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DESCRIPCION
Produccién comercial del alergeno Amb a1 por expresion transitoria en plantas
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a una célula vegetal que comprende una molécula de ADN que comprende al menos
una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una preproproteina de una pectato liasa elegida entre Amb a 1, la
subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta de Amb a 1, y los homdélogos de Amb a 1, unida funcionalmente a un
promotor fuerte, dicha molécula de ADN no estando integrada en el genoma de la célula vegetal. La invencion también
se refiere a un método de produccion de pectato liasa usando la célula vegetal.

Estado de la técnica

La ambrosia, en particular Ambrosia artemisiifolia, es una planta anual, que pertenece a la familia de plantas
compuestas tubulifloras (o Asteraceas). Esta planta silvestre, originaria de Norteamérica, florece desde finales del
verano hasta el otofio. Su polen tiene un poder alergénico muy alto. Por tanto, la ambrosia es la principal causa de
alergia al polen en Estados Unidos, con aproximadamente 30 millones de cada 40 millones de personas que sufren
de polinosis. Introducida involuntariamente en Francia en el siglo XIX, la ambrosia es una planta altamente invasiva
que ha progresado rapidamente desde la region de Rhdne-Alpes hasta el norte de Francia. Por tanto, en 2011, se
encontraron matas de ambrosia en lle de France.

En personas sensibles en polen de esta planta provoca en personas sensibles una reaccién alérgica caracterizada
por su gravedad. En general, la rinitis alérgica por ambrosia es mucho mas grave que la causada por otros polenes.
Sintomas como prurito, anosmia (pérdida o disminucion de la sensibilidad a los olores), rinorrea, estornudos y bloqueo
nasal son mas importantes. Ademas, en el 50 % de los casos, esta alergia evoluciona a asma, a menudo mas grave
que el causado por otros pdlenes. Estos sintomas son mas pronunciados cuanto mayor es el nivel de polen en el aire.

En la region de Rhone-Alpes, la alergia a la ambrosia actualmente afecta del 6 al 12 % de la poblacion entre finales
de agosto y principios de septiembre. Por tanto, solo para esta region, el nimero total de consumidores de
medicamentos antialérgicos para ambrosia aumentd bruscamente (+60 %) entre 2008 y 2011, pasando de 161.200 a
258.700 personas, y los gastos de salud causados por esta alergia representan entre 5,6 y 8,6 millones de euros. Por
tanto la alergia a la ambrosia representa actualmente un verdadero problema de salud publica. La forma mas facil de
protegerse de los riesgos de alergia seria evitar la exposicion al polen de ambrosia, pero una eliminacién total ya
parece imposible a pesar de las érdenes prefectorales que hacen obligatoria la destrucciéon de la ambrosia. Estas
medidas no detuvieron la propagacion de esta planta invasora en una gran cantidad de regiones.

Los llamados tratamientos "sintomaticos" ya sea via local (gotas, colirios, aerosoles), ya sea por via general
(comprimidos, capsulas), ayuda a aliviar los sintomas durante el periodo de polen en el aire. Pero los sintomas
regresan rapidamente en cuanto se suspende el tratamiento. A diferencia de los tratamientos "sintomaticos", la
inmunoterapia con alérgenos (o desensibilizacién) es el Unico tratamiento capaz de modificar el curso de la enfermedad
alérgica. Esta ruta terapéutica hace posible tratar la causa de la alergia a diferencia de los llamados medicamentos
"sintomaticos". No obstante, como con otras alergias, los extractos utilizados actualmente para la desensibilizacion de
pacientes alérgicos a la ambrosia son de calidad insuficiente para que este tratamiento sea eficaz. Se han
caracterizado varios alérgenos de ambrosia, en particular, Amb a 1, responsable de mas del 80 % de los casos de
alergia a la ambrosia. Varios intentos para producir un Amb a 1 recombinante para desensibilizacion especifica han
fracasado. En efecto, Amb a 1 es una proteina vegetal compleja con una maduracion tipicamente post-traduccional
de la planta, y solo un sistema de expresion de la planta podra producir este alergeno en una forma que pueda usarse
y sea eficaz en la inmunoterapia con alérgenos.

Por tanto existe la necesidad de producir este alergeno Amb a 1 en forma recombinante, con buena calidad, y de
manera reproducible y eficaz (con buen rendimiento). Por "buena calidad”, se entiende que el alergeno es muy similar,
en su secuencia y estructura, al alergeno presente naturalmente en la ambrosia. También es necesario producir este
alergeno a niveles comercial y econémicamente aceptables.

Objeto de la invencion

De forma sorprendente, los inventores han descubierto ahora que la produccion del alergeno Amb a 1, aunque téxico
in vivo, en forma recombinante es posible, mediante expresion transitoria en plantas. Esta produccion, que se realiza
en una célula vegetal, permite obtener el alergeno Amb a 1 en forma madura y activa, con un buen rendimiento, de
manera muy sencilla y reproducible. Asimismo, el alergeno Amb a 1 obtenido no esta contaminado por proteasas y/u
otros contaminantes de origen vegetal. De esta manera, los inventores han podido obtener una produccién, a niveles
comercialmente aceptables, del alergeno Amb a 1.

Por tanto el objeto de la invencion es una célula vegetal que comprende una molécula de ADN que comprende al
menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una preproproteina de una pectato liasa elegida entre Amb
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a 1, la subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta de Amb a 1, y los homdélogos de Amb a 1, unida funcionalmente
a un promotor fuerte, preferentemente un promotor 35S. La molécula de ADN unida al promotor fuerte permite expresar
transitoriamente la pectato liasa madura y activa en la célula. Preferentemente, dicha célula vegetal es una célula de
Nicotiana benthamiana. Preferentemente, la célula vegetal segun la invencion comprende una molécula de ADN que
comprende al menos una secuencia nucleotidica heterdloga que codifica una preproproteina de pectato liasa unida
operativamente a un promotor fuerte, preferentemente un promotor 35S, dicha molécula de ADN no estando integrada
en el genoma de la célula vegetal.

La pectato liasa elegida entre Amb a 1, la subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta de Amb a 1, y los homdlogos
de Amb a 1 se denominan "pectato liasa segun la invencion" en la presente solicitud.

La invencion también se refiere a una planta que comprende al menos una célula vegetal segun la invencion.

Otro objeto de la invencion es proporcionar un método para producir una pectato liasa, que comprende la expresién
de dicha pectato liasa en una célula vegetal segun la invencion, o en una planta que comprende dicha célula.

Una pectato liasa susceptible de atencién con el método segun la invenciodn, con una célula vegetal segun la invencion,
0 con una planta segun la invencién puede usarse como medicamento. También puede usarse en inmunoterapia
alérgica, sola o en combinacién con al menos otro alérgeno de Asteraceas. También se puede utilizar en el diagnéstico
de alergias e integrarse en un kit de diagndstico de alergias.

La célula vegetal segun la invencién comprende una molécula de ADN unida operativamente a un promotor fuerte,
preferentemente un promotor 35S. Por "unida operativamente”, se entiende que la molécula de ADN esta fusionada
con el promotor fuerte, para que el promotor fuerte induzca la transcripcion de la molécula de ADN.

Esto permite la expresion de dicha molécula de ADN en forma transitoria, es decir, sin integracion de ADN, incluyendo
ADNCc, en el genoma de la célula vegetal. En efecto, el uso de la expresion transitoria en una célula vegetal o una
planta segun la invencién hace posible aumentar los rendimientos de produccién de la pectato liasa segun la invencion
en forma activa hasta niveles altos, compatibles con un aprovechamiento comercial, pero incompatibles con la
supervivencia de una planta que expresaria estas pectato liasa toxicas de manera estable. En el caso de una expresion
transitoria, la recoleccion de biomasa vegetal se produce durante el pico de expresion de la proteina recombinante, es
decir, normalmente 4 a 6 dias después de la transfeccion.

Preferentemente, la célula vegetal segun la invencion comprende un vector de expresion que comprende al menos
una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una preproproteina de una pectato liasa segun la invencion unida
de manera funcional a un promotor fuerte, preferentemente un promotor 35S.

Amb a 1 es una pectato liasa de Ambrosia artemisiifolia. Reconocido por mas de 80 % pacientes sensibilizados a la
ambrosia, este alergeno es responsable de mas del 90 % de la actividad alergénica del polen de ambrosia. Es una
proteina de 38 kDa descrita como no glicosilada que pertenece a la familia de las pectato liasas. Hay un inventario de
doce isoformas de Amb a 1, de Amb a 1.0101 a Amb a 1.0502 (segun el sitio web www.allergome.org).

Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de las doce isoformas se detallan en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1: las doce isoformas de Amb a 1, sus secuencias nucleicas y proteicas

Isoalergenos Numero de acceso (GenBank) Secuencia Nl]mel_'o d'e acceso (UniProt) Secuencia
nuclear de aminoacidos

Amb a 1.0101 M80558 P27759

Amb a 1.0201 M62981 P27760

Amb a 1.0202 FR669658 E1XUL3

Amb a 1.0301 M62961 P27761

Amb a 1.0302 P27761 (variante L48Y)

Amb a 1.0303 M80560 P27761 (variante H392R)

Amb a 1.0304 FR669659 E1XUL4

Amb a 1.0305 FR669660 E1XUL5

Amb a 1.0401 M80562 P28744

Amb a 1.0402 FR669664 E1XUL9

Amb a 1.0501 M80561 P27762

Amb a 1.0502 FR669666 E1XUM1

Por "Amb a 1" segun la invencion, se entienden las doce isoformas mencionadas anteriormente en la tabla 1 anterior.
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Las secuencias proteicas descritas en esta tabla 1 corresponden a las preproproteinas de las diversas isoformas.

Amb a 1 sufre protedlisis en el grano de polen y/o durante el proceso de extraccién o purificacion dando como resultado
dos cadenas, alfa (26 kDa) y beta (12 kDa), asociadas no covalentemente (King et al, 1974, 1981). Se ha demostrado
que las modificaciones quimicas de Amb a 1, incluyendo reduccién y alquilacion de los puentes disulfuro, asi como el
proceso de desnaturalizacion/renaturalizacion por urea o succinilacion de restos de lisina, reduce su reactividad hacia
IgE (King, 1976; Smith et al, 1988). Las subcadenas alfa y beta de Amb a 1 tienen una reactividad diferente en IgE y
linfocitos T. En efecto, Amb a 1 beta contiene una gran cantidad de epitopos de unién a IgE, mientras que Amb a 1
alfa se comporta como un hipoalergeno y estimula la actividad de los linfocitos T.

Preferentemente, Amb a 1 tiene la secuencia proteica SEQ ID NO: 7 (preproproteina). Preferentemente, la subunidad
beta tiene la secuencia proteica SEQ ID NO: 8. Preferentemente, la subunidad alfa tiene la secuencia proteica SEQ
ID NO: 9.

Por "homélogos de Amb a 1", se entiende proteinas de la familia Asteraceas que tienen al menos un 57 % de identidad,
preferentemente al menos 60 % de identidad, preferentemente al menos 64 % de identidad, con una de las isoformas
de Amb a 1. Preferentemente, el homoélogo de Amb a 1 es una proteina vegetal del género Ambrosia o Artemisia, mas
preferentemente de Artemisia vulgaris, de Ambrosia psilostachya o Ambrosia trifida, que tiene al menos un 57 % de
identidad, preferentemente al menos 60 % de identidad, preferentemente al menos 64 % de identidad, con una de las
isoformas de Amb a 1. Preferentemente, el homdlogo de Amb a 1 se elige entre Amb p 1 (procedente de Ambrosia
psilostachya, de codigo de acceso 9064 en www.allergome.org) y Art v 6 (procedente de Artemisia vulgaris, numero
de acceso AOPJ16 en Uniprot).

Por "porcentaje de identidad" entre dos secuencias de aminoacidos en el sentido de la presente invencion, se pretende
designar un porcentaje de restos de aminoacidos idénticos entre las dos secuencias a comparar, obtenido después
del mejor alineamiento, siendo este porcentaje puramente estadistico y distribuyéndose las diferencias entre las dos
secuencias aleatoriamente en toda su longitud. Por "mejor alineamiento” o "alineamiento 6ptimo", se entiende el
alineamiento para la cual el porcentaje de identidad determinado a continuacion es el mas alto.

Las comparaciones de secuencias entre dos secuencias de aminoacidos se realizan tradicionalmente comparando
estas secuencias después de haberlas alineado de manera 6ptima, realizandose dicha comparacién por segmento o
por "ventana de comparacion" para identificar y comparar las regiones locales de similitud de secuencia. Para
comparacion se puede conseguir una alineaciéon 6ptima de las secuencias, ademas de manualmente, utilizando el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981, J. Mol Evol., 18:38-46), utilizando el algoritmo de homologia
local de Neddleman y Wunsch (1970), mediante el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988,
PNAS, 85: 2444-2448), mediante programas informaticos utilizando estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P,
BLAST N, FASTA y TFASTA del paquete informatico de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, WI).

Por tanto, preferentemente, la pectato liasa segun la invencion se elige entre Amb a 1.0101, Amb a 1.0201, Amb a
1.0202, Amb a 1.0301, Amb a 1.0302, Amb a 1.0303, Amb a 1.0304, Amb a 1.0305, Amb a 1.0401, Amb a 1.0402,
Amb a 1.0501, Amb a 1.0502, la subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta de Amb a 1y las proteinas de la familia
de las Asteraceas que tienen al menos un 57 % de identidad, preferentemente al menos 60 % de identidad,
preferentemente al menos 64 % de identidad, con una de las isoformas de Amb a 1.

Mas preferentemente, la pectato liasa segun la invencion se elige entre Amb a 1.0101, Amb a 1.0201, Amb a 1.0202,
Amb a 1.0301, Amb a 1.0302, Amb a 1.0303, Amb a 1.0304, Amb a 1.0305, Amb a 1.0401, Amb a 1.0402, Amb a
1.0501, Amb a 1.0502, la subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta de Amb a 1 y las proteinas de Artemisia
vulgaris, Ambrosia psilostachya o Ambrosia trifida, que tienen al menos un 57 % de identidad, preferentemente al
menos 60 % de identidad, preferentemente al menos 64 % de identidad, con una de las isoformas de Amb a 1.

La molécula de ADN comprende al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una preproproteina de
pectato liasa segun la invencién.

La preproproteina pectato liasa segun la invencion comprende un péptido sefial, un propéptido y pectato liasa madura.
La secuencia nucleotidica heterdloga que codifica la preproproteina segun la invencién comprende, por tanto, una
secuencia que codifica el péptido sefial, una secuencia que codifica el propéptido y una secuencia que codifica la
pectato liasa madura. Preferentemente, la secuencia nucleotidica heterdloga que codifica la preproproteina segun la
invencion comprende una secuencia que codifica el péptido sefal, una secuencia que codifica el propéptido de la
subunidad beta, una secuencia que codifica la subunidad beta, una secuencia que codifica el propéptido de la
subunidad alfa y una secuencia que codifica la subunidad alfa.

El péptido senal es, en particular, cualquier péptido sefial reconocido por la célula vegetal, ya sea de una pectato liasa
o no. En particular se dirige a la pectato liasa segun la invencion en el medio intercelular. Preferentemente, el péptido
sefial es el de la quitinasa del tabaco, o el péptido sefial natural de la pectato liasa.

El propéptido es, en lo que respecta al mismo, el propéptido natural de una pectato liasa, o bien el propéptido de una
peptidasa C1A. En una realizacion preferida, el propéptido es un propéptido de peptidasas C1A, en particular de acaros
o de origen vegetal. Preferentemente, el propéptido de peptidasa C1A es el propéptido natural o el propéptido mutado
o no de Der p1. Preferentemente, el propéptido de peptidasa C1A se elige entre el propéptido natural de peptidasa
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C1A y la secuencia SEQ ID NO: 6 (es decir, los aminoacidos 19 a 98 de la secuencia Uniprot p08176). En una
realizacién preferida de la presente invencion, la pectato liasa segun la invencidn se produce en fusién con su propio
propéptido o en fusion con el propéptido de peptidasa C1A de acaros o en fusiéon con un propéptido de planta peptidasa
C1A, para aumentar los rendimientos de produccion de la proteina.

Preferentemente, la secuencia de la preproproteina pectato liasa se elige entre las secuencias proteicas enumeradas
en la Tabla 1 anterior y secuencias que tienen al menos 57 %, preferentemente al menos 60 %, preferentemente al
menos 64 % de identidad con una de estas.

Preferentemente, la secuencia nucleotidica heteréloga que codifica la preproproteina se elige entre SEQ ID NO: 1 a
5. Preferentemente, su secuencia es SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5.

Segun la invencion, la secuencia nucleotidica heteréloga que codifica la preproproteina puede obtenerse a partir de
un gen conocido ya clonado que codifica una pectato liasa segun la invencion, o bien seleccionando una biblioteca de
ADNCc con anticuerpos anti-pectato liasa. Los métodos utilizados son bien conocidos por los expertos en la materia, y
en particular incluyen la identificacién del gen por hibridacion con sondas, PCR, secuenciacion y clonacién molecular.
También es posible sintetizar el gen para reflejar el uso de codones preferentes en plantas; en este caso, hablamos
de optimizacion de codones, a menudo util para una fuerte expresion de las proteasas seleccionadas (Murray et al,
Nucleic Acid Res. 17:477 498 (1980)).

En una realizacion preferente de la invencién, la secuencia nucleotidica heteréloga que codifica la preproproteina
comprende ademas una secuencia, llamada secuencia de direccionamiento intracelular. Esta secuencia hace posible
dirigirse a un compartimento de almacenamiento de pectato liasa segun la invencion, para controlar su maduracion.
Esta maduracion es necesaria para obtener pectato liasa en la forma mas adecuada para el diagnéstico de alergia e
inmunoterapia. Preferentemente, esta secuencia peptidica dirigida se dirige a la pectato liasa segun la invencion en
forma soluble o de membrana hacia el reticulo endoplasmico o los diversos compartimentos que constituyen el sistema
secretor de endomembrana de la célula vegetal.

Una vez que el gen de interés ha sido aislado y modificado para contener todas o parte de las modificaciones descritas
anteriormente y para obtener la secuencia nucleotidica heterdloga, este ultimo se coloca en un vector de expresiéon
mediante métodos convencionales. La seleccidon de un vector de expresion apropiado dependera del método de
introduccion del vector de expresion en las células hospedadoras. Un vector de expresion tipico contiene elementos
de ADN procariotico que codifican un origen de replicacion bacteriana y un gen de resistencia a un antibiético que se
suministrara para crecimiento y seleccion del vector de expresion en el hospedador bacteriano, un sitio de clonacién
para insercion de una secuencia de ADN exdgeno que codifica pectato liasa; elementos de ADN eucariotas, como una
secuencia de inicio para transcripcion del gen exdgeno, como promotor y elementos de ADN que controlan el
procesamiento de las transcripciones, como secuencias de terminacién/poliadenilacion y un casete de expresion que
permite la expresion de un inhibidor de silenciamiento. También contiene secuencias como t-ADN que son necesarias
para la integraciéon de un fragmento de ADN en la planta o en la célula de la planta.

Preferentemente, el vector de expresion comprende:

- elementos del ADN procariético que codifican un origen de replicaciéon bacteriana y un gen de resistencia a un
antibiotico;

- al menos una secuencia nucleotidica heterélogos que codifica una preproproteina de una pectato liasa de acuerdo
con la invencion unida de manera funcional a un promotor fuerte, preferentemente un promotor 35S;

- un casete de expresién que permite la expresion de un inhibidor de silenciamiento, preferentemente p19; y

- elementos de ADN que controlan el procesamiento de las transcripciones, como secuencias de
terminacion/poliadenilacion, preferentemente la secuencia Tnos (secuencia de terminacion de la nopalina sintasa).

Preferentemente, el vector de expresion es pAGO1.

Los promotores utilizados para controlar la expresién de la pectato liasa son promotores fuertes y pueden ser
promotores de genes vegetales, tales como, por ejemplo, el promotor de ubiquitina, el promotor de la subunidad
pequefia de la ribulosa-1,5-bis-fosfato carboxilasa, promotores de Agrobacterium tumefaciens, promotores de nopalina
sintasa y octopina sintasa, o promotores virales como los 19S y 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).
Preferentemente, el promotor fuerte es 35S.

La alta expresion y la calidad de las pectato liasa recombinantes producidas en la invencion hacen posible concebir
su produccion comercial. En efecto, la pectato liasa segun la invencion se expresa tipicamente en una cantidad igual
a al menos 0,1 % de las proteinas solubles totales de la planta, pero a menudo en una cantidad mucho mayor,
pudiendo alcanzar una cantidad de 5 a 10 %.

La planta que comprende las células vegetales segun la invencion puede ser una planta completa, pero también puede
ser una parte de la planta, tal como las hojas.

La planta o las células vegetales segun la invencion pueden usarse como tales, como medicamento. La planta o las
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células vegetales segun la invencién pueden usarse como tales, para aplicaciones como biocombustible, en nutricién
animal, o en la produccion de papel o textiles (fibras de algodén en particular). En otras aplicaciones, la pectato liasa
recombinante se purifica después de la extraccion de la planta o las células vegetales que la expresan. Para facilitar
su purificacion, la enzima puede expresarse en fusion con etiquetas (His6, GST, MBP, FLAA etc.) que se localizaran
preferentemente en la posicion N o C-terminal de la proteina madura.

La pectato liasa susceptible de obtencién con el método segun la invencion, con una célula vegetal segun la invencion,
0 con una planta segun la invencién, puede utilizarse como un medicamento. También puede usarse en inmunoterapia
alérgica, sola o en combinacién con al menos otro alérgeno de Asteraceas. Este otro alergeno de Asteraceas puede
elegirse entre Amb a 11, Amb a 5 y sus mezclas.

También se puede utilizar en el diagnéstico de alergias, incluyendo alergias al polen. Por tanto, la presente descripcion
también divulga un kit de diagnéstico de alergia, que comprende la pectato liasa susceptible de atencion con el método
segun la invencion, con una célula vegetal segun la invencidn, o con una planta segun la invencion, y medios para
medir los anticuerpos dirigidos contra esta proteina. También se describe un kit de diagndstico de alergia, que
comprende la pectato liasa susceptible de atencidon con el método segun la invencion, con una célula vegetal segun
la invencion, o con una planta segun la invencion, medios para medir los anticuerpos dirigidos contra esta proteina, y
medios para medir los anticuerpos dirigidos contra otro alergeno de Asteraceas, por ejemplo el alergeno Amb a 11 o
Amb a 5.

Métodos generales de cultivo de plantas, asi como métodos para introducir vectores de expresion en el tejido vegetal,
estan disponibles para los expertos en la materia. Son variados y dependen de la planta seleccionada.
Preferentemente, las plantas se cultivaran segun las técnicas no contaminantes de la plataforma Allergopur. Este
procedimiento para producir proteinas recombinantes se describe en la solicitud FR1255510, y comprende una primera
etapa de cultivo de la planta, en aeroponia o hidroponia, preferentemente cultivo de flotacion libre, y con iluminacion
LED. Después de esta primera etapa, en particular, cinco semanas en cultivo hidropénico sobre flotadores libres, La
agroinfiltracion de las plantas se realiza al vacio, mediante agrobacterias que comprenden un fragmento de ADN que
codifica la pectato liasa segun la invencion. Esta etapa de agroinfiltracion puede realizarse mediante cualquier medio
que permita realizar vacio. Preferentemente, el método utilizado segun la invencién, se realiza al vacio por efecto
Venturi. Entre las agrobacterias que pueden usarse segun la invencién, pueden mencionarse, preferentemente, las
cepas LBA4404, GV3101, EHA 101/105 o C58. Segun una primera alternativa, una vez realizada la etapa de
agroinfiltracion, normalmente las plantas se ponen a escurrir boca abajo durante 15 minutos, y después vuelven a
cultivarse, tipicamente de 3 a 6 dias, idealmente asegurando la nebulizacion frecuente de estas ultimas durante las
primeras 6 horas de cultivo después de la agroinfiltracion. Finalmente, la proteina se extrae y se purifica.
Preferentemente, la proteina se extrae y purifica como se describe en la solicitud FR1255510. Segun una segunda
alternativa, una vez realizada la etapa de agroinfiliracion, las plantas se devuelven inmediatamente al cultivo,
tipicamente de 3 a 6 dias, entonces la proteina se extrae y se purifica.

La extraccion de proteinas puede realizarse moliendo las hojas o, alternativamente, mediante un proceso de infiltracion
enzimatica.

En tal proceso que usa infiltracion enzimatica, la extraccion de proteinas se realiza mediante las siguientes etapas:

- infiltracién al vacio (en particular como se describié anteriormente para la agroinfiltracion) de la parte aérea de las
plantas, en una solucién enzimatica que contiene una pectinasa o macerozima, que no tiene actividad proteolitica.
Preferentemente, la pectinasa es la P162L comercializada por Biocatalyst, formulada al 4 % en un medio que
comprende citrato sédico 50 mM, pH 5,2, NaCl 0,5 M y metabisulfito al 0,04 %. Preferentemente, la macerozima
se formula al 0,5 % en un medio que comprende 50 mM de citrato sédico pH 5,2, NaCl 0,5 M y metabisulfito al
0,04 %, muestreo de las hojas de las plantas infiltradas e incubacién en una soluciéon enzimatica de pectinasa o de
macerozima, durante un periodo entre 2h30 y 5 h, preferentemente 3h o0 4h30, a una temperatura entre 24 °Cy 30
°C, preferentemente 26 °C, después

- agitacion de la mezcla obtenida entre 20 y 30 rpm a temperatura ambiente (es decir, aproximadamente 20-23 °C)
durante un periodo entre 30 minutos y 2 h,

- el digestato se filtra, preferentemente en un tejido de 250 um, luego se centrifugd a opcionalmente (por ejemplo a
250xg durante 10 minutos),

- el sobrenadante se recoge para realizar una filtracion profunda, preferentemente en un filtro K100 (comercializado
por Pall). Preferentemente, el filtrado se concentra 20 veces en un casete de 5 kDa y su pH se ajusta a 7 con
Na3PO4.

Los alergenos Amb a 1 y Amb a 11 se pueden purificar por cromatografia de los extractos como se describe en la
solicitud FR 1255510.

Por tanto, preferentemente, el objeto de la invencion es también un método para producir una pectato liasa en una
célula vegetal o una planta, que comprende las siguientes etapas:

a) transformacién de agrobacterias con un vector de expresion que comprende una secuencia nucleotidica
heteréloga que codifica una preproproteina de una pectato liasa segun la invencién unida operativamente a un
promotor fuerte; y

b) transfeccion de la célula vegetal o de la planta con las agrobacterias obtenidas en la etapa a).
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Preferentemente, las agrobacterias que se pueden usar en la etapa a) se eligen entre las cepas LBA4404, GV3101,
EHA 101/105 y C58. Preferentemente, el vector de expresion utilizado en la etapa a) comprende:

- elementos del ADN procariético que codifican un origen de replicacién bacteriana y un gen de resistencia a un
antibiotico;

- al menos una secuencia nucleotidica heterélogos que codifica una preproproteina de una pectato liasa de acuerdo
con la invencién unida de manera funcional a un promotor fuerte, preferentemente un promotor 35S;

- un casete de expresion que permite la expresion de un inhibidor de silenciamiento, preferentemente p19; y

- elementos de ADN que controlan el procesamiento de las transcripciones, como secuencias de
terminacion/poliadenilacion, preferentemente la secuencia Tnos.

La transformacion de la etapa a) se realiza tipicamente mediante métodos conocidos de la técnica anterior, por
ejemplo, mediante choques térmicos con pases sucesivos a 4 °C, -80 °C y 37 °C.

La transfeccion de la etapa b) comprende preferentemente las siguientes etapas:

b1) cultivar la célula vegetal o la planta, en aeroponia o hidroponia, y bajo iluminacion LED, preferentemente
durante cinco semanas en hidroponia sobre flotadores libres,

b2) agroinfiltrar al vacio la célula vegetal o la planta obtenida en b1), con las agrobacterias obtenidas en la etapa
a). Esta etapa de agroinfiltracién se realiza, preferentemente, al vacio por efecto Venturi.

b3) volver a cultivar la célula vegetal o la planta obtenida en b2), tipicamente de 3 a 6 dias.

Finalmente, preferentemente, la pectato liasa asi producida se extrae y purifica.

Preferentemente, el método para producir una pectato liasa segun la invencién en una célula vegetal o una planta,
comprende ademas una etapa c) de extraccion de la pectato liasa producida, dicha etapa c) comprendiendo las
siguientes etapas:

- infiltracion al vacio de la célula u hojas de la planta (es decir, parte aérea) de la planta, en una solucion enzimatica
que contiene una pectinasa 0 macerozima, que no tiene actividad proteolitica. Preferentemente, la pectinasa o la
macerozima son como se describieron anteriormente,

- eliminacion de la célula vegetal infiltrada u hojas de la planta infiltrada e incubacion, en una solucién enzimatica de
pectinasa o macerozima, durante un periodo entre 2h30 y 5 h, a una temperatura entre 24 °C y 30 °C, después

- agitacion de la mezcla obtenida entre 20 y 30 rpm a temperatura ambiente durante un periodo entre 30 minutos y
2h,

- filtracion, luego opcionalmente centrifugacién del digestato obtenido, y

- recuperacion del sobrenadante.

Descripcion de las figuras

Los siguientes ejemplos, ilustran, pero no pretenden limitar el alcance de la invencién. Para los expertos en la materia
sera evidente que son posibles variaciones y modificaciones.

Las leyendas de las figuras son las siguientes:

Figura 1: Representacion esquematica de los diferentes casetes que permiten producir una pectato liasa
Amb a 1 madura y activa (A, B, C, F y G) o la subunidad alfa (E e |) o la subunidad beta (D y H), usando el péptido
sefial y el propéptido de proteina natural (A-F), ya sea el péptido sefal de quitinasa de tabaco y un propéptido de
la familia de las peptidasas C1A (G -1) para aumentar los rendimientos.

La pectato liasa también se produce en forma mutada en lisina 180 (K180) para limitar la protedlisis permitiendo la
produccién de subunidades alfa y beta (F).

A (SEQ ID NO: 1): ADNc que codifica la preproproteina natural (de secuencia SEQ ID NO: 7). Este ADNc se
puede combinar con las sefales de direccionamiento descritas en la solicitud WO2008/056265,

B (SEQ ID NO: 2): ADNc optimizado para uso en N. Benthamiana, que codifica la preproproteina natural (de
secuencia SEQ ID NO: 7). Este ADNc se puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la
solicitud WO2008/056265,

C (SEQ ID: 3): ADNc armonizado que codifica la forma preproproteina natural (de secuencia SEQ ID NO: 7).
Este ADNc contiene codones optimizados para uso en N. Benthamiana, pero también incluye codones raros,
para preservar la tasa de sintesis de proteinas para una mejor conservacion de la estructura 3D. Este ADNc
se puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la solicitud WO2008/056265,

D (SEQ ID NO: 4): Codificacion de ADNc nativo/optimizado/armonizado para la subunidad beta (de secuencia
SEQ ID NO: 8). Este ADNc se puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la solicitud
W02008/056265.

E (SEQ ID NO: 5): Codificacion de ADNc nativo/optimizado/armonizado para la subunidad alfa (de secuencia
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SEQ ID NO: 9). Este ADNc se puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la solicitud
W0O2008/056265.

F: ADNc nativo/optimizado/armonizado que codifica la forma mutada (K180) de la proteina. Este ADNc se
puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la solicitud W0O2008/056265.

G: ADNCc nativo/optimizado/armonizado que codifica la forma madura de la proteina fusionada a la secuencia
sefial de la quitinasa de tabaco (Neuhaus, J.-M., 1996) y al propéptido Der p1 (p08176-aa 19 a 98 o SEQ ID
NO: 6). Este ADNc se puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la solicitud
W0O2008/056265.

H: ADNc nativo/optimizado/armonizado que codifica la subunidad beta de la proteina fusionada a la secuencia
sefial de la quitinasa de tabaco (Neuhaus, J.-M., 1996) y al propéptido Der p1 (p08176-aa 19 a 98 o SEQ ID
NO: 6). Este ADNc se puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la solicitud
W02008/056265.

I: ADNc nativo/optimizado/armonizado que codifica la subunidad alfa de la proteina fusionada a la secuencia
sefal de la quitinasa de tabaco (Neuhaus, J.-M., 1996) y al propéptido Der p1 (p08176-aa 19 a 98 o SEQ ID
NO: 6). Este ADNc se puede combinar con las sefiales de direccionamiento descritas en la solicitud
W02008/056265.

Figura 2: Plataforma AllergoPur utilizada para expresion y produccién de las diferentes formas de pectato liasa
segun la invencion.

Figura 3: Expresion de la proteina Amb a 1. Proteinas extraidas de plantas transfectadas con ADNc nativo (F1-
F3), por ADNc optimizado (F4-F6) o por ADNc armonizado (F7-F9) que codifica la proteina Amb a 1 se separaron
por SDS-PAGE y se analizaron por inmunodeteccion con un anticuerpo dirigido contra una etiqueta Flag. El analisis
de inmunodeteccion destaca la produccion especifica de la proteina Amb a 1 y la subunidad alfa. En esta
transferencia no se inmunodetecta la subunidad beta escindida.

Figura 4: Purificacion del alergeno Amb a 1. Las proteinas extraidas de las plantas se transfectaron al vacio
con el ADNc armonizado que codifica la proteina Amb 1 por cromatografia IMAC. Luego las fracciones retenidas
en la columna se analizaron por electroforesis SDS-PAGE. Dada la posicién C-terminal de Flag, dos polipéptidos
correspondientes a la forma precursora (preproproteina) (Amb a 1p) y a la subunidad alfa se purifican del extracto
transfectado con el ADNc completo (carril 3). Estos dos polipéptidos (Amb a 1 alfa y Amb a 1p) se separan luego
(carriles 4 y 5 respectivamente) mediante cromatografia de tamizado molecular. Los dos polipéptidos producidos
exhiben una movilidad electroforética ligeramente menor que las proteinas nativas. Esta diferencia se explica por
la presencia de Flag en la posicién C-terminal.

Figura 5: Expresion del alergeno Amb a 11. Las proteinas extraidas de 3 plantas (P1-P3) transfectadas con el
ADNc que codifica el alergeno Amb a 11 se separaron por electroforesis SDS-PAGE. Los extractos de proteinas
se analizan en cuanto se extraen (OH) o después de una incubacién de 12h (12H) a temperatura ambiente. La
incubacién a temperatura ambiente destaca la acumulacion de dos polipéptidos correspondientes a Amb a 11, asi
como la degradacion casi total de las proteinas de N. Benthamiana. Por tanto, el alergeno Amb a 11 se produce
en forma activa segun el mismo proceso que el descrito actualmente para Amb a 1.

Descripcion detallada de la invencién
EJEMPLO:
Disefio molecular y sintesis de genes

Los ADNc se sintetizan en forma nativa, optimizando el uso de codones para su reconocimiento por el sistema de la
planta o armonizando el uso de codones (reintroduccion de codones raros para estimular la sintesis de la proteina).
En el contexto de esta invencidn, la optimizacion preferente es la optimizacion para una expresion en Nicotiana
benthamiana, como se muestra en la Figura 1.

Preparacion de plasmidos

Los sitios de restriccion Xba I/kpn | y Sal I/Sac | se integran respectivamente en los extremos 5' y 3' del ADNc durante
la sintesis. Estos sitios se utilizan para clonar los ADNc en el vector de expresion binario pAG01 (Figura 1). Los ADNc
se clonan cadena arriba de un promotor 35S (35S) y cadena abajo de una secuencia de terminaciéon de nopalina
sintasa (Tnos); el vector pAG01 contiene ademas un casete de expresion que hace posible expresar el inhibidor de
silenciamiento p19 simultaneamente con la proteina recombinante para aumentar los rendimientos de produccién. Los
vectores se usan para transformar la cepa LBA4404 de Agrobactehum tumefaciens.

Expresion transitoria de pectato liasas segun la invenciéon en hojas de Nicotiana benthamiana - Uso de la
plataforma AllergoPur

Para produccion por expresion transitoria se usa LBA4404 de Agobacterium tumefaciens para la transferencia de un
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ADNCc que codifica la pectato liasa sin que el gen de interés se integre en el genoma de la célula vegetal: aqui se habla
de transfeccion y no de transgénesis. Las plantas se cultivan en condiciones hidropdnicas en presencia de un medio
nutriente (GHE, floragrow, floramicro, florabloom, 10 ml/15 ml/5 ml para 10 | de agua osmotizada) y bajo iluminacion
LED.

La agrobacteria se transfiere al tejido de la hoja por agroinfiltracion segun dos métodos. Para produccién de pequefios
lotes de pectato liasas destinadas a la deteccion de prototipos, las agrobacterias se inyectan manualmente con una
jeringa aplicada contra la epidermis de la parte inferior de la hoja. Los discos foliares tomados de las hojas 4 a 6 dias
después de la agroinfiltracion se usan para el analisis de los diferentes prototipos de pectato liasas. Esta etapa de
seleccion permite definir el vector de expresiéon que se utilizara para obtener una pectato liasa de calidad 6ptima. El
mismo método se utiliza para la produccién comercial a gran escala pero, en este caso, la agroinfiltracion se realiza al
vacio, en recintos que contienen varios litros de un cultivo de agrobacterias y donde varias decenas de plantas se
infiltran simultdaneamente. Estas plantas se vuelven a poner en cultivo durante 4 a 6 dias antes de la purificacion de
las pectato liasa de los extractos de hojas (Figura 2).

Expresion de la pectato liasa Amb a 1 y sus subunidades

La expresién de proteinas y los rendimientos se analizan mediante transferencia Western y ELISA respectivamente.
Los resultados se ilustran para las 3 formas de ADNc que codifican la proteina natural (Figura 3).

Las proteinas expresadas son activas. En efecto, la expresion de Amb a 1 causa una necrosis significativa a partir del
4° dia de expresion en comparacion con las plantas de control. Estas necrosis se deben a una fuerte actividad de la
pectato liasa (Liu et al, 2010).

Purificacién y caracterizacion

Como se muestra en la Figura 4, las pectasas se extraen de biomasa fresca o congelada y luego se purifican en una
columna IMAC (HisTrap Excell).

Esta purificacion permite la produccion de la forma precursora (preproproteina) y la subunidad alfa.
Finalmente, como se muestra en la Figura 5, es posible combinar los alergenos Amb a 1 y Amb a 11 obtenidos por el
método segun la invencidn, para obtener una composicidon que pueda usarse en inmunoterapia alérgica. Estos
alérgenos se pueden producir y purificar después de la extraccién mecanica como se describe en la solicitud
FR1255510, o segun la alternativa de extraccion por infiltracion enzimatica como se describe en la presente solicitud.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ANGANY GENETICS

<120> Producciéon comercial del alergeno Amb A1 por expresion transitoria en plantas

<130> BFF140239

<160>9

<170> Patent In versién 3.5

<210> 1

<211> 1254

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADNCc que codifica la preproproteina natural (de secuencia SEQ ID NO: 7)

<400> 1
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tctagaggta
gtcactttge
gaaacaagga
aaagccgatt
ggaacagtgg
gttgcaaatc
atcatttttg
aagaccatcg
ggtgtcaaga
ggcctgatta
ataagtattt
gatgggctgg
acccaacacc
atgctagcaa
tgtecggcecatg
atcggtggta
gaacgcagca
tggaactgga
gtcgatccag

tccgetcectaa

catcatcatc

<210> 2
<211> 1254
<212> ADN

ccatggggat
tgcaacctgt
ggctgacaac
gggcggaaaa
gcggaaaaga
caaaagaagg
aaagagatat
atggccgagg
atgtaatcat
agtccaacga
ctggtagttc
tagatgccaa
agtttgtact
cggtcgettt
ggtttttcca
gcgcgtcecce
agaaaaatgt
gaacgaataa
tgctaacccc

gcctcactag

atcatcatga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADNCc optimizado para uso en N. benthamiana, que codifica la preproproteina natural (de secuencia SEQ

ID NO: 7)

<400> 2
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caaacactgt
tegttetgee
aagtggagca
ccgaaaagcg
tggtgatata
cacactccgg
ggtgattecgt
ggcgaaagtt
tcataacata
tggtccagca
acaaatatgg
gctcggcace
attattcggg
caacacgttc
agtcgttaac
aaccatactc
cctaggaagg
agacgtgctt
tgagcaaagc

tagtgctggt

ttataaagat

tgttacatct
gaagatctcc
tacaacatta
ttagccgatt
tacacggtca
tttggtgececg
ttggataaag
gaaatcatta
aatatgcatg
gctccaagag
atcgaccatt
acacgcttaa
gctggtgacg
actgataacg
aacaactatg
agccaaggga
catggtgaag
gaaaatggtg
gcagggatga

gtactctcat

gatgatgata

10

tgtattttac
aggaaatctt
tagacgggtg
gtgcccaagg
ccagtgagct
cccaaaacag
agatggtggt
acgctggttt
atgttaaagt
ctggtagtga
gttecgcectcag
ccgtttceccaa
aaaatattga
ttgaccaaag
ataaatgggg
acagattctg
ccgeccgcaga
ctatttttgt
ttccagccga

gccaaccegg

aagtttgagt

cttagccectt
accagttaac
ctggaggggc
ttttgggaag
agatgatgat
gcecttgtgg
aaacagtgac
cacccttaat
gaatccagga
tggtgatgct
taagtctgtt
cagcttattc
agatagaggc
aatgcctaga
atcgtatgece
cgcccecgat
gtcgatgaag
tgcatccggg
accaggagag

agcaccttge

cgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1254



ES 2781 861 T3

tctagaggta ccatgggcat caagcactge tgctacatce tctacttcac cctegeccte 60
gtcaccctee tccagecegt cegetcecgee gaggacctcece aggagatccet ccecceccegtcaac 120
gagacccgcece gcctcaccac ctecggegee tacaacatca tcgacggetg ctggegegge 180
aaggccgact gggccgagaa ccgcaaggcece ctcgecgact gegeccaggg ctteggecaag 240
ggcaccgtecg gecggcaagga cggcgacatc tacaccgtca cctececgaget cgacgacgac 300
gtcgeccaace ccaaggaggg caccctcege tteggegecg cccagaaccg cceccctetgg 360
atcatcttcg agcecgecgacat ggtcatcecge ctcgacaagg agatggtcgt caactccgac 420
aagaccatcg acggccgcegg cgccaaggtce gagatcatca acgccggett caccctcaac 480
ggcgtcaaga acgtcatcat ccacaacatc aacatgcacg acgtcaaggt caaccccgge 540
ggcctcatca agtccaacga cggccccgecc geccccccgceg ccggctccga cggcgacgec 600
atctccatct ccggctceccte ccagatctgg atcgaccact gectcecctcecte caagtcecegte 660
gatggcctcg tcgatgccaa gcectcggcacce acccgectca ccecgtectccaa ctceectette 720
acccagcacc agttcgtcct cctettegge gecggcgacg agaacatcga ggaccgcecggce 780
atgctcgcca ccgtcgectt caacaccttc accgacaacg ttgaccagceg catgccccge 840
tgccgccacg gettcttcca ggtcgtcaac aacaactacg acaagtgggg ctcctacgec 900
atcggcggcet ccgectccce caccatccte tcccagggca accgettctg cgeccccgac 960
gagcgctcca agaagaacgt cctcggccgce cacggcgagg ccgccgccga gtccatgaag 1020
tggaactggc gcaccaacaa ggacgtcctc gagaacggcg ccatcttegt cgecteccgge 1080
gttgacceceg tectcaccee cgagcagtcece geecggecatga tcccegecga geccggegag 1140
tccgecctet cecctcaccte ctcegecgge gtecctctect geccagcccgg cgccccctge 1200
catcatcatc atcatcatga ttataaagat gatgatgata aagtttgagt cgac 1254

<210> 3

<211> 1254

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADNc armonizado que codifica la forma preproproteina natural (de secuencia SEQ ID NO: 7)

<400> 3

1"
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12

tctagaggta ccatggggat taaacactgt tgttacattt tgtactttac tctegecacte 60
gtgaccctcee tccagecetgt gegetcecgeca gaggatcttce aggagattcet cccagttaat 120
gagaccagga ggctgaccac ctccggagca tacaatatta tcgacggatg ctggagggga 180
aaggcagatt gggccgagaa tcggaaggcc ctcgcagatt gecgcacaagg ttttggcaag 240
ggaaccgtgg gaggaaagga tggtgatatc tacaccgtga ctteccgaget cgatgatgat 300
gttgcaaatc caaaggaggg aaccctccege ttcggtgcag cacagaatag gcccctetgg 360
attatttttg agagggatat ggtgattcgg ctcgataagg agatggtggt caattccgac 420
aagactattg atggacgggg agccaaggtt gagattatta atgctggttt cactctcaat 480
ggtgttaaga atgtcattat tcataatatc aatatgcacg atgttaaggt gaatcctgga 540
ggactgatta agtccaatga tggtcctgca gctcctagag ctggttccga tggtgatget 600
atctccattt ccggttcctcec ccagatctgg attgaccatt gttccettte caagteccegtg 660
gatggtctcg tcgatgctaa gecttggaact acccgecctca ctgtttccaa ttcectette 720
actcagcacc agtttgtcecet cctettegge getggtgacg agaatattga ggataggggt 780
atgctcgcaa ccgtggettt caataccttec accgataatg ttgaccagag gatgcecctagg 840
tgccggcatg gatttttcca ggtggttaat aataattacg ataagtgggg atcctacgea 900
attggtggtt ccgcctceccece tactatcett tecccagggaa ataggttetg cgecacccegat 960
gagcgctcca agaagaatgt gectcggaagg cacggtgagg cagcagcaga gtccatgaag 1020
tggaattgga ggaccaataa ggacgtgctc gagaatggtg ctatttttgt tgcatccgga 1080
gttgatcctg tgctcactee tgagcagtce gcaggaatga ttcectgecaga gectggagag 1140
tccgetetet cecttaccte cteegetggt gteetttect gecagecegg agcaccttge 1200
catcatcatc atcatcatga ttataaagat gatgatgata aagtttgagt cgac 1254
<210> 4
<211> 606
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ADNc nativo/optimizado/armonizado que codifica la subunidad beta
<400> 4
tctagaggta ccatggggat caaacactgt tgttacatct tgtattttac cttagccctt 60
gtcactttgce tgcaacctgt tecgttctgece gaagatctcce aggaaatctt accagttaac 120
gaaacaagga ggctgacaac aagtggagca tacaacatta tagacgggtg ctggaggggce 180
aaagccgatt gggcggaaaa ccgaaaagcg ttagccgatt gtgcccaagg ttttgggaag 240
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ggaacagtgg gcggaaaaga tggtgatata tacacggtca ccagtgaget agatgatgat 300
gttgcaaatc caaaagaagg cacactccgg tttggtgccg cccaaaacag gecccttgtgg 360
atcatttttg aaagagatat ggtgattcgt ttggataaag agatggtggt aaacagtgac 420
aagaccatcg atggccgagg ggcgaaagtt gaaatcatta acgetggttt cacccttaat 480
ggtgtcaaga atgtaatcat tcataacata aatatgcatg atgttaaagt gaatccagga 540
ggcctgatta agcatcatca tcatcatcat gattataaag atgatgatga taaagtttga 600
gtcgac 606
<210>5
<211>786
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ADNCc nativo/optimizado/armonizado que codifica la subunidad alfa
<400> 5
tctagaggta ccatggggat caaacactgt tgttacatct tgtattttac cttagcccett 60
gtcactttge tgcaacctgt tcgttctaac gatggtccag cagctccaag agctggtagt 120
gatggtgatg ctataagtat ttctggtagt tcacaaatat ggatcgacca ttgttegcete 180
agtaagtctg ttgatgggct ggtagatgcc aagctcggca ccacacgectt aaccgtttcce 240
aacagcttat tcacccaaca ccagtttgta ctattattcg gggctggtga cgaaaatatt 300
gaagatagag gcatgctagc aacggtcget ttcaacacgt tcactgataa cgttgaccaa 360
agaatgccta gatgtcggca tgggtttttec caagtcgtta acaacaacta tgataaatgg 420
ggatcgtatg ccatcggtgg tagcgcgtcc ccaaccatac tcagccaagg gaacagattc 480
tgecgeccceceg atgaacgcag caagaaaaat gtcctaggaa ggcatggtga ageccgcecgceca 540
gagtcgatga agtggaactg gagaacgaat aaagacgtgc ttgaaaatgg tgctattttt 600
gttgcatcecg gggtcgatce agtgctaacc cctgagcaaa gcgcagggat gattccagece 660
gaaccaggag agtccgctct aagcctcact agtagtgectg gtgtactcte atgeccaaccce 720
ggagcacctt gccatcatca tcatcatcat gattataaag atgatgatga taaagtttga 780
gtcgac 786
<210> 6
<211 >80
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> propéptido Der p1

<400> 6

13



Arg

Lys

Leu

Leu

Ala
65

<210>7
<211> 417
<212> PRT

<213> Ambrosia artemisiifolia

<400>7

Pro

Ser

Glu

Ser

50

Glu

Ser

Tyr

Ser

35

Asp

Ala

Ser

Ala

20

Val

Leu

Phe

Ile

Thr

Lys

Ser

Glu

Lys

Phe

Tyr

Leu

His
70
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Thr

Glu

Val

Asp

55

Leu

Phe

Asp

Gln

40

Glu

Lys

Glu

Glu

25

Ser

Phe

Thr

14

Glu

10

Glu

Asn

Lys

Gln

Tyr

Ala

Gly

Asn

Phe
75

Lys

Ala

Gly

Arg

60

Asp

Lys

Arg

Ala

45

Phe

Leu

Ala

Lys

30

Ile

Leu

Asn

Phe

15

Asn

Asn

Met

Ala

Asn

Phe

His

Ser

Glu
80



Ser

Thr

Leu

Gly

Ala

65

Gly

Leu

Ala

Ile

Arg

Leu

Gln

Ala

50

Glu

Thr

Asp

Ala

Arg
130

Gly

Ala

Glu

35

Tyr

Asn

Val

Asp

Gln

115

Leu

Thr

Leu

20

Ile

Asn

Arg

Gly

Asp

100

Asn

Asp

Met

Val

Leu

Ile

Lys

Gly

85

Val

Arg

Lys
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Gly

Thr

Pro

Ile

Ala

70

Lys

Ala

Pro

Glu

Ile

Leu

Val

Asp

Leu

Asp

Asn

Leu

Met
135

Lys

Leu

Asn

40

Gly

Ala

Gly

Pro

Trp

120

Val

15

His

Gln

25

Glu

Cys

Asp

Asp

Lys

105

Ile

Val

Cys

10

Pro

Thr

Trp

Cys

Ile

90

Glu

Ile

Asn

Cys

Val

Arg

Arg

Ala

75

Tyr

Gly

Phe

Ser

Tyr

Arg

Arg

Gly

Gln

Thr

Thr

Glu

Asp
140

Ile

Ser

Leu

45

Lys

Gly

Val

Leu

Arg

125

Lys

Leu

Ala

30

Thr

Ala

Phe

Thr

Arg

110

Asp

Thr

Tyr

15

Glu

Thr

Asp

Gly

Ser

95

Phe

Met

Ile

Phe

Asp

Ser

Trp

Lys

80

Glu

Gly

Val

Asp



Gly
145

Gly

val

Ile

Asp

225

Thr

Glu

Asn

Val

Ala

305

Glu

Glu

Gly

Gln

Leu
385

Arg

vVal

Asn

Ala

Trp

210

Ala

Gln

Asp

vVal

Asn

290

Ser

Arg

Ser

Ala

Ser

370

Thr

Gly

Lys

Pro

Gly

195

Ile

Lys

His

Arg

Asp

275

Asn

Pro

Ser

Met

Ile

355

Ala

Ser

Ala

Asn

Gly

180

Ser

Asp

Leu

Gln

Gly

260

Gln

Asn

Thr

Lys

Lys

340

Phe

Gly

Ser

Lys

val

165

Gly

Asp

His

Gly

Phe

245

Met

Arg

Tyr

Ile

Lys

325

Trp

val

Met

Ala
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Val

150

Ile

Leu

Gly

Cys

Thr

230

vVal

Leu

Met

Asp

Leu

310

Asn

Asn

Ala

Ile

Gly
390

Glu

Ile

Ile

Asp

Ser

215

Thr

Leu

Ala

Pro

Lys

295

Ser

vVal

Trp

Ser

Pro

375

Val

Ile Ile

His Asn

Lys Ser
185

Ala Ile
200

Leu Ser

Arg Leu

Leu Phe

Thr Vval

265

Arg Cys
280

Trp Gly

Gln Gly

Leu Gly

Arg Thr

345

Gly Val
360

Ala Glu

Leu Ser

16

Asn

Ile

170

Asn

Ser

Lys

Thr

Gly

250

Ala

Arg

Ser

Asn

Arg

330

Asn

Asp

Pro

Cys

Ala

155

Asn

Asp

Ile

Ser

val

235

Ala

Phe

His

Tyr

Arg

315

His

Lys

Pro

Gly

Gln
395

Gly

Met

Gly

Ser

val

220

Ser

Gly

Asn

Gly

Ala

300

Phe

Gly

Asp

val

Glu

380

Pro

Phe

His

Pro

Gly

205

Asp

Asn

Asp

Thr

Phe

285

Ile

Cys

Glu

Val

Leu

365

Ser

Gly

Thr

Asp

Ala

130

Ser

Gly

Ser

Glu

Phe

270

Phe

Gly

Ala

Ala

Leu

350

Thr

Ala

Ala

Leu

vVal

175

Ala

Ser

Leu

Leu

Asn

255

Thr

Gln

Gly

Pro

Ala

335

Glu

Pro

Leu

Pro

Asn

160

Lys

Pro

Gln

val

Phe

240

Ile

Asp

vVal

Ser

Asp

320

Ala

Asn

Glu

Ser

Cys
400
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His His His His His His Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Val Val
405 410 415

Asp

<210>8

<211> 201

<212> PRT

<213> Ambrosia artemisiifolia

<400> 8

Ser Arg Gly Thr Met Gly Ile Lys His Cys Cys Tyr Ile Leu Tyr Phe
1 5 10 15

Thr Leu Ala Leu Val Thr Leu Leu Gln Pro Val Arg Ser Ala Glu Asp
20 25 30

Leu Gln Glu Ile Leu Pro Val Asn Glu Thr Arg Arg Leu Thr Thr Ser
35 40 45

Gly Ala Tyr Asn Ile Ile Asp Gly Cys Trp Arg Gly Lys Ala Asp Trp
50 55 60

Ala Glu Asn Arg Lys Ala Leu Ala Asp Cys Ala Gln Gly Phe Gly Lys
65 70 75 80

Gly Thr Val Gly Gly Lys Asp Gly Asp Ile Tyr Thr Val Thr Ser Glu
85 90 95

Leu Asp Asp Asp Val Ala Asn Pro Lys Glu Gly Thr Leu Arg Phe Gly
100 105 110

Ala Ala Gln Asn Arg Pro Leu Trp Ile Ile Phe Glu Arg Asp Met Val
115 120 125

Ile Arg Leu Asp Lys Glu Met Val Val Asn Ser Asp Lys Thr Ile Asp
130 135 140

Gly Arg Gly Ala Lys Val Glu Ile Ile Asn Ala Gly Phe Thr Leu Asn
145 150 155 160

Gly Val Lys Asn Val TIle Tle His Asn Ile Asn Met His Asp Val Lys
165 170 175

Val Asn Pro Gly Gly Leu Ile Lys His His His His His His Asp Tyr
180 185 190

17
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<210>9

<211> 261
<212> PRT
<213> Ambrosia artemisiifolia

<400> 9

Ser

1

Thr

Pro

Gly

Asp

65

Asn

Asp

Thr

Phe

Ile

145

Cys

Glu

Val

Arg

Leu

Ala

Ser

50

Gly

Ser

Glu

Phe

Phe

130

Gly

Ala

Ala

Leu

Gly

Ala

Ala

35

Ser

Leu

Leu

Asn

Thr

115

Gln

Gly

Pro

Ala

Glu
195
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Lys Asp Asp Asp Asp Lys Val Val Asp
200

Thr

Leu

20

Pro

Gln

Val

Phe

Ile

100

Asp

vVal

Ser

Asp

Ala

180

Asn

Met

Val

Arg

Ile

Asp

Thr

85

Glu

Asn

Val

Ala

Glu

165

Glu

Gly

195

Gly

Thr

Ala

Trp

Ala

70

Gln

Asp

Val

Asn

Ser

150

Arg

Ser

Ala

Ile

Leu

Gly

Ile

55

Lys

His

Arg

Asp

Asn

135

Pro

Ser

Met

Ile

Lys

Leu

Ser

40

Asp

Leu

Gln

Gly

Gln

120

Asn

Thr

Lys

Lys

Phe
200

His

Gln

25

Asp

His

Gly

Phe

Met

105

Arg

Tyr

Ile

Lys

Trp

185

Val

18

Cys

10

Pro

Gly

Cys

Thr

Val

90

Leu

Met

Asp

Leu

Asn

170

Asn

Ala

Cys

val

Asp

Ser

Thr

75

Leu

Ala

Pro

Lys

Ser

155

Val

Trp

Ser

Tyr

Arg

Ala

Leu

60

Arg

Leu

Thr

Arg

Trp

140

Gln

Leu

Arg

Gly

Ile

Ser

Ile

45

Ser

Leu

Phe

Val

Cys

125

Gly

Gly

Gly

Thr

Val
205

Leu

Asn

30

Ser

Lys

Thr

Gly

Ala

110

Arg

Ser

Asn

Arg

Asn

130

Asp

Tyr

15

Asp

Ile

Ser

Val

Ala

95

Phe

His

Tyr

Arg

His

175

Lys

Pro

Phe

Gly

Ser

Val

Ser

80

Gly

Asn

Gly

Ala

Phe

160

Gly

Asp

Val



Leu

Ser

225

Gly

Asp

Thr Pro Glu Gln

210

Ala Leu Ser Leu

Ala Pro Cys

Lys

Val val
260

His
245

Asp
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Ser Ala Gly Met Ile Pro Ala

215

Thr Ser Ser Ala Gly Val Leu

230

His His

His His His Asp Tyr

19

250

235

220

Glu Pro Gly Glu

Ser Cys Gln Pro
240

Lys Asp Asp Asp
255
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REIVINDICACIONES

1. Célula vegetal que comprende una molécula de ADN que comprende al menos una secuencia nucleotidica
heterdloga que codifica una preproproteina de una pectato liasa elegida entre Amb a 1, la subunidad alfa de Amb a 1,
la subunidad beta de Amb a 1, y los homodlogos de Amb a 1, unida funcionalmente a un promotor fuerte, en donde
dicha molécula de ADN no esta integrada en el genoma de la célula vegetal.

2. Célula vegetal segun la reivindicacion 1, en donde la pectato liasa se elige entre Amb a 1.0101, Amb a 1.0201, Amb
a 1.0202, Amb a 1.0301, Amb a 1.0302, Amb a 1.0303, Amb a 1.0304, Amb a 1.0305, Amb a 1.0401, Amb a 1.0402,
Amb a 1.0501, Amb a 1.0502, la subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta de Amb a 1y las proteinas de la familia
de las Asteraceas que tienen al menos un 57 % de identidad, preferentemente al menos 60 % de identidad,
preferentemente al menos 64 % de identidad, con una de las isoformas de Amb a 1.

3. Célula vegetal segun una de las reivindicaciones 1 0 2, en donde la pectato liasa se elige entre Amb a 1.0101, Amb
a 1.0201, Amb a 1.0202, Amb a 1.0301, Amb a 1.0302, Amb a 1.0303, Amb a 1.0304, Amb a 1.0305, Amb a 1.0401,
Amb a 1.0402, Amb a 1.0501, Amb a 1.0502, la subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta de Amb a 1 y las
proteinas de Artemisia vulgaris, Ambrosia psilostachya o Ambrosia trifida, que tienen al menos un 57 % de identidad,
preferentemente al menos 60 % de identidad, preferentemente al menos 64 % de identidad, con una de las isoformas
de Amb a 1.

4. Célula vegetal seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la secuencia nucleotidica heteréloga comprende
una secuencia que codifica el péptido sefial, una secuencia que codifica el propéptido y una secuencia que codifica la
pectato liasa madura.

5. Célula vegetal segun la reivindicacion 4, en donde:

- el péptido senal se elige entre el péptido sefal natural de la pectato liasa y el péptido sefial de la quitinasa de
tabaco; y

- el propéptido se elige entre los propéptidos naturales de las pectato liasas y los propéptidos de las peptidasas
C1A.

6. Célula vegetal segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la secuencia nucleotidica heterdloga comprende
ademas una secuencia de péptido de direccionamiento intracelular que se dirige a la pectato liasa en forma soluble o
membranaria hacia el reticulo endoplasmatico o los diversos compartimentos constituyentes del sistema
endomembranario de secrecion de la célula vegetal.

7. Célula vegetal segun una de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende un vector de expresion que comprende:

- elementos del ADN procariotico que codifican un origen de replicacion bacteriana y un gen de resistencia a un
antibiotico;

- la secuencia nucleotidica heteréloga como se define en una de las reivindicaciones precedentes;

- un casete de expresion que permite la expresion de un inhibidor de silenciamiento, preferentemente p19; y

- elementos de ADN que controlan el procesamiento de las transcripciones, como secuencias de
terminacion/poliadenilacion, preferentemente la secuencia Tnos.

8. Planta que comprende al menos una célula vegetal segun una de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Método de produccién de una pectato liasa elegida entre Amb a 1, la subunidad alfa de Amb a 1, la subunidad beta
de Amb a 1 y los homélogos de Amb a 1, que comprende expresar dicha pectato liasa en una célula vegetal segun
una de las reivindicaciones 1 a 7, o en una planta segun la reivindicacion 8.

10. Método de produccién de una pectato liasa segun la reivindicacion 9, que comprende las siguientes etapas:

a) transformacién de agrobacterias con un vector de expresion que comprende una secuencia nucleotidica
heterdloga que codifica una preproproteina de una pectato liasa unida de manera funcional a un promotor fuerte;

y
b) transfeccion de la célula vegetal o de la planta con las agrobacterias obtenidas en la etapa a).

11. Método de produccién de una pectato liasa segun la reivindicacién 10, en donde las agrobacterias utilizadas en la
etapa a) se eligen entre las cepas LBA4404, GV3101, EHA 101/105 y C58, y en donde la transfeccién de la etapa b)
comprende preferentemente las siguientes etapas:

b1) cultivar la célula vegetal o la planta, en aeroponia o hidroponia, y bajo iluminaciéon LED, preferentemente
durante cinco semanas en hidroponia sobre flotadores libres,
b2) agroinfiltrar al vacio la célula vegetal o la planta obtenida en b1), por las agrobacterias obtenidas en la etapa

a),y

20
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b3) volver a cultivar la célula vegetal o la planta obtenida en b2), tipicamente de 3 a 6 dias.

12. Método de produccion de una pectato liasa segun la reivindicacion 10 u 11, que comprende ademas una etapa c)
de extraccion de la pectato liasa producida, dicha etapa c¢) comprendiendo las siguientes etapas:

- infiltracion al vacio de la célula u hojas de la planta (es decir, parte aérea) de la planta, en una solucion enzimatica
que contiene una pectinasa 0 macerozima, que no presenta actividad proteolitica,

- eliminacion de la célula vegetal infilirada u hojas infiliradas de la planta e incubacién, en una solucién enzimatica
de pectinasa 0 macerozima, durante un periodo entre 2h30 y 5 h, a una temperatura entre 24 °C y 30 °C, después
- agitacion de la mezcla obtenida entre 20 y 30 rpm a temperatura ambiente durante un periodo entre 30 minutos
y2h,

- filtracion, luego opcionalmente centrifugacién del digestato obtenido, y

recuperacion del sobrenadante.

21
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Figura 1
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A: SEQID NO :1

B: SEQ ID NO :2

C: SEQIDNO :3

D: SEQID NO :4

E: SEQID NO :5
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Figura 2
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Figura 3
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Extracto de polen Amb a 1 producido en
de ambrosia N. benthamiana
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Figura 4
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Expresion de Amb a 11
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Figura 5
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