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DESCRIPCION

Glicosilacién de tipo mamifero en plantas.

La presente invencion se refiere al campo del procesado de glicoproteinas en plantas transgénicas utilizadas como
fabricas con un coste eficaz y libres de contaminacion para la produccién de sustancias proteiniceas, tales como
proteinas biofarmacéuticas recombinantes o composiciones (farmacéuticas) que los comprenden.

La creacién de proteinas recombinantes como, por ejemplo, medicamentos o composiciones farmacéuticas median-
te agricultura firmaco-molecular constituye una de las principales atracciones de las plantas transgénicas; es también
el dominio en el que su utilizacidn estd mejor aceptada por la opinién publica. Ademds del rendimiento y el coste
favorable que se pueden esperar desde el campo de la produccién de proteinas recombinantes, las plantas transgéni-
cas presentan ciertas ventajas sobre otros sistemas de produccion, tales como bacterias, levaduras y células animales.
De hecho, estan desprovistas de virus que podrian ser peligrosos para los humanos y pueden acumular las proteinas
de interés en sus “6rganos de almacenamiento”, tales como semillas o tubérculos. Esto facilita su manipulacién, su
transporte y su almacenamiento a temperatura ambiente, a la vez que permite la posibilidad de una posterior extrac-
cién segun las necesidades. Ademds, la planta transgénica, o algunas de sus partes, se pueden utilizar como vector de
medicamentos o de vacunas. En 1996, el equipo de Charles Arntzen (Instituto Boyce Thompson para Investigacién de
Plantas, Universidad de Cornell, Nueva York) prob¢ la produccién de una vacuna recombinante contra la enterotoxina
termolabil de Escherichia coli por la patata. Su eficacia se ha demostrado en ratones y a través de pruebas clinicas
llevadas a cabo en voluntarios que habian consumido de 50 a 100 gramos de patatas crudas transgénicas durante un
periodo de seis meses. Otro equipo, en Loma Linda, California, ha probado con éxito en ratones una vacuna contra
el colera formado en la patata. La vacunacidn tradicional contra gérmenes responsable de enteropatias se considera
como “demasiado costosa” para implantarse de forma general en los paises desarrollados. Sin embargo, la produccién
de vacunas orales, por ejemplo, no permitirian en la patata, pero si en la banana, a un precio muy bajo, una imple-
mentacion general de la vacunacion contra diarreas de origen bacteriano, que provoca la muerte de tres millones de
nifios cada afio. En los paises desarrollados, se puede imaginar que los nifios preferirian ciertamente una vacuna de
banana o fresa a la aguja del doctor. De forma mds general, el estudio de farmacos a nivel molecular podria permitir
que los paises desarrollados produjeran, a bajo coste, cantidades sustanciales de proteinas terapéuticas utilizando la
capacidad de su agricultura sin necesidad de invertir en industrias farmacéuticas. A pesar de que las ventajas de las
plantas como fébricas de sustancias proteindceas se explican mayoritariamente segin los biofarmacéuticos, las plantas
también son Uutiles para la produccién de otras proteinas, por ejemplo, enzimas industriales y otros, debido a su capa-
cidad de glicosilacién que conduce, por ejemplo, a una mayor estabilidad. Actualmente, la utilizacién de plantas para
la produccién de proteinas o glicoproteinas para uso terapéutico ha llegado més all4 del dominio de la ciencia ficcién
ya que la soja, el tabaco, la patata, el arroz o la colza son objeto de investigaciones para la produccion de vacunas,
proteinas o péptidos de mamiferos, tales como: anticuerpos monoclonales, antigenos de vacuna, enzimas, tales como
lipasa gdastrica canina, citoquinas, tales como factor de crecimiento epidérmico, interleuquinas 2 y 4, eritropoyetina,
encefalinas, interferén y albimina de suero, en la mayor parte de origen humano. Algunas de estas proteinas ya han
demostrado su eficacia en voluntarios humanos, aunque su inmunogenicidad potencial y su posible cardcter alergénico
aun limita su desarrollo. Varias proteinas heterélogas se han producido de manera satisfactoria en plantas. Entre estas
proteinas se incluyen anticuerpos monoclonales, hormonas, antigenos de vacuna, enzimas y proteinas de la sangre
(Dieryck et al., 1997, Florack et al., 1995; Ma et al. 1995; Matsumoto et al. 1163; Saito et al., 1991; Thanavala et al.,
1995). Una limitacién importante de las plantas, compartida con otros sistemas de expresion heterélogos, tal como
bacterias, levadura y células de insectos, es su diferente perfil de glicosilacién en comparacién con los mamiferos. A
diferencia de las bacterias, que no tienen glicanos unidos por N, y la levadura, que sélo tiene glicanos con alto conteni-
do en manosa, las plantas son capaces de producir proteinas con glicanos unidos por N complejos. Las glicoproteinas
de plantas tienen glicanos complejos unidos por N que contienen residuos de fucosa en el nicleo unidos por a1,3 y
residuos de xilosa unidos por 81,2 que no se hallan en mamiferos (Lerouge et al., 1998) (figura 1). El nticleo de los
N-glicanos de plantas se pueden sustituir, como en los mamiferos, por 2 residuos GIcNAc', que son transferidos por
N-acetilglucosaminiltransferasa I y II (Schachter, 1991) a pesar de que varia su apariencia (Rayon et al., 1999). Los
N-glicanos de algunas glicoproteinas de plantas contienen ademas un epitopo Lewis A (Fuca1,4(GalB1,3)GlcNAc)
(Fitchette Laine et al., 1997; Melo et al., 1997). Sin embargo, las glicoproteinas de las plantas carecen de la galactosa
caracteristica (NeuAca2,6GalS1,4) que contiene N-glicanos complejos hallados en mamiferos, mientras que el nicleo
de fucosa unida por 1,6 no se halla nunca (figura 1; Schachter, 1991). Un anticuerpo monoclonal de ratén producido
en las plantas del tabaco (Ma et al., 1995) tiene una N-glicosilacién de plantas tipica: 40% de glicanos con alto conte-
nido en manosa y un 60% de glicanos complejos que contienen xilosa, fucosa y 0, 1 6 2 residuos GIcNAc terminales
(Cabanes Macheteau et al. 1999).

Brevemente, los andlisis de las glicoproteinas de la plantas han indicado que hay diversas etapas en los mecanismos
de glicosilacién de plantas y mamiferos que son muy similares, si no son idénticos. Sin embargo, existen también claras
diferencias, particularmente en la sintesis de glicanos complejos. Los glicanos complejos de las plantas son en general
mucho mds pequefios y contienen residuos de beta-1,2 xilosa o alfa-1,3 fucosa unidos al niicleo Man3 (GIcNAc)2. Se
sabe que dichos residuos sobre la glicoproteina son altamente inmunogénicos. Esto provocara problemas para ciertas
aplicaciones de proteinas recombinantes que transportan estos azticares. Ademds, aunque es comun y frecuentemente
esencial en las glicoproteinas de los mamiferos, el dcido sidlico nunca se ha encontrado en glicanos de las plantas. Esto
es particularmente relevante ya que algunos experimentos han demostrado que la ausencia de 4cido sidlico terminal
en cadenas laterales glicosidicas puede disminuir drasticamente la actividad bioldgica in vivo. Més probablemente, los
receptores asialo-glicoproteina en el higado se pueden unir a asialo-glicoproteina y provocan por lo tanto un aclarado
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de la glicoproteina de la circulacién, que se refleja en una vida media metabdlica reducida y una baja bioactividad in
vivo.

La presente invencién proporciona una planta que comprende una enzima de mamifero funcional que proporcio-
na una biosintesis de N-glicanos que normalmente no estd presente en plantas en las que la enzima es una -1,4-
galactosiltransferasa; y una segunda proteina de mamifero; en la que la segunda proteina de mamifero comprende un
glicano galactosilado unido por N y se expresa a partir de un acido nucleico que codifica una cadena pesada y ligera
de anticuerpo o un fragmento funcional del mismo. Especialmente es el cardcter de la “planta” de los glicanos lo
que hace que las glicoproteinas producidas en plantas sean menos adecuadas para su uso farmacéutico. Este caracter
de la “planta” transmite caracteristicas antigénicas e inmunogénicas no deseadas a la glicoproteina en cuestion, que
necesitaria una estrategia dirigida a la prevencién de inmunogenicidad de glicoproteinas producidas por plantas trans-
génicas. El objetivo de la estrategia es modificar el genoma de células vegetales de manera que maduren sus proteinas
al igual que lo harfan las células humanas. Se han clonado ya numerosos genes de glicosil transferasas de mamiferos,
lo cual no es el caso de las plantas. A la vista de la facilidad de transformacién de los sistemas vegetales, es fuerte la
tentacién de “complementar” el aparato de Golgi de las plantas por glicosil transferasas de mamiferos con el fin de
“humanizar” o “mamiferizar” los glicanos de las glicoproteinas que producen. Sin embargo, el éxito de dicha estra-
tegia no es evidente. En particular, la galactosilacion y posterior sialilacion de glicoproteinas recombinantes en una
célula vegetal dependen no sélo de la transferencia y la expresion del gen de la galactosil y la sialil transferasa: estas
enzimas exdgenas también deben estar activas en células vegetales, sin efectos perjudiciales para la célula vegetal, y
por ultimo, pero no menos importante, sin efectos perjudiciales a la planta transgénica global.

Para mamiferizar la glicosilacién de la planta para la produccién de glicoproteinas hechas a medida para las plan-
tas, se pueden extraer una Xxiloliltransferasa y fucosiltransferasa y debe expresarse por lo menos una de las diversas
glicosiltransferasas de mamiferos. La extraccion de la xiloliltransferasa y fucosiltransferasa y por lo tanto la reduccién
de la potencial glicosilacién no deseada de las plantas es una opcién factible ya que, por ejemplo, un mutante de
Arabidopsis thaliana mutado en el gen que codifica N-acetilglucosaminiltransferasa I era completamente viable (Von
Schaewen et al. 1993). Dado que la N-acetilglucosaminiltransferasa I es la enzima que inicia la formacién de glicanos
complejos (Schachter, 1991), esta planta carece completamente de glicanos complejos que contienen xilosa y fucosa.

En una realizacién preferida, la presente invencién proporciona una planta que comprende una proteina funcional
de mamifero que proporciona una biosintesis de N-glicanos en la que la proteina es una S-1,4-galactosiltransferasa
que comprende adicionalmente por lo menos una segunda proteina de mamifero, en la que la segunda proteina de
mamifero comprende un glicano galactosilado unido por N y se expresa a partir de un dcido nucleico que codifica
una cadena pesada y ligera de anticuerpo o un fragmento funcional de la misma. En la presente invencién también
se proporciona la produccion en plantas de una glicoproteina deseada que tiene un patrén de glicosilacion de tipo
mamifero, por lo menos en que dicha glicoproteina estd galactosilada.

En una realizacion preferida, la presente invencidn proporciona una planta segtn la presente invencion en la que
dicha enzima mamifera funcional proporciona una biosintesis de N-glicanos que normalmente no estd presente en
plantas que comprende 1,4-galactosiltransferasa. Una enzima de mamifero importante que estd ausente en las plantas
es esta 81,4-galactosiltransferasa. Los ADNc que codifican esta enzima se han clonado a partir de varias especies de
mamiferos (Masri et al., 1988; Schaper ef al.1986). La enzima transfiere galactosa desde el dador de azicares activado
UDP-Gal en la unién 81,4 hacia residuos GIcNAc en glicanos unidos por N y otros glicanos (figura 1). Se ha observado
que estos residuos de galactosa juegan un papel importante en la funcionalidad, por ejemplo, de anticuerpos (Boyd et
al., 1995). La p1,4-galactosiltransferasa se ha introducido recientemente en cultivos de células de insectos (Hollister
et al., 1998; Jarvis y Finn, 1996) para ampliar el mecanismo de N-glicosilacién de células de insectos Sf9 en cultivos
celulares, permitiendo la infeccidén de estos cultivos con un vector de expresion de baculovirus que comprende un
acido nucleico que codifica una proteina heteréloga. Se observé que los glicanos unidos por N a proteina heterdloga
se procesaban en cierto grado mds ampliamente permitiendo la produccién de glicoproteinas recombinantes galacto-
siladas en dichos cultivos de células de insectos. Ademds, la introduccion de la enzima en un cultivo de suspension
de células del tabaco dio lugar a la produccién glicanos galactosilados unidos por N (Palacpac et al., 1999) de protei-
nas enddgenas. Sin embargo, no se produjeron proteinas heterélogas en estos cultivos de células vegetales, y mucho
menos dichas proteinas heter6logas se galactosidaron en el cultivo celular. Ademads, hasta ahora no se han descrito en
la técnica plantas transgénicas que comprendan patrones de glicosilacién de mamiferos. Existen muchos mutantes de
glicosilacion en lineas de células mamiferas (Stanley y Loffe, 1995; Stanley et al., 1996). Sin embargo, mutaciones
similares en organismos completos provocan una disfuncién mds o menos seria de este organismo (Asano et al., 1997;
Herman y Horvitz, 1999; Loffe y Stanley, 1994). Por lo tanto, en general, incluso se espera que la expresién de la
B1,4-galactosiltransferasa en un conjunto mds amplio que las células individuales (tal como en un tejido cohesivo u
organismo total) también conducird a dicha disfuncién, por ejemplo durante la embriogénesis y/u organogénesis. De
hecho, hasta ahora no se ha descrito un organismo no mamifero totalmente desarrollado, tal como un insecto o una
planta, que tenga la capacidad de extender un glicano unido por N, al menos no mediante la adicién de una galac-
tosa. A partir de muchos organismos multicelulares eucariotas, se han generado lineas celulares inmortalizadas, tales
como lineas celulares CHO, Sf9 y de hibridoma. Estas lineas celulares se han cultivado durante muchas generacio-
nes, pueden transportar muchas mutaciones o carecer o haber perdido muchas caracteristicas que son esenciales para
el funcionamiento de los organismos intactos de los que se derivan. Para ilustrar esto ultimo, el hecho de que estas
lineas celulares inmortalizadas no se puedan regenerar en organismos intactos completos muestra que en estas lineas
celulares inmortalizadas faltan mecanismos de sefializacién importantes y componentes implicados en la comunica-
cion célula-célula. A partir de la literatura se sabe que la maquinaria de glicosilacién unida por N de lineas células
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eucariotas inmortalizadas, tales como lineas de células CHO (Stanley y Loffe, 1995; Stanley et al., 1996) o células de
insectos St (Jarvis y Finn, 1996; Hollister et al., 1998), se puede modificar sin tener efectos negativos obvios sobre la
viabilidad de estas lineas celulares, mientras que, en cambio, mutaciones similares en organismos completos provocan
una disfuncién méas o menos seria del organismo (Asano et al., 1997; Herman y Horvitz, 1999; Loffe y Stanley, 1994).
De hecho, no se ha descrito la extension de glicosilacién unida por N, de manera que se formen glicanos unidos por N
que no aparecen de forma natural en células eucariotas que tienen la potencia para regenerarse en organismos viables.
Aparentemente, en comparacion con células normales, las lineas celulares inmortalizadas son flexibles y tolerantes a
la glicosilacién unida por N nueva, de tipos no normales, pero carecen de la capacidad de desarrollarse en organismos
1ntactos.

También se ha descrito la modificacion de la maquinaria de la N-glicosilacién de células de tabaco BY?2 inmorta-
lizadas. La introduccién de GalT en esta linea celular da lugar a la produccién de glicanos galactosilados unidos por
N de proteinas enddgenas (Palacpac et al., 1999). Sin embargo, las células de esta linea celular BY2 no se pueden
regenerar en plantas de tabaco viables. Ademas y tal como se describe en otras partes de la presente solicitud de pa-
tente, la mayor poblacién era un glicano de tipo hibrido anormal (GlcNAc2Man5GIlcNAcGal) sugiriendo una accién
prematura de la galactosiltransferasa introducida y una morfologia de Golgi y localizacién de la galactosiltransferasa
en la linea de células BY2 anormales. Esto proporciona una evidencia adicional de que estas lineas celulares son sig-
nificativamente diferentes de las células normales de la planta del tabaco. Hasta ahora no se ha descrito un organismo
no mamifero totalmente desarrollado, tal como un insecto o una planta, que tenga la capacidad de extender un glicano
unido por N, al menos no mediante la adicién de una galactosa. Sorprendentemente, la presente invencion proporciona
ahora dicho organismo no mamifero, una planta a la que se ha proporcionado una enzima funcional de mamifero que
proporciona la biosintesis de N-glicanos que normalmente no esta presente en plantas en las que la enzima es la 5-1,4-
galactosiltransferasa mamifera; y una segunda proteina de mamifero, en la que la segunda proteina de mamifero se
expresa a partir de un dcido nucleico que codifica una cadena pesada y ligera del anticuerpo o un fragmento funcional
del mismo, por ejemplo, proporcionando de este modo la capacidad para extender un glicano unido por N mediante la
adicién de una galactosa. En una realizacién preferida, la presente invencién proporciona dicha planta en la que dicha
enzima muestra una expresion estable. Se proporciona incluso que mas alla de dicha segunda proteina de mamifero,
se expresa una tercera proteina de mamifero mediante una proteina proporcionada por la presente invencidn. La parte
experimental proporciona dicha planta que comprende un acido nucleico que codifica tanto una cadena pesada como
ligera de un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo. Naturalmente, no es necesario que se exprese una pro-
tefna completa, la presente invencién también proporciona una planta segin la presente invencién que expresa s6lo
un fragmento funcional de dicha segunda glicoproteina de mamifero, teniendo dicho fragmento por lo menos una
actividad de la proteina completan y ademds estando caracterizada mediante, por ejemplo, una cadena de polipéptido
truncada, o un glicano no totalmente extendido, por ejemplo s6lo extendido con galactosa.

En una realizacion preferida, la presente invencidn proporciona una planta segtn la presente invencion en la que
dicha segunda proteina de mamifero o fragmento funcional de la misma comprenden un glicano extendido por unién a
N que no tiene xilosa y/o fucosa. Tal como se puede observar en la figura 3, las glicoproteinas galactosiladas derivadas
de plantas ain pueden contener residuos de xilosa y fucosa.

Esto es a diferencia de glicoproteinas galactosiladas derivadas de cultivos de células vegetales (Palacpac et al.,
1999), donde estas glicoproteinas carecen esencialmente de residuos de xilosa y fucosa. En los cultivos de células
vegetales esto es resultado de la accién de la 8-1,4-galactosiltransferasa sobre glicanos unidos por N inmaduros, dan-
do lugar a glicanos galactosilados unidos por N de “tipo hibrido” no naturales en los que la Golgi-manosidasa II y
N-acetilglucosaminiltransferasa II no pueden realizar mds su funcién. En una realizacion preferida, la 8-1,4-galacto-
siltransferasa se expresa por tanto en plantas de manera que la enzima actda en el aparato de Golgi sobre sustratos
naturales (figura 5). Esto significa, después de la accion de la N-acetilglucosaminiltransferasa I, Golgi-manosidasa II
y N-acetilglucosaminiltransferasa II (y en plantas, con la condicién de que estas enzimas no estén inhibidas de otra
manera, después o durante la accién de xilosiltransferasa y fucosiltransferasa). La presente invencién proporciona una
planta en la que la galactosidacién es esencialmente natural tal como pasa en los mamiferos.

Si se deseara separar ademds las glicoproteinas que comprenden glicano unido por N extendido que carece de
xilosa y/o de fucosa, o para producir éstas de una manera mds purificada, se abren varias posibilidades. Para una,
existen varios tipos de técnicas de separacion, tales como purificacién por (inmuno)afinidad o cromatografia por
exclusién de tamafio o electroforesis, para regular la purificacién requerida. Ademads, otra opcidén es utilizar como
material de partida plantas en las que se extraen los genes responsables para la adicién de xilosa y/o fucosa.

Una planta segin la presente invencion puede comprender genes que codifican sialil transferasas, enzimas que
catalizan la adicién de 4cido sidlico sobre el glicano, en sistemas vegetales, lo cual conduce a glicoproteinas incluso
més estables durante una utilizacién in vivo y, por lo tanto, mejor adaptadas a una posible terapia.

En otra realizacion preferida, la presente invencién proporciona una planta segin la presente invencidén en la que
dicho glicano enlazador por N que comprende galactosa comprende ademds o se extiende con dcido glucorénico, glu-
coronil, sulfato, sulfota, fucosa u otro compuesto capaz de extender la galactosa con uniones a dicha galactosa. Esto
es particularmente relevante, ya que los experimentos han mostrado que la ausencia de dcido sidlico terminal en las
cadenas laterales glicosidicas en general puede disminuir drasticamente la actividad bioldgica in vivo. Méas probable-
mente, los receptores de asialo-glicoproteina en el higado pueden unirse a asialo-glicoproteina, y provocar un aclarado
de la glicoproteina de la circulacién, que se refleja en una vida media metabdlica reducida y una bioactividad in vivo
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baja. La presencia de, por ejemplo, GIcA u otro grupo de extension, excepto dcido sidlico, tiene el mismo efecto que la
presencia de dcido sidlico, dificulta la unién de una proteina modificada de esta manera al receptor de asialo-glicopro-
tefna de, por ejemplo, células hepaticas, aumentando de este modo de manera eficaz la vida media y asi el tiempo de
aclarado, de dichas proteinas cuando se utilizan como sustancia terapéutica, es decir como composicién farmacéutica.
La presente invencion proporciona plantas que tienen la capacidad de producir glicanos unidos por N que contienen
GIcA en sus proteinas. Para establecer esto, se expresa un gen que codifica, por ejemplo, glucuroniltransferasa (Tera-
yama et al., PNAS 94:6093-6098, 1997) en plantas segun la presente invencion utilizando procedimientos conocidos
en la técnica o descritos en la presente invencién. La figura 6 muestra que las plantas del tabaco que expresan 81,4~
galactosiltransferasa humana y 1,3-glucuroniltransferasa de rata a partir de la estructura deseada GlcAB1,Gal en sus
glicoproteinas tal como se muestra claramente mediante la unién de un anticuerpo especifico (anticuerpo monoclonal
412 de ratén) a la estructura GlcAB1,Gal.

La extension de la galactosa con otros compuestos diferentes de dcido sidlico también puede tener ventajas para
la produccién de proteinas recombinantes en plantas. Puede hacer que la glicoproteina o glicano de la glicoproteina
sea mds estable evitando que las galactosidasas y/u otras glicosidasas degraden el N-glicano. Mediante esta accion,
se puede aumentar la galactosilacién. También se puede utilizar en un procedimiento de purificacién, por ejemplo,
facilitando la purificacién por afinidad mediante anticuerpos especificos, lectinas u otros compuestos. Si se desea el
compuesto mediante el cual se extiende la galactosa o lo comprende adicionalmente se puede eliminar, después de la
purificacion de la glicoproteina recombinante, mediante, por ejemplo, una glicosidasa, sulfatasa, fosfatasa especifica
u otra enzima adecuada.

En general, la presente invencién proporciona un procedimiento para una planta completa que exprese una 51,4-
galactosiltransferasa de mamifero y una glicoproteina funcional de mamifero que se expresa a partir de un acido
nucleico que codifica una cadena pesada y ligera del anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

La generacion de plantas transformadas de forma estable que producen glicoproteinas a medida con un interés
comercial se puede establecer mediante la inoculacién de células o tejidos vegetales con cepas de Agrobacterium que
contienen un vector (binario) que comprende tanto secuencias de nucledtidos que codifican una §1,4-galactosiltrans-
ferasa de mamifero como genes que codifican una cadena pesada y ligera del anticuerpo o un fragmento funcional
del mismo. Alternativamente, las plantas transformadas de forma estable que producen glicoproteinas a medida con
interés comercial se pueden generar mediante inoculacién simultdnea (cotransformacién) de dos o mas cepas de Agro-
bacterium, transportando cada una un vector que comprende secuencias de nucledtidos que codifican una S1,4-galac-
tosiltransferasa de mamifero o secuencias de nucledtidos que codifican una cadena pesada y ligera del anticuerpo o un
fragmento funcional del mismo. En todos estos procedimientos, el vector también puede comprender una secuencia
de nucleétidos que confiere resistencia contra un agente de seleccion. Con el fin de obtener de forma satisfactoria la
expresion de las proteinas implicadas en la N-glicosilacién y de las glicoproteinas o polipéptidos de interés comercial,
las secuencias de nucledtidos se pueden adaptar a la transcripcién y maquinaria de traduccién especificas de la planta
huésped tal como se conoce por los expertos en la materia. Por ejemplo, las mutaciones silenciosas en las regiones de
codificacion se pueden introducir para mejorar la utilizacion de codones y se pueden utilizar promotores especificos
para dirigir la expresioén de dichos genes en los tejidos vegetales pertinentes. Los promotores que se regulan mediante
el desarrollo o que se pueden inducir a voluntad, se pueden utilizar para asegurar la expresion en el tiempo apropiado,
por ejemplo, sélo después de que los tejidos vegetales hayan sido recolectados del campo y llevados a condiciones
controladas. En todos estos casos, la eleccion de casetes de expresion de la 51,4-galactosiltransferasa de mamifero y
de la cadena pesada y ligera del anticuerpo o un fragmento funcional del mismo deberia ser de manera que se expresen
en las mismas células para permitir modificaciones posteriores a la traduccién a dicha glicoproteina.

En la descripcion detallada, la presente invencién proporciona una planta tal como se define se ha definido ante-
riormente en la presente invencién que comprende una planta del tabaco, o por lo menos una planta relacionada con
el género Nicotiana, aunque también se proporciona particularmente la utilizacién para la presente invencién de otras
plantas relativamente faciles de transformar, tales como Arabidopsis thaliana, o Zea mays, o plantas relacionadas con
las mismas. Para la produccién de glicoproteinas recombinantes, la utilizacién de lentejas de agua ofrece ventajas
especificas. Las plantas son en general pequefas y se reproducen asexualmente a través de un brote vegetativo. Sin
embargo, la mayoria de especies de lentejas de agua tienen todos los tejidos y érganos de plantas mucho més grandes
incluyendo raices, tallos, flores, semillas y hojas. Las lentejas de agua se pueden desarrollar de forma barata y muy
rapidamente como una planta de libre flotacién en la superficie de soluciones liquidas simples desde las que se pueden
recoger facilmente. También se pueden desarrollar sobre aguas residuales ricas en nutrientes, produciendo productos
valiosos a la vez que se limpian simultineamente las aguas residuales para reutilizar de nuevo. De especial relevancia
para aplicaciones farmacéuticas, la lenteja de agua se puede desarrollar en interior en condiciones contenidas y contro-
ladas. La lenteja de agua transformada de forma estable se puede regenerar, por ejemplo, a partir de tejidos o células
después de la (co)-inoculacién con cepas de Agrobacterium que contienen cada una un vector (binario) que com-
prende una o mds secuencias de nucledtidos de interés que codifican enzimas modificadoras de la N-glicosilacién y/o
genes que codifican glicoproteinas heter6logas de interés comercial. La planta de lenteja de agua puede comprender,
por ejemplo, el género Spirodella, el género Wolffia, el género Wolffiella, o el género Lemna, Lemna menor, Lemna
mindscula y Lemna gibba.

La expresion en frutos de tomate también ofrece ventajas especificas. Los tomates también se pueden desarrollar
facilmente en invernaderos en condiciones contenidas y controladas y la biomasa del fruto de tomate se puede recoger
de forma continua a lo largo del afio en cantidades enormes. La fraccién acuosa que contiene las glicoproteinas de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 288 882 T3

interés se puede separar facilmente del resto del fruto de tomate, lo cual permite una purificacién mas sencilla de
la glicoproteina. La expresion en 6rganos de almacenamiento de otras cosechas que incluyen, pero sin limitarse a,
granos de maiz, los tubérculos de la patata y las semillas de colza o girasol también son alternativas atractivas que
proporcionan una biomasa enorme en 6rganos para los que tiene lugar la tecnologia de recoleccién y procesado.

La presente invencidn proporciona adicionalmente un procedimiento para obtener un anticuerpo o fragmento fun-
cional del mismo que comprende, por ejemplo, un glicano unido por N extendido que comprende, por lo menos,
galactosa, que comprende el cultivo de una planta segin la presente invencién hasta que dicha planta hay alcanzado
una etapa de recoleccion, por ejemplo, cuando ha crecido suficiente biomasa para permitir una recoleccién provecho-
sa, seguido de la recoleccién de dicha planta con técnicas establecidas conocidas en la técnica y el fraccionamiento de
dicha planta con técnicas establecidas conocidas en la técnica para obtener el material de la planta fraccionado y por
lo menos el aislamiento parcial de dicha cadena pesada y ligera de anticuerpo o fragmento funcional del mismo de
dicho material de planta fraccionado. En la descripcién detallada (ver, por ejemplo, la figura 4) se explica con detalle
que se proporciona un anticuerpo al que se ha provisto de un glicano extendido unido por N que comprende por lo
menos galactosa.

Los anticuerpos se pueden producir en plantas y se pueden disponer con patrones de glicosilacion esencialmente de
mamiferos. La expresion de dichas proteinas se puede llevar a cabo mediante la utilizacién de un procedimiento cono-
cido en la técnica. Por ejemplo, mediante la expresion estable mediante transformacion, electroporacién o bombardeo
de particulas mediada por Agrobacterium, pero también mediante - la expresion transitoria utilizando un vector de
virus como PVX u otro procedimiento, glicosiltransferasas u otra proteina que extiende la biosintesis de glicanos, y/o
dicha glicoproteina podria expresarse bajo el control de un promotor especifico para facilitar la expresion en ciertos
tejidos u 6rganos. La presente invencion se explica con detalle en la descripcion detallada sin limitarse a la misma.

Descripcion detallada

Una enzima importante implicada en la biosintesis de N-glicanos de mamiferos que no estd presente en plantas es
la 81,4-galactosiltransferasa. En la presente, para una, se describe la expresion estable de 81,4-galactosiltransferasa en
plantas del tabaco. La fisiologia de estas plantas no se cambia obviamente por la introduccién de 31,4-galactosiltrans-
ferasa y la caracteristica es heredable. Los cruzamientos de una planta del tabaco que expresa 1,4-galactosiltrans-
ferasa con una planta que expresa la cadena pesada y ligera de un anticuerpo de ratén producen un anticuerpo que
tiene galactosa terminal en cantidades similares a anticuerpos producidos por hibridomas. En la presente invencion,
se muestra de esta manera que la enzima exdgena se puede introducir de manera satisfactoria en plantas. Se observa
un claro aumento en las glicoproteinas que contienen galactosa. Ademds, esta caracteristica es heredable y no existe
una diferencia fenotipica visible entre las plantas con galactosiltransferasa y las naturales. Un anticuerpo monoclonal
de rat6n producido en estas plantas tiene un grado de galactosas terminales comparable con el anticuerpo producido
por el hibridoma. Esto demuestra que no sélo las proteinas endégenas se galactosilan, sino también una proteina de
mamifero expresada de forma recombinante.

Materiales y procedimientos
Pldasmidos y transformacion de plantas

Se construy6 vector de transformacién de plantas que contiene 31,4-galactosiltransferasa humana de la siguiente
manera: se ligé un fragmento BamHI/Xbal de 1,4 kb de pcDNAI-GalT (Aoki et al., 1992; Yamaguchi y Fukuda,
1995) en los correspondientes sitios de pUC19. Posteriormente, este fragment6 se aislé de nuevo utilizando sitios
Kpnl y HincllI de alrededor y se cloné en el sitio Kpnl y Smal de pRAP33 (denominado pRAP33-HgalT). Utilizando
sitios Ascl y Pacl se clond el cassette de promotor CaMV35S - ADNc - terminador Nos de pRAP33-HgalT en el
vector binario pBINPLUS (van Engelen et al., 1995). Las modificaciones al protocolo publicado son: después de la
incubacién con A fum., se incubaron discos de hojas durante tres dias en medio que contenia 1 mg/ml de NAA y 0,2
mg/ml de BAP y la utilizacién de 0,25 mg/ml de cefotaxima y vancomicina para inhibir el crecimiento bacteriano en
el callo y medio inductor de brote. 25 brotes de raiz se transformaron de medio in vitro a tierra y, después de varias
semanas, se analizé el material de hoja de estas plantas.

Transferencia Northern

El nivel de ARN de S1,4-galactosiltransferasa en las plantas transgénicas se analizé mediante transferencia Nort-
hern (Sambrook et al., 1989). Se aislé el ARN de las hojas de plantas transgénicas y de control tal como se ha descrito
(De Vries et al., 1991). Se utilizaron diez ug de ARN total por muestra. La transferencia se sond6 con un fragmento
Sstl/Xhol marcado con [**P]JdATP que contenia el ADNc de GalT total, aislado de pBINPLUS-HgalT.

Andlisis de glicoproteinas

Los extractos totales de proteina del tabaco se prepararon moliendo hojas en nitrégeno liquido. El material molido
se diluyé 10 veces en tampén de carga SDS-PAGE (20 mM de Tris-HCI, pH 6,8, glicerol al 6%, SDS al 0,4%, 20
mM de DTT, 2,5 pug/ml de azul de bromofenol). Después de la incubacién a 100°C durante 5 minutos, el material
insoluble se granulé. Los sobrenadantes (12,5 ul/muestra) se dejaron correr en SDS-PAGE al 10% y se transfirieron
a nitrocelulosa. Las transferencias se bloquearon durante toda la noche en Tween-20 al 0,5% en TBS y se incubaron
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durante 2 horas con RCA |5, (Ricinus Communis Agglutinin, Sigma) (1 ug/ml) conjugada con peroxidasa en TBS-
0,1% de tween-20. Las transferencias se lavaron 4 veces durante 10 minutos en TBS-0,1% de tween-20 y se incubaron
con sustrato de transferencia Western Lumi-light (Roche) y se analizaron en un analizador de luminiscencia (Roche).
Un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra peroxidasa de rabano picante (HRP, Rockland Immunochemicals)
se dividid en la reactividad contra la xilosa y fucosa de los glicanos complejos de la planta mediante cromatografia
de afinidad con fosfolipasa de veneno de abeja segin Faye et al., 1993. Se prepardé un anticuerpo anti Lewis A de
conejo tal como se ha descrito (Fitchette Laine et al., 1997). Las transferencias se bloquearon con polvo de leche al
2% en TBS y se incub6 en el mismo tampdn con anti-HRP, anti-xilosa, anti-fucosa o anti-Lewis-A. Como anticuerpo
secundario se utilizé un anticuerpo de oveja anti-ratén conjugado con HRP alcalino y la deteccién se realiz6 tal como
se ha descrito anteriormente.

Entrecruzamientos de plantas

Mgr48 (Smant et al., 1997) es una IgG monoclonal de ratén que se ha expresado en plantas del tabaco. La construc-
cién utilizada para la transformacidn era idéntica al anticuerpo monoclonal 21C5 expresado en el tabaco (van Engelen
et al., 1994). Las flores de plantas de tabaco seleccionadas con una expresion elevada de §1,4-galactosiltransferasa
se polinizaron con plantas que expresan el anticuerpo Mgr48. La generacién F1 se sembr6 y se cribaron las plan-
tas para la expresion en las hojas del anticuerpo mediante transferencias western sondadas con anticuerpo de oveja
anti-ratén conjugado con HRP y para la expresion de galactosiltransferasa mediante RCA tal y como se ha descrito
anteriormente.

Purificacion de I1gGI de tabaco

Se molieron en nitrégeno liquido hojas de tabaco recién recolectadas. A 50 g de material de planta en polvo,
se afladieron 250 ml de PBS que contiene 10 mM de Na,S,0s5, 0,5 mM de EDTA, 0,5 mM de PMSF y 5 g de
polivinilpolipirrolidona. Después de remojarlo durante 1 hora (girando a 4°C), se extrajo el material insoluble mediante
centrifugacién (15 minutos, 15.000 g, 4°C). El sobrenadante se incubé durante toda la noche girando a 4°C) con 1 ml de
particulas de proteina G-agarosa. Las particulas se recogieron en una columna y se lavaron con 10 volimenes de PBS.
La proteina unida se eluyé con glicina 0,1 mM a pH 2,7 e inmediatamente se llevé a pH neutro mediante el mezclado
con 1 M de Tris pH 9,0 (50 p por ml de eluato). El anticuerpo purificado se cuantificé6 mediante la comparacién de
la unién de anticuerpo de oveja anti-ratén conjugado con HRP a la cadena pesada en una transferencia western con
Mgr48 de concentracién conocida purificado del medio de hibridoma (Smant et al., 1997).

El Mgr48 de hibridoma y Mgr48 producido por la planta se dejaron correr en SDS-PAGE al 10% y se transfirieron
tal y como se ha descrito anteriormente. La deteccién con RCA fue tal y como se ha descrito anteriormente. Para la
deteccion de anticuerpos, las transferencias se sondaron con anticuerpo de oveja anti-ratén conjugado con HRP y se
detectaron con sustrato de transferencia Western Lumi-light tal y como se ha descrito anteriormente.

Resultados

La 1,4-galactosiltransferasa humana galactosila proteinas endogenas en Nicotiana tobacum

Se introdujo la B1,4-galactosiltransferasa humana (Masri et al., 1988) en plantas de tabaco mediante la transfor-
macién de discos de hojas mediada por Agrobacterium del pldsmido pBINPLUS-HgalT que contenia un ADNc que
incluye una secuencia de codificacién completa. Se analizaron los niveles de ARNm de veinticinco plantas seleccio-
nadas por la resistencia a kanamicina mediante hibridacién northern (figura 2A). Las mismas plantas se analizaron
mediante la unién de lectina RCA ,, (Ricinus Cummunis Agglutinin) a galactosa. E1 RCA se une al producto de reac-
cion de 51,4-GalT (Galp1, 4GIlcNAc), pero también a otros residuos de galactosa unidos por el extremo terminal 5. El
RCA se une a una o més proteinas de peso molecular elevado aisladas de plantas del tabaco transgénicas de control (B).
Probablemente, éstas son proteinas de Arabinogalactano o similares. Se sabe que el RCA se une a proteinas de Ara-
binogalactano (Schindler et al., 1995). Ademas, en una serie de plantas transformadas con 1,4-galactosiltransferasa
se observa la unién de RCA a una extensién de proteinas. Esto indica que en estas plantas muchas proteinas contienen
residuos de galactosa unidos por el extremo terminal 8. Existe una buena correlacidn entre el nivel de expresion de
ARN de g-galactosiltransferasa y la reactividad de RCA de las plantas transgénicas. La $1,4-galactosiltransferasa hu-
mana expresada en plantas transgénicas es capaz por lo tanto de galactosilar glicoproteinas endégenas en plantas del
tabaco.

Como se sabe que los N-glicanos galactosilados son aceptores pobres para xilosil- y fucosiltransferasa de plantas
(Jonson y Chrispeels, 1987), se investigé la influencia de la expresién de la 51,4-galactosiltransferasa en la aparicién
del epitopo de xilosa y fucosa mediante anticuerpos especificos. Un anticuerpo policlonal de conejo anti-HRP que
reacciona con el epitopo tanto de xilosa como de fucosa muestra una clara diferencia en la unién a proteina aislada de
las plantas tanto de control como transgénicas (figura 3).

El anticuerpo producido de forma recombinante se galactosila de forma eficaz
Se investigo el efecto de la expresion de $1,4-galactosiltransferasa en una proteina expresada de forma recombi-
nante. Se seleccionaron tres plantas de tabaco que expresan S1,4-galactosiltransferasa (no. GalT6, GalT8 y GalT15

de la figura 2) para cruzarse con una planta del tabaco que expresa un anticuerpo monoclonal de ratén. Esta planta,
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que expresa mgr48 monoclonal (Smant et al., 1997), se generd previamente en nuestro laboratorio. Se polinizaron
flores de las tres plantas con mgr48. De la generacion F1 se analizé en 12 plantas por progenie de cada cruzamiento la
expresion de tanto el anticuerpo como la S1,4-galactosiltransferasa mediante el procedimiento descrito en materiales
y procedimientos. De los cruzamientos GalT6xmgr48 y GalT15xmgr48 no se encontraron plantas con la expresién de
mgr48 y GalT. Se encontraron varias en el cruzamiento GalT8xmgr48. Se seleccionaron dos de estas plantas (no. 11y
12) para un andlisis posterior.

Utilizando la afinidad de proteina G, el anticuerpo se aislé de las plantas del tabaco que expresaban mgr48 y de las
dos plantas seleccionadas que expresaban tanto mgr48 como S1,4-galactosiltransferasa. Se dejaron correr cantidades
iguales de anticuerpo aislado en un gel de proteinas y se transfirieron. Se comparé la unién de IgG de oveja anti-ratén y
RCA a mgr48 de células de hibridoma, tabaco y entrecruzamientos GalT8xmgr48-11y 12 (figura 4). La IgG de oveja
anti-ratén se uni6 a la cadena tanto pesada como ligera de los cuatro anticuerpos aislados. E1 RCA, en cambio, se uni6
a anticuerpo producido por hibridoma y planta GalT, pero no al anticuerpo producido en plantas que expresan sélo
mgr48. Cuando la unién de IgG de oveja anti-ratén y RCA a la cadena pesada del anticuerpo se cuantifica, la reaccién
relativa de RCA (unién de RCA/unién de IgG de oveja anti-ratén) a GalT8xmgr48-11 y 12 es respectivamente 1,27
y 1,63 veces mds elevada que la proporcién de anticuerpo producido por el hibridoma. Esto muestra que la unién de
RCA alos glicanos del anticuerpo producido en plantas GalT es incluso mds elevada que el anticuerpo producido por
el hibridoma. Aunque la mgr48 de galactosilacién del hibridoma no se cuantifica, esto una firme indicacién de que la
galactosilacién del anticuerpo producido en estas plantas es muy eficiente.

Construccion de vectores de expresion de plantas con ADNc que codifica una 2,6-sialil transferasa, 3-1,3-glucuronil-
transferasa y B1,4-galactosiltransferasa

El vector de §1,4-galactosiltransferasa disponible no estaba en el formato adecuado para combinarse facilmente
con clones de a2,6-sialiltransferasa y §1,3-glucuroniltransferasa. Por lo tanto, utilizando PCR, se ha clonado la regién
codificante del ADNc de 1,4-galactosiltransferasa, ADNc de @2,6-sialiltransferasa y ADNc de §1,3-glucuroniltrans-
ferasa en vectores de expresion de plantas. Las construcciones se realizan de forma que la galactosiltransferasa se
combina con sialiltransferasa o bien glucuroniltransferasa en un vector con el fin de permitir la expresién simultdnea
de las enzimas en plantas transgénicas después de sélo una transformacion. La expresion de la galactosiltransfera-
sa estd controlada por el promotor 35S, mientras que la expresion de sialiltransferasa y glucuroniltransferasa estd
controlada por el promotor 2’.

Existe la necesidad de una fuente accesible y normalizada de FSH para fines terapéuticos y de diagndstico, que
garantice que estd libre de actividad de LH.

Las preparaciones de FSH se derivan normalmente de pituitarias ovinas o porcinas, que siempre supone la presencia
de (trazas de) LH, y el riesgo de contaminacién con proteinas de tipo prién. La sustitucién de FSH derivado de cerebro
por FSH recombinante producido por plantas puede ser un buen procedimiento de eliminacién de estos problemas.
Sin embargo, la produccién de glicoproteinas animales bioactivas en plantas, especialmente con fines terapéuticos,
requiere la modificacion de cadenas laterales de azicares especificas de plantas en glicanos de tipo mamifero. La
presente invencion proporciona bFSH recombinante mediante la infeccién de plantas del tabaco transformadas de
forma estable capaces de formar glicanos de tipo mamifero con el Virus del Mosaico del Tabaco TMV recombinante
que contiene los genes para bFSH o bFSHR.

Construccion de bFSH de cadena tinica (sc) en vector bluescript pKS(+), construccion de sc-bFSH-TMV y sc-bFSH-
HIS-TMV

Con el fin de superar la necesidad de la expresion simultdnea de los dos genes separados de subunidades bFSH-
alfa y bFSH-beta en plantas, se decidié construir un gen de fusién bFSH.

Mediante PCR con solapamiento se fusioné el extremo carboxilo de la subunidad beta al extremo amino de la
subunidad alfa (sin enlazador). Ademas, se construyé una segunda version de sc-bFSH que portaba una etiqueta 6x
HIS en el extremo C-terminal de la subunidad alfa, que permitird purificar la proteina recombinante de la planta. Se
subclonaron las construcciones sc-bFHS y sc-bFSH-HIS en el vector de clonacion bluescript pKS(+). La correccién
de los clones se confirmé mediante el andlisis de secuencia.

Se subcloné sc-bFSH en el vector de TMV. Se eligieron dos clones positivos para realizar transcritos in vitro e
inocular plantas N. Bentahamiana. Después de unos dias, las plantas mostraron sintomas tipicos de infeccion viri-
ca, que sugerian la capacidad infectiva de los clones de TMV recombinantes. Con el fin de ensayar si el ARN de
sc-bFSH se expresa de forma estable en hojas infectadas de forma sistémica, 8 dias después de la inoculacién, se
aisl6 el ARN de las hojas de N. Bentahamiana infectadas y se realizaron reacciones en cadena de la transcriptasa
inversa-polimerasa utilizando cebadores especificos de bFSH. En todos los casos se obtuvo un fragmento de PCR del
tamafio esperado, indicando la estabilidad de la construccién Sc-bFSH-TMV. Los extractos de plantas infectadas se
utilizan para andlisis de transferencia Western y ELISA para determinar si sc-bFSH se expresa y se plega de forma
adecuada.
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Abreviaturas utilizadas

Glc-NAc, N-Acetilglucosamina; Fuc, fucosa; Gal, galactosa; GalT, 51,4-galactosiltransferasa; RCA, Ricinos Cum-
munis Agglutinin;

Tablas
TABLA 1
Enzimas del mecanismo de biosintesis de dcido sidlico
No Enzima Reaccidén catalizada localizacidén origen
1 GlcNAcC-2 GlcNac «— ManNAc Citoplasma Cerdo
epimerasa
2 | NeuAc sintasa ManNAc + PEP «—» NeulAc Citoplasma Clostridium
3 CMP-NeuAc NeuAc + CMP — CMP-NeuAc Nicleo Ratén
sintetasa
4 CMP-NeuAc Citoplasma — lumen de Golgi Membrana de Ratén
transportador Golgi
5 NeuAc CMP-NeuAc + Gal-R — NeuAc-Gal-R + CMP Golgi Humano
transferasa
Gal UDP-Gal + GlcNac-R — Gal-GlcNAc-R + UDP Golgi humano
transferasa

Leyendas de las figuras
Figura 1

Principales diferencias entre glicanos complejos unidos por N de mamiferos y plantas. Se encuentran dibujados
glicanos unidos por N tipicos. Aparecen numerosas variaciones, tanto por extension como truncamiento, en mamiferos
y plantas.

Figura 2

Comparacién de los niveles de ARN y el producto de S1,4-galactosiltransferasa. Parte superior: transferencia
Northern del ARN total aislado de 25 plantas transgénicas, incluyendo una planta de control no transformada (0),
detectada con una sonda de 51,4-galactosiltransferasa humana. Parte inferior: transferencia western de la misma planta
sondada con RCA para detectar residuos de galactosa terminales en glicoproteinas. M. indica el marcador de peso
molecular.

Figura 3

Transferencia western que muestra la unién de lectina y anticuerpo a proteina aislada de una planta natural (WT) y
con B1,4-galactosiltransferasa (no. 8 de la figura 2). A: RCA como en la figura 2, B: anticuerpo anti HRP (que detecta
tanto xilosa como fucosa), C: anticuerpo anti xilosa, D: anticuerpo anti fucosa.

Figura 4

Transferencia western que muestra la uniéon de RCA e IgG de oveja anti-ratén a anticuerpo purificado producido
en un cultivo de hibridomas (Hyb), plantas del tabaco (planta) y plantas del tabaco que coexpresan S1,4-galactosil-
transferasa (GalT11 y GalT12). H.C.: cadena pesada, L.C.: cadena ligera.

Figura 5

Cultivos de células del tabaco que expresan galactosiltransferasa producen N-glicanos hibridos no naturales, mien-
tras que las plantas del tabaco que expresan galactosiltransferasa tienen una galactosilacién natural de tipo mamifero.
Para obtener una galactosilacién natural, la galactosiltransferasa deberia actuar después de la manosidasa Il y la Glc-
NAc Transferasa II.
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Figura 6

Transferencia western que muestra la expresion de la estructura GlcAS1,3Gal en tabaco transgénico mediante la
unién de un anticuerpo (412) dirigido contra la estructura dcido glucurénico-galactosa (GlcApB1,3Gal) a la proteina
aislada de 8 plantas que expresan la §1,4-galactosiltransferasa humana y la §1,3-glucuroniltransferasa de rata y una
planta de control natural (-).
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REIVINDICACIONES
1. Planta que comprende

(a) una proteina funcional que proporciona la biosintesis de N-glicanos, en la que la proteina es una S1,4-
galactosiltransferasa de mamifero; y

(b) una segunda proteina de mamifero; en la que la segunda proteina de mamifero comprende un glicano
galactosilado unido por N y se expresa a partir de un dcido nucleico que codifica una cadena pesada y
ligera de anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

2. Planta segun la reivindicacién 1, en la que el glicano galactosilado unido por N sélo se extiende con galactosa.

3. Planta segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el glicano galactosilado unido por N carece
esencialmente de residuos de xilosa.

4. Planta segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el glicano galactosilado unido por N carece
esencialmente de residuos de fucosa.

5. Planta segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademads una sialil transferasa.

6. Planta segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el glicano galactosilado unido por N com-
prende acido glucorénico o glucoronilo.

7. Célula vegetal que expresa una S1,4-galactosiltransferasa de mamifero y un acido nucleico que codifica una
cadena pesada y ligera de anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, en la que la célula vegetal es capaz de
generar una planta completa transformada de forma estable.

8. Célula segun la reivindicacién 7, que comprende ademds una sialil transferasa.
9. Célula segtin la reivindicacién 7, que comprende ademds una glucoronil transferasa.

10. Planta o célula segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en las que la 51,4-galactosiltransferasa de
mamifero es una 51,4-galactosiltransferasa humana.

11. Planta o célula segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en las que el gen responsable para la adicién
de xilosa estd extraido.

12. Planta o célula segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en las que el gen responsable para la adicion
de fucosa esta extraido.

13. Planta o célula segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la planta pertenece o bien la célula
deriva de una planta que pertenece a la especie seleccionada del grupo que consiste en Nicotiana, Sprirodella, Wolffia,
Wolffiella y Lemna.

14. Planta o célula segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la planta pertenece o bien la célula
deriva de una planta que pertenece a la especie seleccionada del grupo que consiste en tabaco, Arabidopsis thalinia,
maiz, lenteja de agua, patata y tomate.

15. Procedimiento para la produccién de una planta completa que expresa una §1,4-galactosiltransferasa de ma-
mifero y una glicoproteina de mamifero funcional que comprende la etapa de inocular células o tejidos vegetales
con:

(a) una cepa de Agrobacterium que contiene un vector que comprende tanto secuencias de nucledtidos que
codifican una S1,4-galactosiltransferasa como un 4cido nucleico que codifica una cadena pesada y ligera
de anticuerpo o un fragmento funcional del mismo; o bien,

(b) una primera cepa de Agrobacterium que contiene un vector que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica una S1,4-galactosiltransferasa y una segunda cepa de Agrobacterium que contiene un vector
que comprende un dcido nucleico que codifica una cadena pesada y ligera de anticuerpo o un fragmento
funcional del mismo.

16. Procedimiento para obtener un anticuerpo que comprende un glicano galactosilado unido por N, comprendien-
do dicho procedimiento las etapas de:

(a) recolectar las plantas tal y como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-6 6 10-14, que
producen un anticuerpo que comprende un glicano galactosilado unido por N.
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(b) fraccionamiento del material recolectado; y

(c) aislamiento de cadena pesada y ligera de anticuerpo o un fragmento funcional del mismo que comprende
el glicano galactosilado unido por N.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 16, en el que la planta es una planta de tabaco.
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