de codificacion de cadena
pesada y ligera contenian el péptido de s efial nativo de C5-1 (Khoudi y col. 1999), pero en R610, la secuencia de
codificacion de un pé ptido K DEL s e afia dié e n el extremo C -terminal de | a c adena pes ada par a r estringir e |
movimiento de la IgG ensamblada al aparato de Golgi.

Tras las etapas de clonacion y la transferencia de plasmidos en Agrobacterium tumefaciens (AGL1), cada hoja de las
tres plantas de Nicotiana benthamiana se infiltraron con jeringa con cepas de Agrobacterium transformadas con los
plasmidos R612 o0 R610, y se incubaron en condiciones de invernadero durante 6 dias antes de su analisis, como se
describe en el Ejemplo 2. Después del periodo de incubacion, las hojas de cada planta (aproximadamente 20 g de
biomasa) se congelaron, se trituraron, y el polvo congelado se mezclé para producir una muestra homogénea de la
cual se tomaron 2 s ub-muestras de 1,5 gramos para s u ex traccion ( de cada pl anta; v éase el E jemplo 3) . E |
contenido en C5-1 se cuantificd en extractos totales de proteinas de cada muestra mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a e nzimas (ELISA) utilizando una cadena pesada de | gG1 anti-raton de ¢ abra policlonal
para la captura y una IgG anti-ratén de cabra conjugada con peroxidasa (H+L) para la deteccién (véase el Ejemplo
3).

Como se muestra en la figura 2, la agroinfiltracion de R612 condujo a la acumulacién de 106 mg del anticuerpo por
kg d e peso fresco, mientras que la forma retenida en ER del anticuerpo (R610) al canzé 211 mg/kg FW enlas
mismas condiciones.

Debido a que el silenciamiento genético postranscripcional (PTGS) ha demostrado limitar la expresién de transgenes
en plantas agroinfiltradas de Nicotiana benthamiana y que la co-expresion de un supresor de silenciamiento del virus
de la patata Y (HcPro) contrarrest6 la degradacion especifica de ARNm de los transgenes (Brigneti y col., 1998), la
co-infiltracién de una c onstruccién H cPro (Hamilton y col., 2002) se probd para d eterminar su eficiencia con la
expresion en aumento de C5-1. La co-expresion de R612 y R610 con HcPro aumentd los niveles de acumulacion de
anticuerpos 5,3y 3, 6 v eces, r espectivamente, en comparacion c on | os ob servados en aus encia de H cPro. En
presencia de HcPro, la expresion de C5-1 controlada con plastocianina alcanzé valores promedio de 558 mg/kg de
FW con R612,y 757 mg/kg de FW con R610 (figura 2). Los niveles maximos de expresion de C 5-1 excedieron
1,5 g/kg de FW (25 % de las proteinas solubles totales) en algunos extractos de hojas infiltradas con R612 y R610.

Para evaluar la escalabilidad de un sistema de expresion de agroinfiltracién, la acumulacion de C5-1 se cuantificé
seguida de un procedimiento de infiltracion al vacio adaptado de Kapila y col. (1997). En esta serie de experimentos,
la parte aérea de las plantas completas se infiltraron al vacio con R612 + HcPro o R610 + HcPro y se devolvieron al
invernadero durante 6 dias antes de la cosecha. En un e sfuerzo para proporcionar datos que s ean representativos
de un sistema de produccién a gran escala, se congelaron lotes de aproximadamente 250 g de hojas/peciolos de
varias plantas, se molieron en una muestra homogénea, y se recogieron 3 sub-muestras de 7,5 gramos de material
por lote para su analisis. Como se muestra a t ravés de | a cuantificacion por ELISA, los niveles de a cumulacién
promedio de C5-1 alcanzaron 238 y 328 mg/kg de FW para las infiltraciones de R612 y R610 respectivamente (figura
2).
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Ejemplo 7: Caracterizacion del anticuerpo producido

Se us aron a ndlisis d e t ransferencia d e pr oteinas ( véase el E jemplo 3) p arar evelar el nivel de e nsamblaje y
fragmentacién de la IgG C5-1 en plantas que producen las formas secretadas de (R612) y de retencién en ER
(R610) de la proteina, después de tanto experimentos de infiltracion de jeringa como al vacio. Una transferencia de
Western sondeada con IgG H+L anti-raton d e cabra c onjugada c on peroxidasa s e utilizé en primer lugar para
destacar la presencia de un maximo de fragmentos de anticuerpos, independientemente de su origen en la molécula
de C5-1. Como se muestra en la figura 3A, todos los extractos de proteinas contenian fragmentos de tamafo
molecular similar y en abundancia relativa similar, sin importar la estrategia de direccionamiento subcelular o el
método de infiltracion utilizado. En cada caso, se reveld una banda mayor (>85 %) correspondiente al anticuerpo
completo a aproximadamente 150 kDa, con dos bandas menores a aproximadamente 135 kDa y aproximadamente
100 kDa, mostrando que el anticuerpo se acumulé principalmente en su forma completamente ensamblada (HzLz).
De manera interesante, los fragmentos de movilidad electroforética similar también estaban presentes en la IGg1 de
control purificada a par tir de una | inea celular tumoral murina (MOPC-21; Sigma #M9269), lo que sugeria que las
fragmentaciones producidas en las lineas celulares de plantas y animales eran similares y, quiza resultantes de
actividades pr oteoliticas ¢ omunes. T ambién se o btuvieron r esultados s imilares ¢ on un an ticuerpo ant i-ratén
especifico de cadena pesada para la deteccion.

Para ensayar la identidad de |os fragmentos de anticuerpos presentes en los extractos, se utilizé una transferencia
de actividad, en la que las proteinas transferidas se prueban con una IgG1 humana conjugada con peroxidasa, el
antigeno de C5-1. La identidad de un anticuerpo completamente ensamblado con una banda de aproximadamente
150 kDa puede observarse en la figura 3B. Ademas, el patron de fragmentacion observado en las transferencias de
Western, con excepcion de un banda de 100 kDa (véase la figura 3A) es visible en |a transferencia de actividad
(figura 3B). Sin desear quedar ligado por la teoria, este resultado sugiere que el fragmento de 100 kDa no contiene
las regiones Fab del anticuerpo de C5-1, y puede consistir, al menos en parte, en dimeros de cadena pesada, un
intermedio del ensamblaje de anticuerpos.

Ejemplo 8: Purificacién de anticuerpos y caracterizacion del producto purificado

El anticuerpo se purificé a partir de la biomasa, utilizando una Unica etapa cromatografica de afinidad de Proteina G
y el producto obtenido se analizé6 mediante SDS-PAGE (véase el Ejemplo 4). El gel tefiido con azul de Coomassie
que se presenta en la figura 4a muestra una banda principal a 150 kDa en la fraccion del eluato de la Proteina G.
Esta banda representa mas del 85 % del producto purificado en la forma secretada y retenida en ER, y el contenido
en los contaminantes es idéntico para ambas formas (figura 4A, filas 4 y 5). Un analisis de transferencia Western,
probado con una 1gG anti-ratén policlonal, ha m ostrado el origen murino de | gG del contaminante principal en | as
fracciones purificadas de C 5-1 (datos no mostrados). En condiciones de r educcioén, se detectaron dos productos
principales a aproximadamente 26 kDa y aproximadamente 55 kDa, lo que corresponde al peso molecular de las
cadenas ligera y pes ada, respectivamente ( figura 4B, fila 2). La c adena pe sada del anticuerpo retenido en E R
mostré una movilidad electroforética mas elevada que la cadena pesada del anticuerpo apoplasico (figura 4B, fila 3),
lo que se interpreta como los resultados combinados de aminoacidos KDEL adicionales presentes en el extremo C-
terminal y las diferencias en la N-glicosilacion debido a la retencion en ER. La figura 4C muestra que los anticuerpos
purificados (150 kDa) unidos con IgG1 humana, como ocurrié con los fragmentos contaminantes de 75, 90, 100, y
120 kDa, destacando la presencia de al menos un segmento Fab en estos fragmentos. La presencia de Fab en el
fragmento de 100 kDa contrastd con el resultado obtenido del analisis de extractos en bruto, donde la banda de
100 kDa no se unio con la IgG humana. Existen hipétesis de que la cantidad de fragmentos que contienen Fab y que
migran a 100 kDa en el extracto en bruto fue demasiado baja para la deteccion con esta transferencia de actividad o
que el fragmento que migra a 100 kDa consistia en dos moléculas diferentes, una de dimeros de cadena pesada (sin
Fab) y la otra con regiones de unién a antigeno.

La capacidad de reproduccion de este sistema para la produccion de anticuerpos se evalué con una comparacion
paralela de los productos purificados de 2 lotes de infiltracion diferentes y 3 lotes de purificacion distintos de cada
lote. El andlisis de SDS-PAGE tenido con azul de Coomassie de los lotes de purificacion mostré la presencia de
bandas idénticas en todos los lotes, y en abundancia relativa altamente similar (figura 4D).

Ejemplo 9: Modificacién de N-glicosilacién de anticuerpos m ediante la co-expresion de una galactosiltransferasa
humana

Para investigar sila co-expresion transitoria puede usarse para controlar la glicosilacién de pr oteinas emergentes
durante | a ex presion t ransitoria, s e pr epararon ¢ asetes de ex presion de p lastocianina g ue ¢ omprendian
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B1,4galactosiltransferasa human nativa (GalT). R622 comprendia GalT (figura 5B), y R621 comprendia el dominio
catalitico de GalT fusionado con el dominio CTS de N-acetilglucosaminil transferasa (GNT1; GNT1GalT (figura 5A).
El dominio C TS de N -acetilglucosaminil t ransferasa (GNT1) s e s eleccioné c omo an claje d e m embrana par a el
dominio catalitico de GalT humano, ya que GNT1 actlia en una etapa temprana de la sintesis N-glicanos complejos
enel ERYy el aparato de cis-Golgi ( Saint-Jore-Dupas y col., 2006). Sin de sear quedar ligando por la teoria, el
secuestro de la actividad de GalT en una etapa temprana de la maduracién de la proteina puede dar como resultado
la adicion de B1,4galactosa en glicanos de maduracion y la inhibicidn eficiente de | a fucosilacion y xilosilacion del
nucleo. Estas construcciones se co-infiltraron en plantas con C5-1.

Las plantas de Nicotiana benthamiana se infiltraron con R612 (véase el Ejemplo 2) (forma secretada de C5-1), R612
+ R621 (GNT1GalT) o R612 + R622 (GalT) en presencia de HcPro. La figura 6 muestra un andlisis inmunoldgico de
C5-1 purificado a partir de estas muestras de biomasa.

La galactosilacion del anticuerpo se estimé mediante afinodeteccién con la aglutinina de Erythrina cristagali (ECA)
que se une especificamente a f1,4galactosa. Como se esperaba, no se detecté galactosa cuando C5-1 se expresé
en s olitario (R612; figura 6) . La gal actosilacion se o bservé en C 5-1 purificado a par tir de ¢ o-infiltraciones c on
R512+R622 (GalT) pero no a partir de co-infiltraciones con R612+R621 (GNT1GalT, Figura 6). La transferencia de
Western realizada utilizando anticuerpos anti-p1,3fucosa revelaron la fucosilacion del N-glicano en el control C5-1
expresado sin galactosiltransferasa. La fucosilacion del N-glicano no se detecté en el anticuerpo co-expresado con
GNT1GalT, sin importar el método de agroinfiltracion, mientras que la co-expresion con el GalT nativa no condujo a
una reduccion detectable en la fucosilacion del anticuerpo (figura 6). Se obtuvieron resultados similares con los
anticuerpos especificos anti-p1,2xilosa, que mostraron la ausencia total de inmunosefiales especificas de xilosa en
C5-1 co-expresado con GNT1GalT y su presencia cuando C5-1 se co-expreso con GalT (figura 6).

Los geles tefidos con C oomasie p ara es timaciones visuales directas de | gG c ompletamente ens amblada, y las
transferencias de Western y de actividad se realizaron en los mismos extractos. En base a estos datos, el sistema de
expresion de anticuerpos que se describe alcanza rendimientos de 1,5 g/kg de peso fresco con mas del 85 % del
producto que consiste en IgG tetramérica de tamafio completo de aproximadamente 150 kDa en extractos en bruto.

La adicion de un péptido KDEL en e | extremo C-terminal de la cadena pesada se ha utilizado previamente para
aumentar la acumulacion de anticuerpos (2-10X) mediando en la recuperacion del anticuerpo del Golgi de vuelta al
ER (Schillberg y col., 2003). Con el sistema de expresion que se describe en el presente documento, la adicion de
un péptido KDEL a la cadena pesada de C5-1 duplicé el rendimiento de C 5-1 cuando el supresor de HcPro de
silenciamiento no estaba en uso. La diferencia entre el rendimiento de C5-1 en presencia o ausencia de KDEL se
redujo de forma significativa cuando se usé HcPro para reducir el silenciamiento. La retencién en ER no afecto a la
calidad del producto, debido a que los fragmentos observados en los extractos en bruto de plantas que producen las
formas de retencién en ER y secretadas del anticuerpo tenian un tamafio idéntico y abundancia relativa.

C5-1 se separd en un analisis por HPLC preparativa y el perfil de N-glicano del glicopéptido triptico EEQFNSTFR
(SEQ ID NO: 13) de C5-1 se analiz6 mediante espectrometria de masas de M ALDI-TOF. Como se muestra en la
figura 7A, cuando C5-1 se expresoé en solitario, su poblacion de N-glicano estuvo principalmente representada por
formas complejas, incluyendo iones que consistian en oligosacaridos fucosilados y xilosilados, como se observa
para la expresion estable (Bardor y col., 2003). La presencia de glicanos especificos de ER no maduros, tales como
Man-8 y Man-9, pueden es tar r elacionados c on una f raccion de pr oteinas "en camino", como s e h a i ndicado
previamente para anticuerpos derivados de plantas producidos por expresion transitoria (Sriraman, y col., 2004).

La c o-expresion de | a nticuerpo C 5-1 c on G alT nativa dio como resultado una m odificacion significativa de | a
estructura de N-glicano, aunque los iones correspondientes a | os N-glicanos de tipo de manosa elevada siguieron
siendo abundantes. E| complejo fucosilado principal y el N-glicano xilosilado (J) de saparecieron y s e de tectaron
nuevos oligosacaridos parcialmente galactosilados, algunos de | os cuales contenian maduraciones e specificas de
plantas y extensiones de galactosa, tales como GalGlcNAcMans(Xyl)GIcNAc: (figura 7B). Esto demostré que la co-
expresion de C5-1 con B1,4galactosiltransferasa humana dio como resultado un glico-disefio eficiente del anticuerpo
derivado de la planta.

La co-expresion de C5-1 con GNT1GalT produjo una preparacion de C5-1 purificada, en la que la poblacion de N -
glicano er a s ignificativamente di stintade lad e G alT/C5-1. C omos e m uestraen lafigura7C ,|os hibridos
galactosilados y no galactosilados (GalGIcNAcMansGIcNAc: (K), y GalGIcNAcMansGIlcNAc: (G), estaban presentes
junto con N-glicanos de oligomanosa. Sin desear quedar ligado por la teoria, segun las hipotesis de Bakker y col.
(2006), GIlcNAcMansGIcNAc2 (G)y M ansGIcNAcz (B) pueden s er f ragmentos der ivados de | a degr adacion del
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GalGIcNAcMansGIcNAc: hibrido mediante glicosidasas enddgenas, en lugar de intermediarios de la formacion de N-
glicanos maduros. El efecto del anclaje de membrana de GNT1 fue notable; el C5-1 purificado a partir de plantas en
las que la enzima sintética GNT1GalT se co-expresé de forma transitoria con C5-1 no contenia residuos (<99 %) de
glicanos que albergasen a1,3fucosa o B1,2xilosa especificas de plantas, lo que de muestra que | a m odificacion
completa de la fucosilacidn y xilosilacion se logré durante la co-expresion transitoria.

La presente invencion se ha descrito con respecto a una o mas realizaciones. Sin embargo, sera evidente para los
expertos en | a técnica que p ueden hacerse v arias v ariaciones y m odificaciones sin apartarse del alcance de | a
invencion, segun se define en las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para sintetizar una proteina de interés con una reduccién de fucosilacion y xilosilacién que
comprende, introducir en una planta, una porcién de una planta, o una célula vegetal, una secuencia nucleotidica
que comprende del 80 % al 100 % de identidad con una secuencia nucleotidica definida por la SEQ ID NO: 17 y que
codifica una proteina hibrida que comprende una cola citoplasmatica, un dominio transmembrana, una region tallo
(dominio C TS)de N -acetilglucosaminil t ransferasa ( GNT1)f usionadaaundo  minio ¢ ataliticod e be ta-
1,4galactosiltransferasa ( GalT), | a primera secuencia nu cleotidica un ida op erativamente c on una primera r egion
reguladora que esta activa en la planta, y una segunda secuencia nucleotidica para codificar la proteina de interés,
la secuencia nucleotidica unida operativamente con una segunda region reguladora que esta activa en la planta, y
co-expresar de forma transitoria la primera y segunda secuencias nucleotidicas para sintetizar la proteina de interés
que comprende menos del 10 % de f ucosilacion y xilosilacién en comparacion con la misma proteina de interés
producida en una planta de tipo silvestre.

2. El m étodo de | ar eivindicacidon 1, enel qu el apr imerar egidnr eguladora e s un p romotor de
plastocianina, o un promotor 35S, y la segunda regién reguladora es un promotor de plastocianina, o un promotor
358S.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que una tercera secuencia nucleotidica se expresa dentro de la
planta, la tercera secuencia nucleotidica que codifica un supresor de silenciamiento, la tercera secuencia
nucleotidica unida operativamente con una tercera regién reguladora que esta activa en la planta.

4. El método de la reivindicacion 3, donde la proteina de interés se sintetiza en una cantidad de hasta
1,5 g por kilogramo de peso fresco de planta.

5. El método de la reivindicacion 3, en el que la tercera region reguladora es un promotor de
plastocianina, o un promotor 35S.

6. El método de la reivindicacion 2, en el que una tercera secuencia nucleotidica se expresa en la planta,
la tercera secuencia nucleotidica que codifica un supresor del silenciamiento, la tercera secuencia nucleotidica unida
operativamente con una tercera region reguladora que esta activa en la planta.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que la tercera region reguladora es un promotor de
plastocianina, o un promotor 35S.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que la proteina de interés es un anticuerpo, un antigeno o una
vacuna.
9. El método de la reivindicacién 8, en el que la segunda secuencia nucleotidica que codifica la proteina

de interés comprende una secuencia nucleotidica 2A, unida operativamente con una region reguladora 2A que esta
activa en la planta, y una secuencia nucleotidica 2B, unida operativamente con una region reguladora 2B que esta
activa en la planta, y el producto codificado por cada una de 2A y 2B se combinan para producir un anticuerpo.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que la region reguladora 2A es un promotor de plastocianina, y
la regién reguladora 2B es un promotor de plastocianina.

11. Un acido nucleico que comprende los nucleétidos 1 a 1062 de la SEQ ID NO: 17 (GNT1-GalT), en el
que la secuencia nucleotidica codifica una proteina que modifica la glicosilacion de una proteina de interés.

12. Una proteina hibrida GNT1-GalT, que comprende un dominio CTS de N-acetilglucosaminil transferasa
fusionadoa un dominio catalitico de bet a-1,4galactosiltransferasa, c omprendiendo | a p roteina hibrida los
aminoacidos 1 a 354 de la secuencia SEQ ID NO: 18.

13. Una planta, célula vegetal, o una semilla que comprende la secuencia nucleotidica de la reivindicacion
11.

14. Una planta, célula vegetal, o una semilla que comprende la proteina hibrida de la reivindicacion 12.

15. El método de la reivindicacion 3, en el que la proteina de interés es un anticuerpo y se sintetiza en una
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cantidad de hasta 1,5 g por kilogramo de peso fresco de hoja.
16. El método de la reivindicacion 1, en el que |la proteina de interés sintetizada carece de fucosilacion,

xilosilacion, o ambas.
5
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CGGGCTGGTA
TAAGTTAGCA
ACTGTTATAA
GAACAAGAGT
AATTTTGTTG
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TAGAGAGATG
ATAAATTATT
TATTTAATGA
AATTTGGTGT
CCATAGAGTC
ATAACGGTAT
AAATCTAAGC
CCAATCCAAC
ACGCATCTGT
TCTGAGCCAC
AATCACACTT
AGAAGAGACT
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RGAATAAAAA
ACCAARATAG
AATAAGGGTT
TACCATTAGA
TTTAAAATTA
ATTGATGAAA
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Figura 1B
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AAAGTTGTAT
ATCTTTTCCT
TCATAGATCA
ARAACGGTAT
TCCCCGTAGG
AGATAACCCA
ATCACACATT
TTATCACCCA
CCCTTCAARAC
TGAGAGAAAA
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TAAGTTAAAA TGCTTCTTCG TCTCCTATTT ATAATATGGT
TAATTTTGTT CTTGTAGAAG AGCTTAATTA ATCGTTGTTG
CTATTTGTAT GAGATGAACT GGTGTAATGT AATTCATTTA
GTCAGAATCA GAATGTTTCC TCCATAACTA ACTAGACATG
GCGTACAATT GTCTTATATT TGAACAACTA AAATTGAACA
CAACTTTATA AGTGGTTAAT ATAGCTCAAA TATATGGTCA
ATTAATAATG GAAATATCAG TTATCGAAAT TCATTAACAA
GTTATTAACT ACTAATTTTA TATCATCCCC TTTGATAAAT

Figura1C
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TTGTTATTGT
TTATGAAATA
CATAAGTGGA
AAGACCTGCC
TCTTTTGCCA
AGTTCAATAG
TCAACTTAAC
GATAGTACA
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Jeringa vacio
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HcPro  HcPro HePro  HePro

Construccion infiltrada

Figura 2
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Extracto en bruto
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FLAG
——] 3Spro Y eNTCTS | GalTCat| | NOS ter [——

R622 FLAG
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|Figura 5A
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ATGAGGCTTCGGGAGCCGCTCCTGAGCGGCAGCGCCGCGATGCCAGGCGCGTCCCTACAGCGGGE
CTGCCGCCTGCTCGTGGCCGTCTGCGCTCTGCACCTTGGCGTCACCCTCGTTTACTACCTGGCTGGE
CGCGACCTGAGCCGCCTGCCCCAACTGGTCGGAGTCTCCACACCGCTGCAGGGCGGCTCGAACAGT
GCCGCCGCCATCGGGCAGTCCTCCGGGGAGCTCCBBACCGGAGGGGCCCGGCCGCCGCCTCCTCT
AGGCGCCTCCTCCCAGCCGCGCCCGGGTGGCGACTCCAGCCCAGTCGTGGATTCTGGCCCTGGCCC
CGCTAGCAACTTGACCTCGGTCCCAGTGCCCCACACCACCGCACTGTCGCTGCCCGCCTGCCCTGA
GGAGTCCCCGCTGCTTGTGGGCCCCATGCTGATTGAGTTTAACATGCCTGTGGACCTGGAGCTCGT
GGCAAAGCAGAACCCAAATGTGAAGATGGGCGGCCGCTATGCCCCCAGGGACTGCGTCTCTCCTC
ACAAGGTGGCCATCATCATTCCATTCCGCAACCGGCAGGAGCACCTCAAGTACTGGCTATATTATTT
GCACCCAGTCCTGCAGCGCCAGCAGCTGGACTATGGCATCTATGTTATCAACCAGGCGGGAGACAC
TATATTCAATCGTGCTAAGCTCCTCAATGTTGGCTTTCAAGAAGCCTTGAAGGACTATGACTACACCT
GCTTTGTGTTTAGTGACGTGGACCTCATTCCAATGAATGACCATAATGCGTACAGGTGTTTTTCACAG
CCACGGCACATTTCCGTTGCAATGGATAAGTTTGGATTCAGCCTACCTTATGTTCAGTATTTTGGAGG
TGTCTCTGCTCTAAGTAAACAACAGTTTCTAACCATCAATGGATTTCCTAATAATTATTGGGGCTGGGE
GAGGAGAAGATGATGACATTTTTAACAGATTAGTTTTTAGAGGCATGTCTATATCTCGCCCAAATGC
TGTGGTCGGGAGGTGTCGCATGATCCGCCACTCAAGAGACAAGAAAAATGAACCCAATCCTCAGAG
GTTTGACCGAATTGCACACACAAAGGAGACAATGCTCTCTGATGGTTTGAACTCACTCACCTACCAG
GGGCTGGATGTACAGAGATACCCATTGTATACCCAAATCACAGTGGACATCGGGACACCGAGCGAT
TACAAGGATGACGATGACAAGATCGATTAG

Figura 5B

MRLREPLLSGSAAMPGASLQRACRLLVAVCALHL GVTLVYY! AGRDLSRLPQLVGVSTPLQGGSNSAAAI

GQSSGELRTGGARPPPPLGASSQPRPGGDSSPVWDSGPGPASNLTSVPVPHTTALSLPACPEESPLLVG
PMLIEFNMPVDLELVAKQNPNVKMGGRYAPRDCVSPHKVAIIPFRNRQEHLKYWLYYLHPVLQROQLD
YGIYVINQAGDTIFNRAKLLNVGFQEALKDYDYTCFVFSDVDLIPMNDHNAYRCFSQPRHISVAMDKFGF
SLPYVQYFGGVSALSKQQFLTINGFPNNYWGWGGEDDDIFNRLVFRGMSISRPNAVVGRCRMIRHSRD

KKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSDGLNSLTYQGLDVQRYPLYTQITVDIGTPS DYKDDDDKID"

Figura 5C
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ATGAGAGGGTACAAGTTTTGCTGTGATTTCCGGTACCTCCTCATCTTGGCTGCTGTCGCCTTCATCTAC
ATACAGATGCGGCTTTTTGCGACACAGTCAGAATATGCAGATCGCCTTGCTGCTGCAATTGAAGCAGAA
AATCACTGTACAAGTCAGACCAGATTGCTTATTGACCAGATTAGCCAGCAGCAAGGAAGAATAGTTGCT
CTTGAAGAACAAATGAAGCGTCAGACTAGTGCACTGTCGCTGCCCGCCTGCCCTGAGGAGTCCCCGC
TGCTTGTGGGCCCCATGCTGATTGAGTTTAACATGCCTGTGGACCTGGAGCTCGTGGCAAAGCAGAA
CCCAAATGTGAAGATGGGCGGCCGCTATGCCCCCAGGGACTGCGTCTCTCCTCACAAGGTGGCCAT
CATCATTCCATTCCGCAACCGGCAGGAGCACCTCAAGTACTGGCTATATTATTITGCACCCAGTCCTG
CAGCGCCAGCAGCTGGACTATGGCATCTATGTTATCAACCAGGCGGGAGACACTATATTCAATCGTG
CTAAGCTCCTCAATGTTGGCTTTCAAGAAGCCTTGAAGGACTATGACTACACCTGCTTTGTGTTTAGT
GACGTGGACCTCATTCCAATGAATGACCATAATGCGTACAGGTGTTTTTCACAGCCACGGCACATTT
CCGTTGCAATGGATAAGTTTGGATTCAGCCTACCTTATGTTCAGTATTTTGGAGGTGTCTCTGCTCTA
AGTAAACAACAGTTTCTAACCATCAATGGATTTCCTAATAATTATTGGGGCTGGGGAGGAGAAGATG
ATGACATTTTTAACAGATTAGTTTTTAGAGGCATGTCTATATCTCGCCCAAATGCTGTGGTCGGGAGS
TGTCGCATGATCCGCCACTCAAGAGACAAGAAAAATGAACCCAATCCTCAGAGGTTTGACCGAATTG
CACACACAAAGGAGACAATGCTCTCTGATGGTTTGAACTCACTCACCTACCAGGGGCTGGATGTACA

GAGATACCCATTGTATACCCAAATCACAGTGGACATCGGGACACCGAGCGATTACAAGGATGACGAT
GACAAGATCGATTAG

Figura 5D

MRGYKFCCDFRYLLILAAVAFIYIQMRLFATQSEYADRLAAAIEAENHCTSQTRLLIDQISQQQGRIVALEEQ
MKRQTSALSLPACPEESPLLVGPMLIEFNMPVDLELVAKQNPNVKMGGRYAPRDCVSPHKVAIIIPFRNR
QEHLKYWLYYLHPVLQRQQLDYGIYVINQAGDTIFNRAKLLNVGFQEALKDYDYTCFVFSDVDLIPMNDH
NAYRCFSQPRHISVAMDKFGFSLPYVQYFGGVSALSKQQFLTINGFPNNYWGWGGEDDDIFNRLVFRG

MSISRPNAVVGRCRMIRHSRDKKNEPNPQRFDRIAHTKETMLSDGLNSLTYQGLDVQRYPLYTQITVDIG
TPSDYKDDDDKID*

Figura 5E
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TACCTCCTCATCTTGGCTGCTGTCGCCTTCATCTACATACAGATGCGGCTTTTT

Figura 5F

YLLILAAVAFIYIQMRLF

Figura 5G
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Secuencia nucleotidica GNTI-GNTIII

ATGAGAGGGA
TGCTGTCGCC
AATATGCAGA
AGCCAGACCA
AGTTGCTCTT
AGCCGCTGCC
GTGCTGCCCG
CGTCTGCTTC
GGCCGGAGGA
CCCCGGTACC
GCGCAAGTGG
GCGGCGTGCC
CTGGTGCCCA
CCACGAGTTC
TGGACGCCTT
CGGCCGCTCA
CCGCCACARG
GGCAGGACGG
GACGGCGTCT
TGACGATGCG
TCTACGATGG
TACGGCTTCT
CACGGTGGAC
GCCGCCGCCA
ACCGGCCACA
CGGCTGGCAC
TCGTGTCCGC
ARAGCGGGACC
CGACGGCACG
ATGCGCCCAA
GACAACCCCT
CAGGGGTCCC
AAGTCGAACA

ACAAGTTTTG
TTCATCTACA
TCGCCTTGCT
GATTGCTTAT
GAAGAACAAA
GCCCAGCAAG
AGGACACCAC
ARACCCGGCA
GAAGCCTGAG
TCCTGAGCGC
GTGGAGTGCG
CACTGTGGTG
GGGAGGTGCC
GACCTGCTGG
TGTGGTGTGC
AGTTCCGGGA
GTGCTCTATG
CTGGATCGCC
CGCGGCTGCG
GACGAGATCC
CTGGACCGAG
TCTGGARAAGCA
ATGCTGCAGG
GTACTACACC
TCCTGGTGCA
TGCTCCTGGT
CCAGAATGGC
TGAACTACAT
CAGCAGGAGT
GTACCTGCTG
ACCAGGAGCC
GAGGGAAGGC
AARRACTCATC

CTGTGATTTC
CACAGATGCG
GCTGCAATTG
TGACCAGATT
TGAAGCGTCA
GCGGCCGAGG
CGAGTATTTC
CCAAGATGCT
GGGGCCAACG
CCGGGAGCGC
TGTGCCTGCC
CAGTACTCCA
GCGCCGCGTC
ACGTGCGCTT
GAGTCCAACT
GATGCTGACC
TCTTCCTGGA
GACGACTACC
CAACCTGCGG
CGGCCCGTGA
CCCTTCGCCT
GCCGGGCACC
CAGTGTATGG
ATGCCCAACT
GTGGTCGCTG
GCTTCACGCC
GACTTCCCAC
CCGCGGCCTG
ACCCGCCTGC
AAGAACTACG
CAGGAGCACG
CGCCcCcGCcea
TCAGAAGAGG

CGGTACCTCC
GCTTTTTGCG
AAGCAGAAAR
AGCCTGCAGC
GACTAGTTCG
AGCTCCACCG
GTGCGCACCA
GGAGAGGCCG
GCTCCTCGGC
ACGGGGGGCC
CGGCTGGCAC
ACCTGCCCAC
ATCAACGCCA
CCACGAGCTG
TCACGGCTTA
AATGGCACCT
CCACTTCCCG
TGCGCACCTT
CCCGACGACG
CGGCGTCCTT
TCCACATGCG
CTGGAGGTGG
GCTGGACGGC
TCAGACAGTA
GGCAGCCCCC
CGAGGGCATC
GCTGGGGTGA
ATCCGCACCG
AGACCCCAGC
ACCGGTTCCA
GCGGCGGGCG
GGGCAAACTG
ATCTGAATTA

Figura 5H
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TCATCTTGGC
ACACAGTCAG
TCATTGTACA
AAGGAAGAAT
CCCCTGCTGC
GGTGGACTTG
AGGCCGGCGG
CCCCCGGGAC
CCGGCGGCCA
GAGGCGCCCG
GGACCCAGCT
CAAGGAGCGG
TCAACGTCARA
GGCGACGTGG
TGGGGAGCCG
TCGAGTACAT
CCCGGCGGCC
CCTCACCCAG
TCTTCATCAT
TTCCTCAAGC
CAAGTCGCTC
TGTCAGGCTG
ATCCGCCTGC
TGAGAACCGC
TGCACTTCGC
TACTTCAAGC
CTACGAGGAC
GGGGCTGGTT
GAGCACATGT
CTACCTGCTG
GGTGGCGCCA
GACGAGGCGG
G
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Secuencia peptidica GNTIGNTIII

MRGNKFCCDFRYLLILAAVAFIYTOMRLFATQSEYADRLAAATEAENHCTSQTRLLIDQ
ISLQQGRIVALEEQMKRQTSSPLLQPLPPSKAAEELHRVDLVLPEDTTEYFVRTKAGGV
CFKPGTKMLERPPPGRPEEKPEGANGSSARRPPRYLLSARERTGGRGARRKWVECVCLP
GWHGPSCGVPTVVQYSNLPTKERLVPREVPRRVINAINVNHEFDLLDVRFHELGDVVDA
FVVCESNFTAYGEPRPLKFREMLTNGTFEY IRHKVLYVFLDHFPPGGRQDGWIADDYLR
TFLTQDGVSRLRNLRPDDVFIIDDADEI PARDGVLFLKLYDGWTEPFAFHMRKSLYGFF
WKQPGTLEVVSGCTVDMLQAVYGLDGIRLRRRQYYTMPNFRQYENRTGHILVQWSLGSP
LHFAGWHCSWCFTPEGIYFKLVSAQNGDFPRWGDYEDKRDLNYTRGLIRTGGWFDGTQQ
EYPPADPSEHMYAPKYLLKNYDRFHYLLDNPYQEPRSTAAGGWRHRGPEGRPPARGKLD
EAEVEQKLISEEDLN*

Figura 5l

Secuencia peptidica GNTIII

TSSPLLQPLPPSKAAEELHRVDLVLPEDTTEYFVRTKAGGVCFKPGTKMLERPPPGRPE
EKPEGANGSSARRPPRYLLSARERTGGRGARRKWVECVCLPGWHGPSCGVPTVVQYSNL
PTKERLVPREVPRRVINAINVNHEFDLLDVRFHELGDVVDAFVVCESNFTAYGEPRPLK
FREMLTNGTFEYIRHKVLYVFLDHFPPGGRQDGWIADDYLRTFLTQDGVSRLRNLRPDD
VFIIDDADEIPARDGVLFLKLYDGWTEPFAFHMRKSLYGFFWKQPGTLEVVSGCTVDML
QAVYGLDGIRLRRRQYYTMPNFRQYENRTGHILVQWSLGSPLHFAGWHCSWCFTPEGIY
FKLVSAQNGDFPRWGDYEDKRDLNYIRGLIRTGGWFDGTQQEYPPADPSEHMYAPKYLL
KNYDRFHYLLDNPYQEPRSTAAGGWRHRGPEGRPPARGKLDEAEVEQKLISEEDLN*

Figura 5K
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GNT III

ACTAGTTCGC
GCTCCACCGG
TGCGCACCAA
GAGAGGCCGC
CTCCTCGGCC
CGGGGGGCCG
GGCTGGCACG
CCTGCCCACC
TCAACGCCAT
CACGAGCTGG
CACGGCTTAT
ATGGCACCTT
CACTTCCCGC
GCGCACCTTC
CCGACGACGT
GGCGTCCTTT
CCACATGCGC
TGGAGGTGGT
CTGGACGGCA
CAGACAGTAT
GCAGCCCCCT
GAGGGCATCT
CTGGGGTGAC
TCCGCACCGG
GRACCCCAGCG
CCGGTTCCAC
CGGCGGGCGG
GGCAAACTGG
TCTGAATTAG

ES 2624776 T3

CCCTGCTGCA
GTGGACTTGG
GGCCGGCGGC
CCCCGGGACG
CGGCGGCCAC
AGGCGCCCGG
GACCCAGCTG
AAGGAGCGGC
CAACGTCAAC
GCGACGTGGT
GGGGAGCCGC
CGAGTACATC
CCGGCGGCCG
CTCACCCAGG
CTTCATCATT
TCCTCAAGCT
AAGTCGCTCT
GTCAGGCTGC
TCCGCCTGCG
GAGAACCGCA
GCACTTCGCC
ACTTCAAGCT
TACGAGGACA
GGGCTGGTTC
AGCACATGTA
TACCTGCTGG
GTGGCGCCAC
ACGAGGCGGA

GCCGCTGCCG
TGCTGCCCGA
GTCTGCTTCA
GCCGGAGGAG
CCCGGTACCT
CGCAAGTGGG
CGGCGTGCCC
TGGTGCCCAG
CACGAGTTCG
GGACGCCTTT
GGCCGCTCAA
CGCCACAAGG
GCAGGACGGC
ACGGCGTCTC
GACGATGCGG
CTACGATGGC
ACGGCTTCTT
ACGGTGGACA
CCGCCGCCAG
CCGGCCACAT
GGCTGGCACT
CGTGTCCGCC
AGCGGGACCT
GACGGCACGC
TGCGCCCAAG
ACAACCCCTA
AGGGGTCCCG
AGTCGAACAA

Figura 5J
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CCCAGCRAGG
GGACACCACC
AACCCGGCAC
AAGCCTGAGG
CCTGAGCGCC
TGGAGTGCGT
ACTGTGGTGC
GGAGGTGCCG
ACCTGCTGGA
GTGGTGTGCG
GTTCCGGGAG
TGCTCTATGT
TGGATCGCCG
GCGGCTGCGC
ACGAGATCCC
TGGACCGAGC
CTGGAAGCAG
TGCTGCAGGC
TACTACACCA
CCTGGTGCAG
GCTCCTGGTG
CAGAATGGCG
GAACTACATC
AGCAGGAGTA
TACCTGCTGA
CCAGGAGCCC
AGGGAAGGCC
ARACTCATCT

CGGCCGAGGA
GAGTATTTCG
CAAGATGCTG
GGGCCAACGG
CGGGAGCGCA
GTGCCTGCCC
AGTACTCCAA
CGCCGCGTCA
CGTGCGCTTC
AGTCCAACTT
ATGCTGACCA
CTTCCTGGAC
ACGACTACCT
AACCTGCGGC
GGCCCGTGAC
CCTTCGCCTT
CCGGGCACCC
AGTGTATGGG
TGCCCAACTT
TGGTCGCTGG
CTTCACGCCC
ACTTCCCACG
CGCGGCCTGA
CCCGCCTGCA
AGAACTACGA
AGGAGCACGG
GCCCGCCCGG
CAGAAGAGGA
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% de Intensidad

Figura 7A
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Voyagor 8p0c #1=3BC=>BC=>NF0.Te>NFD.T=>BC=>BC=>BC[BP = 655.1, 3504]
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Figura 7B
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Figura 7C (inserci6n)

voyaper Bpec (H=>BC=NF).7[EP = §50.1, 2091)
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