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DESCRIPCION

Recombinacién de ADN especifico de secuencia en células eucariotas.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la recombinacion especifica de secuencia de ADN en célu-
las eucariotas in vitro que comprende la introduccién en una célula de una primera secuencia de ADN que comprende
una secuencia attB segiin SEQ ID N°:1 o su homdélogo, o una secuencia attP segiin SEQ ID N°:2 o su homdlogo, o
una secuencia atfL. segin SEQ ID N°:3 o su homdlogo, o una secuencia a#fR segtin SEQ ID N°:4 o su homdlogo, la
introduccion de una segunda secuencia de ADN en la célula que comprende una secuencia a#fB segtiin SEQ ID N°:1 o
su homdlogo, o una secuencia attP segiin SEQ ID N°:2 o su homdlogo, o una secuencia atfL segin SEQ ID N°:3 o su
homélogo, o una secuencia affR segiin SEQ ID N°:4 o su homdlogo, y la realizacidon de la recombinacion especifica
de secuencia mediante la accién de una integrasa Int del bacteriéfago lambda, designando el término “homoélogo”
secuencias atfB, attP, atfL. y attR que son idénticas al menos en el 70% en comparacién con las secuencias de recom-
binacién de origen natural. Una forma de realizacién preferida se refiere a un procedimiento que comprende ademas
la realizacién de una segunda recombinacion especifica de secuencia de ADN mediante la accién de una Int y de un
factor Xis.

La manipulacién controlada del genoma eucariota es un procedimiento importante para estudiar la(s) funcion(es)
de determinados genes en el organismo vivo. Ademads de esto desempefian una funcién en el procedimiento de terapia
génica en el campo de la medicina. La preparacion de cepas animales transgénicas, la modificacién de genes o recortes
de genes (denominados “genes diana”) y la integracion dirigida de ADN extrafio en el genoma de eucariotas superio-
res son de especial importancia a este respecto. Mediante la caracterizacion y el uso de sistemas de recombinacién
especificos de secuencia pudieron mejorarse estas tecnologias en los tltimos tiempos.

Las recombinasas de ADN especificas de secuencia conservativas se clasifican en dos familias.

Los miembros de la primera familia, la denominada familia de la “integrasa”, catalizan la separacién y recone-
xi6n de hebras de ADN entre dos secuencias de nucledtidos definidas, que se designan en lo sucesivo secuencias de
recombinacién. Estas pueden encontrarse o bien sobre dos moléculas de ADN distintas o bien sobre una. Entonces
se produce la recombinacion inter- o intramolecular. En el dltimo caso el resultado depende de la reaccion de la dis-
posicion respectiva de las secuencias de recombinacion unas respecto a otras. Si las secuencias de recombinacién se
encuentran en orientacion inversa, es decir, opuestas unas respecto a otras, se produce la inversién del segmento de
ADN que se encuentra entre ellas. Si las secuencias de recombinacién se encuentran como repeticiones directas, es
decir, en paralelo, sobre un sustrato de ADN, se produce la delecién. En la recombinacion intermolecular, es decir,
cuando las dos secuencias de recombinacién estan situadas sobre dos moléculas de ADN distintas, puede producirse
una fusion de las dos moléculas de ADN. Mientras que los miembros de la familia de la integrasa catalizan normal-
mente tanto la recombinacién intra- como la intermolecular, las recombinasas de la segunda familia, las denominadas
“invertasas/resolvasas”, s6lo pueden efectuar la recombinacion intramolecular.

Las recombinasas que actualmente se usan principalmente para la manipulacién de genoma eucariota pertenecen a

la familia de la integrasa. Estas son la recombinasa Cre del bacteriéfago P/ y la recombinasa Flp de levaduras; véase
Miiller, U. (1999) Mech. Develop., 82, pagina 3. Las secuencias de recombinacion a las que se une la recombinasa Cre
se designan loxP. loxP es una secuencia de nucleétidos de 34 pb (pares de bases) de longitud que esté constituida por
dos secuencias de nucleétidos invertidos de 13 pb de longitud y un espaciador de 8 pb de longitud que se encuentra
entre ellas; véase Hoess, R. y col. (1985) J. Mol. Biol., 181, pagina 351. Las secuencias de unién para Flp, designadas
FRT, se construyen de forma similar, pero se diferencian de loxP; véase Kilby, J. y col. (1993) Trends Genet., 9,
pagina 413. Por tanto, las secuencias de recombinacién no pueden intercambiarse unas con otras, es decir, Cre no
puede recombinar secuencias FRT y FLP tampoco secuencias loxP. Ambos sistemas de recombinacion son activos en
amplias distancias, es decir, el segmento de ADN que se va a invertir o delecionar, flanqueado por dos secuencias loxP
o FRT, puede ser de mas de 10.000 pares de bases (kb) de longitud.

Con estos dos sistemas se produjo, por ejemplo, la recombinacién especifica del tejido en el modelo de ratén,
la translocacién cromosémica en plantas y animales, y una induccién controlada de la expresién génica; véase el
articulo de revision de Miiller, U. (1999) Mech. Develop., 82, pagina 3. De este modo se delecioné el gen de la ADN
polimerasa 8 en determinado tejidos del ratén; véase Gu, H. y col. (1994) Science, 265, pagina 103. Otro ejemplo es la
activacion especifica del oncogén del virus del tumor de ADN SV40 en las pupilas de los ojos del ratén, que condujo a
la formacién de tumor exclusivamente en estos tejidos. Ademads, la estrategia Cre-loxP también se usé en relacién con
los promotores inducibles. Para ello se reguld, por ejemplo, la expresion de la recombinasa con un promotor inducible
por interferdén, lo que condujo a la delecién de un gen determinado en el higado y no -o sélo minimamente- en otros
tejidos; véase Kiihn, R. y col. (1995) Science, 269, pagina 1427.

Hasta ahora se han usado dos miembros de la familia de la invertasa/resolvasa para la manipulacién del genoma
eucariota. Un mutante del gen de la invertasa de bacteri6fagos Mu puede catalizar sin cofactores la inversion de un
fragmento de ADN en protoplastos vegetales. Sin embargo, se comprob6 que este mutante es hiperrecombinante, es
decir, también cataliza separaciones de hebras de ADN distintas de sus secuencias de recombinacion naturales. Esto
conduce a resultados de recombinacién espontidneos parcialmente letales en el genoma de protoplastos vegetales. La
B-recombinasa de Streptococcus pyogenes cataliza la recombinacién entre dos secuencias de recombinacién directa-
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mente repetidas en cultivos celulares de ratén, lo que conduce al recorte del segmento. Sin embargo, ademds de la
delecion también se detecto la inversion, con lo que el uso controlado de este sistema es apto para la manipulacién del
genoma eucariota.

La manipulacién del genoma eucariota con la recombinasa Cre o Flp también presenta desventajas considerables.
En la delecion, es decir, la recombinacién de dos secuencias de recombinacion loxP o FRT presentes repetidamente
de forma directa en un genoma, se produce la pérdida irreversible del segmento de ADN que se encuentra entre ellas.
Si sobre este segmento de ADN se encuentra un gen, en consecuencia éste se va perder para siempre en la célula y
en el organismo. Por tanto, no es posible la reproduccion del estado original para un nuevo andlisis de la funcién del
gen en estas células, por ejemplo, en un estadio de desarrollo tardio del organismo. La pérdida definitiva del segmento
de ADN mediante delecion puede evitarse mediante la inversion del segmento de ADN en cuestion. Con esto podria
inactivarse un gen sin que llegue a perderse, y conectarse de nuevo en un momento posterior en el desarrollo o en
el animal adulto mediante una expresion regulable temporalmente de la recombinasa mediante una recombinacién
inversa. Sin embargo, la desventaja en el uso de la recombinasa Cre o Flp en este procedimiento modificado se basa
en que no puede regularse la inversién ya que las secuencias de recombinacién no se cambian con el proceso de
recombinacién. En consecuencia se producen procesos de recombinacién repetidos en los que la inactivacién del gen
en cuestion es provocada por la inversién del segmento de ADN en cuestion en sélo algunas, maximo el 50%, de las
células diana. Se ha intentado resolver este problema al menos parcialmente construyendo secuencias loxP mutadas
que ya no pueden usarse después de la recombinacion tinica para otras reacciones. Sin embargo, a este respecto, la
desventaja se encuentra en la unicidad de la reaccion, es decir, después de la inactivacion de un gen mediante inversién
ya no puede realizarse una activacién posterior mediante la recombinacion inversa.

Otra desventaja de la recombinasa Flp es su reducida estabilidad al calor a 37°C, lo que limita considerablemente
la eficiencia de la reaccion de recombinacién en eucariotas superiores, por ejemplo, del ratén con una temperatura
corporal de aproximadamente 39°C. En este caso se construyeron mutantes Flp que presentaban una estabilidad al
calor mayor que la de la recombinasa de tipo salvaje, sin embargo, todavia muestran una eficiencia de recombinacién
inferior en comparacién con la recombinasa Cre.

Ademds, en el campo de la medicina se encuentra un uso de recombinasas especificas de secuencia, por ejemplo,
en la terapia génica, en la que las recombinasas deben integrar de forma estable y especifica un segmento de ADN de-
seado en el genoma de la célula diana humana respectiva. Tanto la Cre como la Flp pueden catalizar la recombinacién
intermolecular. Ambas recombinasas recombinan un ADN de pldsmido, que lleva una copia de su secuencia de re-
combinacidn respectiva, con una secuencia de recombinacién correspondiente insertada previamente de forma estable
por recombinacién homdloga en el genoma eucariota. Sin embargo, se desea que esta reaccién pueda realizarse con
una secuencia de recombinacidn de origen “natural” en el genoma eucariota. Debido a que loxP y FRT tienen 34 6 54
nucledtidos de longitud, un origen de estas secuencias de recombinaciéon como componente del genoma es extrema-
damente poco probable por motivos estadisticos. Incluso con la presencia resulta la desventaja de la reaccién inversa
previamente descrita, es decir, después de la integracién satisfactoria tanto la recombinasa Cre como la recombinasa
Flp pueden recortar de nuevo el segmento de ADN insertado mediante recombinacién intramolecular.

Por tanto, un objetivo de la presente invencion consiste en poner a disposicion un sistema de recombinacién simple
y regulable y el medio de trabajo necesario. Ademads, un objetivo de la presente invencién consiste en poner a dis-
posicién un sistema de recombinacién y el medio de trabajo necesario que puede realizar una integracién estable y
especifica de una secuencia de ADN seleccionada.

Los objetivos se alcanzan mediante el objeto definido en las reivindicaciones.
El procedimiento segtn la invencidn se explica mediante las siguientes figuras.

La Figura 1 muestra una representacion esquemadtica de las reacciones de recombinacidn, integracion y escision
catalizadas por la integrasa Int. Se representa un ADN de pldsmido tensado superhelicoidal (arriba) que lleva una copia
de la secuencia de recombinacién a#/P. Esta contiene cinco denominados puntos de unién al brazo para Int (P1, P2,
P1’, P2’, P3’), dos puntos de unién de Int al “nicleo” (C y C’; marcados mediante flechas negras), tres puntos de unién
para IHF (H1, H2, H’), dos puntos de unién para Xis (X1, X2) y la denominada regién de “solapamiento” (rectingulo
abierto) en la que tiene lugar el intercambio de la hebra de ADN propiamente. La secuencia asociada para atfP, attB
se representa debajo sobre un segmento de ADN lineal. Estd constituido por dos puntos de unién del “nicleo” para
Int (B y B’; marcados por flechas abiertas) y la region de “solapamiento”. La recombinacién entre attB y atP exige
Int e IHF. Esta conduce a la integracion del plasmido en el segmento de ADN que lleva a#/B. Para este fin se forman
dos nuevas secuencias de recombinacién hibridas, atfL y attR, que sirven de secuencias diana para la escision. Esta
reaccion necesita, ademds de Int e IHF, otro cofactor, Xis, que estd codificado por fagos lambda.

La Figura 2A muestra una representacion esquemadtica de los vectores de expresion de la integrasa y la Figura
2B una representacion esquemadtica de un andlisis Western. (A): el vector pKEXInt contiene el gen de la integrasa de
tipo salvaje, el vector pKEXInt-h contiene el gen del mutante Int-h, y el vector pKEXInt-h/218 contiene el gen del
mutante Int-h/218. El vector de control (pKEX) no contiene ningiin gen de Int. Los genes respectivos para la integrasa
de tipo salvaje (Int) y los dos mutantes (Int-h e Int-h/218) se representan como barras grises. Detrds de las regiones
codificantes se encuentran las secuencias de sefial para el procesamiento de ARN que deben garantizar una elevada
estabilidad intracelular del ARNm respectivo (rectangulos punteados) y se designan SV-40, corte y empalme t-Ag y
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seflales poli A. La expresion de los genes de la integrasa se realiza mediante el promotor del citomegalovirus (CMV)
humano. (B): después de introducirse el vector respectivo, como se muestra, en las lineas celulares indicadoras B2 y
B3 se prepararon lisados celulares y se separaron proteinas en una electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida segtin
su peso molecular. La presencia de la proteina Int-h se hizo visible mediante anticuerpos de raton policlonales, que se
dirigen contra Int de tipo salvaje (carriles 2 y 4). La posicién de Int en el gel estd marcada con una flecha.

La Figura 3 muestra una representacion esquemadtica de los vectores sustrato. (A): pGFP attB/attP. Se representa
el vector linealizado con ApalLl. Las grandes flechas negras marcan la posicion y la orientacién de ambas secuencias
de recombinacién, atfB y attP. Flanquean el gen GFP (proteina verde fluorescente) que estd presente en orientacién
inversa respecto al promotor del CMV. pA designa la sefial de poliA. Adicionalmente, sobre el vector se encuentra
el gen de resistencia “neo” que se expresa con el promotor de SV40 temprano y hace posible la seleccion de lineas
celulares indicadoras estables. También se marcan los puntos de corte de restriccién para la enzima Ncol. La recom-
binacidn integrativa entre a#fB y attP conduce a la inversién del gen GFP vy, por tanto, a su expresioén. Las flechas
pequeiias, abiertas y cerradas marcan la posicion y la orientacién del cebador de PCR individual y se designan pl a p7.
(B): pGFattL/attR. El vector es en la constitucion idéntico a pGFParfB/atfP, sin embargo contiene atfL. y a#fR en lugar
de atrB y attP. El gen GFP se encuentra respecto al promotor del CMV en la orientacién 3’-5°. Las cajas sombreadas
designan la posicién de la sonda (muestra), que se usé para el andlisis Southern.

La Figura 4A a D muestra en una representacion esquemaética la deteccidon de la recombinacion integrativa en lineas
celulares indicadoras mediante PCR después de la separacion de las moléculas de ADN en geles de agarosa (1,2% en
peso/volumen), en cuyo ADN se hizo visible mediante coloracién con bromuro de etidio. (A): PCR de transcriptasa
inversa (RT-PCR). Los vectores pKEX y pKEXInt-h (véase Figura 2A) se incorporaron por separado en la linea celular
indicadora respectiva B1 a B3 mediante electroporacién. El andlisis por RT-PCR partiendo de poli A-ARNm aislado
muestra el producto esperado mediante el par de cebadores p3/p4 (véase la Figura 3) s6lo si las células se trataron con
pKEXInt-h (carril 1, 3 y 5). Para el control del contenido en ARN se amplificé el gen de S-actina a partir de las mismas
preparaciones de ARN. Carril M: patrén de longitud de ADN; carril O: RT-PCR de control sin molde de ARN: (B,
C): andlisis de PCR genémico. Se aisl6 ADN genémico a partir de las lineas celulares respectivas 72 horas después
de la electroporacion y se amplificé con pares de cebadores p3/p4 (véase la Figura 3) y pl/p2 (véase la Figura 3).
La numeracién y la designacién de los carriles se corresponde con la de en la (Figura 4A). (D): ensayo en delecion.
Se amplific6 ADN genémico aislado con el par de cebadores p5/p6 (véase la Figura 3). La posicién del producto de
PCR esperado (420 pb) mediante delecidn, en lugar de inversion, estd marcada con una flecha. La numeracién y la
designacion de los carriles es como en la Figura 4A.

La Figura 5SA y B muestra en una representacién esquematica la deteccién de la inversién en lineas celulares
indicadoras mediante PCT e hibridaciéon Southern después de la separacion de las moléculas de ADN en geles de
agarosa (1,2% en peso/volumen). (A): analisis por PCR. Se amplific6 una fraccién de ADN gendémico que se aislé a
partir de las lineas celulares B1, B2, B3 y BL60 tratadas con los vectores pKEX y pKEXInt-h con pares de cebadores
p3/p4 v p5/p7 (véase la Figura 3). Los productos de PCR a los que se llegé con la inversion catalizada con integrasa del
gen GFP se observan en los carriles 1, 3 y 5. Carril M: patrén de longitud de ADN; carril O: PCR de control sin ADN
genémico. (B) Andlisis Southern: la fraccién restante del ADN analizado en la Figura 5A se incub6 con la enzima de
restriccion Ncol, se separé mediante una electroforesis en gel de agarosa seglin peso molecular y a continuacién se
transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. Para la deteccién de la recombinacién se hicieron visibles fragmentos de
ADN que llevaban GFP mediante una sonda marcada radiactivamente (véase la Figura 3B). Carril 9: pGFPattB/atfP
no recombinado; carril 10: pGFPatfB/attP recombinado.

La Figura 6A muestra una representacién de secuencias de dcido nucleico que comprenden attB o atfH. La Figura
6B muestra una representacion de secuencias parciales de atfP y atfP*. (A): comparacion de secuencia entre attB y
attH. Los puntos de unién del “niicleo” de Int B y B’ en a#B estdn marcados con una linea sobre las secuencias. Los
puntos de unién del “nicleo” de Int Hy H’ en atfH estdn marcados con una linea discontinua sobre las secuencias. Las
secuencias de “solapamiento” estdn marcadas por rectdngulos abiertos. Las diferencias de secuencia estdn marcadas
con lineas dobles verticales. La numeracién de los restos en las regiones niicleo y de solapamiento se refiere al centro
del solapamiento definido por Landy y Ross ((1977), Science, 197, pagina 1147), que se designa con O. attB o atfH es
la secuencia de -9 a +11. (B): comparacion se secuencia entre secuencias parciales de attP y attP* que se corresponden
con las secuencias de a#fB o attH. Las designaciones se seleccionan como en la Figura 6A.

La Figura 7 muestra en una representacion esquematica la deteccioén de la recombinacion entre atfH y atfP* sobre
el vector pACH en E. coli después de la separacion en una electroforesis en gel de agarosa. El vector sustrato pACH
se cotransformd junto con los vectores de expresion procariota respectivos para Int, Int-h o Int-h/218 en la cepa de
E. coli CSH26 o CSH26 delta IHF. El ADN de plasmido se aislé 36 horas después de la seleccién, se incub6 con
las enzimas de restriccion HindIII y Aval, se separé mediante electroforesis en gel de agarosa y se hizo visible. La
posicion de los fragmentos de restriccién formados mediante la inversion se indica con “invers”. La posicién del ADN
no recombinante se marca con pACH. Carriles 1 y 12: patrones de longitud de ADN; carriles 2 y 3: vector de expresion
o pACH-ADN no recombinado; carriles 4 a 7: ADN aislado de CSH26; carriles 8 a 11: ADN aislado de CSH26 delta
IHF.

La Figura 8 muestra una representacion esquematica de la estrategia para la integracién del vector pEL13 en el
locus de atfH gendmico y el principio del procedimiento de deteccién. El vector de integracion pEL13 lleva un gen
de resistencia (flecha caracterizada con “higr”), el gen para Int-h (flecha caracterizada con “int h””) con el control del
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promotor del CMV y una copia de attP* (rectangulo abierto caracterizado con “attP*/P*OP*’”). Después de la incor-
poracién del vector en células BL60 mediante electroporacion se expresa Int-h (véase la Figura 2B). La recombinasa
cataliza entonces la recombinacién intermolecular entre a#fP* y atfH localizado cromosémico (rectingulo sombreado
caracterizado con “atfH/HOH’”). Esto conduce a la integracion del vector pEL13 en el genoma de las células BL60.
Las células que han captado el vector de forma estable pueden seleccionarse e identificarse mediante PCR con el par
de cebadores attX1/B2 (flechas caracterizadas con “a#rX1” y “B2”). EcoR V y SpH I designan puntos de corte de
restriccion para las enzimas de restriccion correspondientes.

La Figura 9 muestra en una representacion esquemadtica la deteccidon de la recombinacién intermolecular entre
attP* (pEL13) y attH en células BL60. E1 ADN gendmico se aislé después de la electroporacion de pEL13 y posterior
seleccion durante varias semanas de 31 poblaciones celulares distintas y se amplificé con el par de cebadores a#tX1/B2
(véase la Figura 8). Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se hicieron visibles.
La posicion del producto esperado (295 pb) en los geles estd marcada por la flecha. Los productos se analizaron a
continuacién mediante secuenciaciéon de ADN. En el borde derecho de los geles se encuentra un patrén de longitud.

El término “transformacién” o “transformar” usado en esta invencién designa la introduccién respectiva de una
secuencia de dcido nucleico en una célula. La introduccién puede ser, por ejemplo, una transfeccion o lipofeccion,
o se realiza mediante el procedimiento del calcio, procedimiento de electrochoque o una inyeccién de oocitos. El
término “transformacion” o “transformar” también significa en esta invencidn la introduccién de una secuencia de
acido nucleico viral que comprende, por ejemplo, la(s) secuencia(s) de recombinacién y un gen o fragmento de gen
terapéutico en la trayectoria seguida de forma natural por el virus respectivo. En este caso, la secuencia de dcido
nucleico viral no debe presentarse como secuencia de dcido nucleico desnuda sino que puede estar envuelta en una
envuelta de proteina viral. Por tanto, el término no s6lo designa el procedimiento que normalmente se entiende con el
término transformacidn o transformar.

El término usado en esta invencién “derivado” designa secuencias de attB y a#fP y secuencias de atfL. y atfR que
presentan en comparacién con las secuencias de recombinacion de origen natural modificaciones en forma de una o
varias, como maximo seis, especialmente dos, tres, cuatro o cinco sustituciones.

La expresion usada en esta invencién “homdélogo” u “homdlogamente” o “similar” en referencia a las secuencias
de recombinacion designa una secuencia de dcido nucleico que es idéntica a las secuencias de recombinacién de
origen natural aproximadamente en el 70%, preferiblemente aproximadamente en el 80%, con especial preferencia
aproximadamente en el 85%, con mds especial preferencia aproximadamente en el 90%, con mas especial preferencia
aproximadamente en el 95% y especialmente en el 99%.

El término usado en esta invencién “vector” designa constructos de origen natural o sintético para la captacion,
multiplicacion, expresion o transmision de dcidos nucleicos, por ejemplo, plasmidos, fagémidos, césmidos, cromoso-
mas sintéticos, bacteriéfagos, virus o retrovirus.

La integrasa (designada normalmente y en lo sucesivo “Inf’) del bacteriéfago lambda pertenece, como Cre y
Flp, a la familia de la integrasa de las recombinasas de ADN especificas de secuencia conservativas. Int cataliza la
recombinacién integrativa entre dos secuencias de recombinacidn distintas, a#fB y attP. atfB comprende 21 nucleétidos
y originalmente se ha aislado del genoma de E. coli; véase Mizuuchi, M. y Mizuuchi, K. (1980) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 77, pagina 3220. Por el contrario, atfP es con 243 nucleétidos considerablemente mas larga y se origina de
forma natural en el genoma del bacteriéfago lambda; véase Landy, A. y Ross, W. (1977) Science, 197, pagina 1147. La
recombinasa Int tiene en total siete puntos de unién en a#fP y dos en a#/B. La funcién biol6gica de Int es la integracién
especifica de secuencia del genoma de fagos circular en el locus a#fB del cromosoma de E. coli. Para la recombinacién
integrativa, Int necesita un cofactor de proteina, el denominado “factor de integracién del huésped” (“Integration Host
Factor”) (designado normalmente y en lo sucesivo “IHF”), véase Kikuchi, Y. y Nash, H. (1978) J. Biol. Chem., 253,
7149. THF se necesita para la construccién de un complejo de recombinacion funcional con a#fP. Un segundo cofactor
para la reaccién de integracion es el superenrollamiento de ADN negativo de atP. La recombinacion entre attB y attP
conduce finalmente a la formacion de dos nuevas secuencias de recombinacion, atfL. y atfR que sirven como sustrato
y secuencia de reconocimiento para una reaccién de recombinacién adicional, la reaccién de escision. Una amplia
vision general de la integracion de los bacteriéfagos lambda se encuentra en, por ejemplo, Landy, A. (1989) Annu.
Rev. Biochem., 58, pagina 913.

La recombinacién por escisién (escision) del genoma de fagos a partir del genoma de bacterias también esta
catalizada por la recombinasa Int. Para esto, ademds de Int e IHF se necesita sin falta otro cofactor que también esté
codificado por bacteriéfagos lambda. Se trata de la escisionasa (designada normalmente y en lo sucesivo Xis), que
presenta dos puntos de unién en atfR; véase Gottesman, M. y Weisberg, R. (1971). The Bacteriophage Lambda, Cold
Spring Harbor Laboratory, pagina 113. Para la recombinacién por escisién no se requiere, al contrario que para la
recombinacidn integrativa, el superenrollamiento de ADN negativo de las secuencias de recombinacion, sin embargo
aumenta la eficiencia de la reaccién de recombinacién. Puede conseguirse una mejora adicional de la eficiencia de
la reaccion de escision mediante un segundo cofactor, FIS (factor de estimulacién de inversion, “Factor for Inversion
Stimulation”), que puede actuar junto con Xis; véase Landy, A. (1989) Annu. Rev. Biochem., 58, pagina 913. La
escision es genéticamente la exacta reaccidn inversa de la integracion, es decir, se generan de nuevo a#B y a#P. Una
amplia vision general de la escision de bacteriéfagos lambda se encuentra, por ejemplo, en Landy, A. (1989) Annu.
Rev. Biochem., 58, pagina 913.
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Un aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la recombinacion especifica de secuencia
de ADN en células eucariotas que comprende a) la introduccién en una célula de una primera secuencia de ADN que
comprende una secuencia attB segiin SEQ ID N°:1 o su homdlogo, o una secuencia a#P segiin SEQ ID N°:2 o su
homdlogo, o una secuencia attL. segiin SEQ ID N°:3 o su homélogo, o una secuencia a#R segiin SEQ ID N°:4 o su
homdlogo, b) la introduccién en una célula de una segunda secuencia de ADN que comprende una secuencia at/B
segtin SEQ ID N°:1 o su homoélogo, o una secuencia atfP segiin SEQ ID N°:2 o su homélogo, o una secuencia atfL.
segtin SEQ ID N°:3 o su homélogo, o una secuencia attR segin SEQ ID N°:4 o su homdlogo, y c) la realizacién de la
recombinacién especifica de secuencia mediante la accién de una integrasa Int del bacteriéfago lambda, designando
el término “homdlogo” secuencias atfB, attP, atflL y attR que son idénticas al menos en el 70% en comparacién con
las secuencias de recombinacion de origen natural. Se prefiere un procedimiento comprendiendo la primera primera
secuencia de ADN una secuencia a#fB segin SEQ ID N°:1 o su derivado, y comprendiendo la segunda secuencia de
ADN una secuencia affP segtiin SEQ ID N2 o su derivado. También se prefiere un procedimiento comprendiendo
la primera secuencia de ADN una secuencia atfL. segiin SEQ ID N°:3 o su derivado, y comprendiendo la segunda
secuencia de ADN una secuencia affR segiin SEQ ID N°:4 o su derivado, realizdndose en la etapa c) la recombinacién
especifica de secuencia mediante la accion de una Int y de un factor Xis.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un procedimiento para la recombinacién especifica de secuencia
de ADN en una célula eucariota in vitro que contiene en su genoma la primera secuencia de ADN, bien presentdndose
naturalmente en la célula o introduciéndose con ayuda de recombinacién de ADN, que comprende la etapa b) y ¢)
como se definieron anteriormente.

En este caso, el procedimiento segiin la invencién no puede realizarse s6lo con la secuencia attB y/o atfP o secuen-
cia atfL y/o attR de origen natural, sino también con secuencias affB y/o atfP o secuencias atfL y/o attR modificadas,
por ejemplo, sustituidas. De este modo se observd, por ejemplo, la recombinacién integrativa del bacteriéfago lambda
y E. coli entre secuencias homoélogas attP y atfB (mutantes de las secuencias de tipo salvaje) que presentan una o una
combinacidn de las siguientes sustituciones en las siguientes posiciones en attB: G, T (en la posicién -9); A, C, G (-8);
C,AT(ETD; TG AG6);C,AGS);ARE);GAR3)ACG(2);A,CG(-1);A,C,G(0);T,C,G(+1);A,C, G
+#2); T,G,C(+3); A,G, T(+4); A,C,G (+5); G, T, (+6); G, T (+7); G, T, A (+8); C, G, A (+9); C, G, A (+10); T, A,
C (+11) (Nash, H. (1981) Annu. Rev. Genet., 15, pagina 143; Nussinov, R. y Weisberg, R. (1986) J. Biomol. Struct.
Dynamics, 3, pagina 1134) y/o presentan en atfP: T (en la posicioén +1); C (+2) y A (+4), véase Nash, H. (1981) Annu.
Rev. Genet., 15, pagina 143.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un procedimiento en el que la secuencia atfB usada en comparacién con
la secuencia attB de origen natural segiin SEQ ID N°:1 y la secuencia atfP usada en comparacién con la secuencia attP
de origen natural segtin SEQ ID N°:2 presentan una o varias sustituciones. Ademads, la presente invencion se refiere a un
procedimiento en el que la secuencia atfL. usada en comparacién con la secuencia atfL. de origen natural segin SEQ ID
N°:3 y la secuencia a#fR usada en comparacion con la secuencia a#fR de origen natural segin SEQ ID N°:3 presentan
una o varias sustituciones. Se prefiere un procedimiento en el que las secuencias de recombinacién presentan una,
dos, tres, cuatro o cinco sustituciones. Las sustituciones pueden presentarse tanto de la regién de solapamiento (véase
la Figura 6A, rectangulo abierto) como en la regién nicleo (véase la Figura 6A, linea). También puede sustituirse la
region de solapamiento completa que comprende siete nucledtidos. Se prefiere especialmente un procedimiento en el
que en la secuencia atfB y atfP se introducen sustituciones o en la regién nicleo o en la regién de solapamiento. Se
prefiere la introduccién de una sustitucion en la regién de solapamiento y la introduccién simultdnea de una o dos
sustituciones en la regién nicleo.

Para el procedimiento segin la invencidn no se requiere que en una sustitucién en atfB se introduzca o invierta
la sustitucién correspondiente en atfP, o en una sustitucion en atfL la sustitucion correspondiente en a#fR. Una modi-
ficacién mediante sustitucion en secuencias de recombinacién debe elegirse pudiendo realizarse la recombinacién a
pesar de la(s) modificacidn(es). Ejemplos de tales sustituciones se citan, por ejemplo, en las publicaciones de Nash,
H. (1981), anteriormente y Nussinov, R. y Weisberg, R. (1986), anteriormente, y no deben considerarse como exhaus-
tivas. Pueden introducirse otras modificaciones facilmente, por ejemplo, mediante procedimientos de mutagénesis y
se prueban en cuanto a su uso mediante recombinaciones de prueba.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un procedimiento en el que o la secuencia a#fB usada en comparacién
con la secuencia a#fB de origen natural segiin SEQ ID N°:1 y la secuencia a#fP usada en comparacién con la secuencia
atfP de origen natural segtiin SEQ ID N°:2, o bien la secuencia atfL usada en comparacién con la secuencia atfLL de
origen natural segin SEQ ID N°:3 o la secuencia atfR usada en comparacién con la secuencia atfR de origen natural
segtin SEQ ID N°:4 presentan una o varias sustituciones. Por tanto, una o varias sustituciones en una de las secuencias
de recombinacién no debe dar como resultado la sustitucién correspondiente en la otra secuencia de recombina-
cion.

En una forma de realizacién preferida del procedimiento segtin la invencidn, la secuencia a#fB comprende 21
nucledtidos y coincide con la secuencia originalmente aislada del genoma de E. coli (Mizuuchi, M. y Mizuuchi, K.
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, pagina 3220) y la secuencia atfP comprende 243 nucleétidos y coincide con
la secuencia originalmente aislada del genoma del bacteriéfago lambda; véase Landy, A. y Ross, W. (1977) Science,
197, pagina 1147.
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En una forma de realizacién preferida adicional del procedimiento segtn la invencidn, la secuencia atfL. comprende
102 nucledtidos y la secuencia atfR 162 nucleétidos y ambas coinciden con las secuencias originalmente aisladas del
genoma de E. coli; véase Landy, A. (1989) Annu. Rev. Biochem., 58, pdgina 913.

Para la realizacién del procedimiento segtin la invencién, la primera secuencia de ADN comprende, ademds de
la secuencia de recombinacidn, otras secuencias de ADN que permiten una integracion en un lugar diana deseado
en el genoma de la célula eucariota. Esta integracion discurre por la recombinaciéon homoéloga, que estd mediada por
mecanismos de recombinacion internos de la célula. Para ello, las otras secuencias de ADN deben ser homdlogas
con el ADN del lugar diana y tanto 3’ como también 5° se deben encontrar en la secuencia attB o attL. El experto
conoce cudl debe ser el grado de homologia y cémo de largas deben ser las secuencias 3’ y 5° respectivas para que
la recombinacién homdéloga discurra con una probabilidad suficiente; véase el articulo de revisiéon de Capecchi, M.
(1989), Science, 244, pagina 1288.

La segunda secuencia de ADN con la secuencia de recombinacién atfP o a#fR puede también comprender se-
cuencias de ADN que son necesarias para una integracién en un lugar diana deseado por medio de la recombinacién
homéloga. Para el procedimiento segin la invencidn, tanto la primera como la segunda secuencia de ADN pueden
comprender las otras secuencias de ADN. Se prefiere un procedimiento en el que ambas secuencias de ADN compren-
den las otras secuencias de ADN.

La introduccién de la primera y segunda secuencia de ADN con o sin otras secuencias ADN puede realizarse
tanto de forma sucesiva como también en una cotransformacién, presentdndose las secuencias de ADN sobre dos
moléculas de ADN distintas. Se prefiere un procedimiento en el que la primera y la segunda secuencia de ADN, con
o sin otras secuencias de ADN, estén presentes sobre una molécula de ADN individual y se introducen en las células
eucariotas. Ademds, la primera secuencia de ADN pueden introducirse en una célula y la segunda secuencia de ADN
en otra célula, fusiondndose las células a continuacién. Por fusién debe entenderse en el sentido amplio el cruce de
organismos y la fusién celular.

El procedimiento segtin la invencién puede usarse, por ejemplo, para invertir en una recombinacion intramolecular
el segmento de ADN que se encuentra entre las secuencias de recombinacién orientadas indirectamente. Ademas, el
procedimiento segtin la invencién puede usarse para delecionar en una recombinacién intramolecular el segmento de
ADN que se encuentra entre las secuencias de recombinacidn orientadas directamente. Las secuencias de recombina-
cién se presentan orientadas directamente cuando las secuencias se incorporan respectivamente en la direccién 5°-3’
6 3’-5’. Las secuencias de recombinacién se presentan orientadas indirectamente cuando, por ejemplo, la secuencia
attB se incorpora en la direccién 5°-3’ y la secuencia atfP en la direccién 3’-5’. Si las secuencias de recombinacién
se colocan mediante recombinacién homéloga respectivamente en una secuencia de intrones 5° y 3’ de un exén y
la recombinacién se realiza mediante la accién de la integrasa, entonces el exén gira en las secuencias de recombi-
nacion orientadas indirectamente (invierte) o deleciona en las secuencias de recombinacion orientadas directamente.
Mediante esto, el polipéptido codificado por el gen correspondiente puede perder su actividad o funcién o detener la
trascripcién mediante la inversion o deleciéon, de modo que no se forma ningin transcrito (completo). De esta forma
puede estudiarse, por ejemplo, la funcién bioldgica del polipéptido codificado.

Sin embargo, la primera y/o segunda secuencia de ADN puede/pueden comprender otras secuencias de dcido nu-
cleico que codifican uno o varios polipéptido(s) de interés. Asi, por ejemplo, con las secuencias de recombinacién
puede introducirse una proteina de estructura, una enzima o una proteina regulatoria en el genoma que se expresa tran-
sitoriamente después de la recombinacién intramolecular satisfactoria. El polipéptido introducido puede ser endégeno
o ex6geno. Ademds, puede introducirse una proteina marcadora. El experto sabe que esta enumeracion de aplicaciones
del procedimiento segin la invencidn es s6lo a modo de ejemplo y no es exhaustivo. Ejemplos de aplicaciones segtin
la invencién que se realizaron con las recombinasas Cre y Flp usadas anteriormente se encuentran, por ejemplo, en el
articulo de revisién de Kilby, N. y col., (1993), Trenes Genet., 9, pdgina 413.

El procedimiento segtin la invencién puede usarse ademads para delecionar o para invertir sobre vectores segmentos
de ADN sobre sustratos episomales en la recombinacién intramolecular. Para ello podria usarse una reaccién de
delecion, por ejemplo, para separar secuencias de envuelta de los denominados virus de la levadura. Este procedimiento
tiene un amplio campo de aplicacioén en la produccién industrial de vectores virales para aproximaciones de terapia
génica; véase Hardy, S. y col., (1997), J. Virol., 71, pagina 1842.

La recombinacién intermolecular conduce a la fusién de dos moléculas de ADN que poseen respectivamente una
copia de atB y atfP o atfL y attR. Asi puede introducirse, por ejemplo, atfB en primer lugar mediante recombinacién
homéloga en un locus gendémico conocido bien caracterizado de una célula. En esta secuencia a#/B gendmica puede
integrarse a continuacién un vector que lleva affP mediante recombinacién intermolecular. Se prefiere en este pro-
cedimiento la expresioén del mutante de integrasa Int-h/218 cuyo gen se encuentra sobre un segundo vector de ADN
que se cotransfecta. Sobre el vector que lleva a#fP pueden encontrarse otras secuencias, por ejemplo, un gen para una
proteina marcadora determinada, flanqueadas por secuencias loxP/FRT. Con esta aproximacién puede conseguirse,
por ejemplo, que en los andlisis de expresion comparativos de distintos genes en un tipo de célula éstos no se influyan
por influencias positivas o negativas del lugar de integracién gendmicos respectivo.

Para la realizacién del procedimiento segin la invencién debe actuar una integrasa sobre las secuencias de recom-
binacién. En este caso, la integrasa o el gen de la integrasa y/o el factor Xis o el gen del factor Xis pueden estar presente
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ya antes de la introduccion de la primera y segunda secuencia de ADN en la célula eucariota, entre la introduccién
de la primera y segunda secuencia de ADN o después de la introduccién de la primera y segunda secuencia de ADN.
La integrasa usada para la recombinacién especifica de secuencia se expresa preferiblemente en la célula en la que se
realiza la reaccion. Para ello se introduce en las células una tercera secuencia de ADN que comprende un gen de la
integrasa. Si la recombinacion especifica de secuencia se realiza con attL/atfR, adicionalmente todavia puede intro-
ducirse un gen del factor Xis (cuarta secuencia de ADN) en las células. Se prefiere especialmente un procedimiento
en el que la tercera y/o cuarta secuencia de ADN se integre en el genoma eucariota de la célula por recombinacién
homoéloga o de forma aleatoria. Ademas, se prefiere un procedimiento en el que la tercera y/o cuarta secuencia de
ADN comprenda secuencias de ADN regulatorias que provoquen una expresion espacial y/o temporal del gen de la
integrasa y/o del gen del factor Xis.

La expresion espacial significa en este caso que la recombinasa o el factor Xis s6lo se expresa en un determinado
tipo de célula, por ejemplo, células hepaticas, células renales, células nerviosas o células del sistema inmunitario,
mediante el uso de promotores especificos del tipo celular y sélo cataliza la recombinacion en estas células. Puede
conseguirse una expresion temporal en la regulacidn de la expresion de la integrasa/factor Xis mediante promotores
que son activos a partir de o en un estadio de desarrollo determinado o en un momento determinado en el organismo
adulto. Ademds, la expresiéon temporal puede producirse mediante el uso de promotores inducibles, por ejemplo,
mediante promotores dependientes de la interferén o tetraciclina; véase el articulo de revisién de Miiller, U. (1999)
Mech. Develop., 82, pagina 3.

La integrasa usada en el procedimiento segin la invencion puede ser tanto la integrasa de tipo salvaje como una
integrasa modificada del bacteri6fago lambda. Debido a que la integrasa de tipo salvaje puede realizar la reaccién de
recombinacién s6lo con ayuda de un cofactor, concretamente IHF, para el procedimiento segtin la invencion se prefiere
el uso de una integrasa modificada. Si se usa la integrasa de tipo salvaje para el procedimiento segtn la invencion,
para la reaccion de recombinacidn se necesita adicionalmente IHF. La integrasa modificada estd modificada de forma
que puede realizar la reaccién de recombinacién sin IHF. La preparacién de polipéptidos modificados y la seleccion
en cuanto a la actividad deseada son estado de la técnica y se realizan de forma sencilla; véase Erlich, H. (1989)
PCR Technology. Stockton Press. Las integrasas de bacteriéfagos lambda preferidas son dos mutantes de Int que se
designan Int-h e Int-h/218; véase Miller y col. (1980) Cell, 20 pagina 721; Christ, N. y Droge, P (1999) J. Mol. Biol.,
288, pagina 825. Int-h contiene un resto de lisina en lugar del resto de glutamato en la posicién 174 frente a Int de
tipo salvaje. Int-h/218 contiene otro resto de lisina en lugar de un resto de glutamato en la posicién 218 y se prepard
mediante mutagénesis de PCR del gen Int-h. Estos mutantes pueden catalizar la recombinacién tanto entre atfB/attP
como también entre atfL/atfR sin los cofactores IHF, Xis y el superenrollamiento negativo en E. coli e in vitro, es decir,
con sustratos purificados en el tubo de ensayo. En células eucariotas, los mutantes necesitan para la recombinacién
entre artL/attR s6lo el cofactor Xis. Puede producirse una mejora adicional de la eficiencia de la recombinacién entre
attL/atfR mediante otro cofactor, por ejemplo FIS. Se prefiere el mutante Int-h/218 ya que puede catalizar la reaccién
integrativa independiente del cofactor con una elevada eficiencia; véase Christ, N. y Droge, P. (1999) J. Mol. Biol.,
288, pagina 825.

El procedimiento segtin la invencidn puede realizarse en todas las células eucariotas. Las células pueden presen-
tarse, por ejemplo, en un cultivo celular y comprenden todos los tipos de células vegetales o animales. Por ejemplo,
las células pueden ser oocitos, células madre embrionarias no humanas, células madre hematopoyéticas o cualquier
tipo de células diferenciadas. Se prefiere un procedimiento en el que la célula eucariota es una célula de mamifero. Se
prefiere especialmente un procedimiento en el que la célula de mamifero es una célula humana, célula de mono, ratén,
rata, conejo, hdmster, cabra, vaca, oveja o cerdo.

Una forma de realizacion preferida de la presente invencién se refiere ademds a un procedimiento en el que dado
el caso se realiza una segunda recombinacidn especifica de secuencia de ADN mediante la accién de una integrasa
de bacteridfagos lambda y de un factor Xis. La segunda recombinacidn necesita las secuencias attL y attR generadas
mediante una primera recombinacion de at#fB y atP o sus derivados. Por tanto, la segunda recombinacion especifica de
secuencia se limita a un procedimiento que en la primera recombinacién especifica de secuencia usa secuencias at/B y
attP o sus derivados. Tanto la integrasa de tipo salvaje como los mutantes de Int pueden catalizar sin la adicién de otros
cofactores s6lo la denominada recombinacién integrativa, es decir, recombinan a#B con a#fP y no attL con atfR, si éstas
estan integradas de forma estable en el genoma de las células. En este caso, la integrasa de tipo salvaje necesita para la
denominada recombinacién por escision los factores IHF, Xis y el superenrollamiento negativo. Los mutantes de Int
Int-h e Int-h/218 necesitan para la recombinacién por escision sélo el factor Xis. Por tanto, es posible dejar transcurrir
de forma controlada dos reacciones de recombinacion una tras otra, si estan presentes en las células otros factores para
la segunda reaccién de recombinacién, concretamente la reaccidon de escision. En combinacion con otros sistemas de
recombinacién ya usados, en este documento pueden determinarse nuevas estrategias para la manipulacién controlada
de genomas eucariotas superiores. Esto es posible ya que distintos sistemas de recombinacién usan exclusivamente
sus propias secuencias de recombinacion.

Asi, por ejemplo, el sistema Int se usa para integrar secuencias loxP y/o FRT de forma especifica en un locus
genémico de un genoma eucariota y a continuacion para activar o inactivar un gen mediante expresion controlada de
Cre y/o Flp. Ademas, puede usarse el sistema Int para eliminar secuencias loxP/FRT tras uso, es decir, recombinacién
mediante la recombinasa correspondiente a partir de un genoma.
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Se prefiere un procedimiento en el que ademads se introduce otra secuencia de ADN que comprende un gen del
factor Xis en las células. Se prefiere especialmente un procedimiento en el que la otra secuencia de ADN comprende
ademds una secuencia de ADN regulatoria que provoca una expresion espacial y/o temporal del gen del factor Xis.

Asi, por ejemplo, después de la recombinacién intramolecular integrativa satisfactoria (inversién) mediante Int, lo
que ha llevado a la activacién/inactivacién de un gen en un tipo de célula determinado, este gen se inactiva o activa
de nuevo en un momento posterior mediante la expresion espacial y/o temporal inducible de Xis con la expresién
simultdnea de Int.

La invencion se refiere ademads al uso de una secuencia a#fB segiin SEQ ID N°:1 o su derivado y a una secuencia
attP segin SEQ ID N°:2 o su derivado, o a una secuencia atfL. segiin SEQ ID N°:3 o su derivado y a una secuencia
attR segin SEQ ID N°:4 o su derivado en una recombinacion especifica de secuencia de ADN en células eucariotas.
La célula eucariota puede presentarse también en la conexién celular de un organismo, por ejemplo, de un mamifero
que no contiene integrasa o factor Xis en sus células. Este organismo puede usarse para el cruce con otros organismos
que por su parte contienen la integrasa o el factor Xis en sus células, de modo que generan descendencia en cuyas
células se realiza entonces la recombinacién especifica de secuencia. Por tanto, la invencién también se refiere al uso
de una integrasa o un gen de la integrasa y un factor Xis o un gen del factor Xis en una recombinacién especifica de
secuencia en células eucariotas.

Los inventores han determinado una secuencia del genoma humano (en lo sucesivo designada atfH) que presenta
una homologia de aproximadamente el 85% con affB. attH puede usarse como secuencia de recombinacién para la
integracién de un ADN extrafio en el genoma humano. Para ello, la segunda secuencia de recombinacién atfP puede
modificarse correspondientemente para que la integrasa pueda realizar la reaccion de recombinacidn con alta eficien-
cia. Los inventores podrian mostrar que atfH con una de las versiones modificadas por los inventores de atfP, que se
designa en lo sucesivo atfP* y se enumera SEQ ID N°:5, puede recombinarse mediante Int-h en E. coli. Experimentos
con células humanas mostraron que a#fH también se recombina como constituyente del genoma humano con attP*,
cuando Int-H es sintetizado transitoriamente por las células.

De esto resulta la posibilidad de integrar un ADN extrafio circular que contiene una secuencia de recombinacién
attP de forma estable y especifica en el locus de origen natural a#fH del genoma humano. En este caso, attH es s6lo
un ejemplo de una secuencia de recombinacién de origen natural en el genoma humano. En el marco del proyecto
Genoma Humano pueden determinarse otras secuencias que presentan una homologia con a#/B. Estas pueden usarse
asimismo para la integracion de un ADN extrafio en el genoma humano. En funcién de la secuencia homéloga con
attB presente en el genoma humano, se selecciona una secuencia de recombinacién a#fP correspondiente en el ADN
extrafio circular. Se prefiere un ADN extrafio circular que contiene la secuencia de dcido nucleico de la secuencia atfP
de origen natural. Se prefiere especialmente un derivado de la secuencia a#fP de origen natural que presenta como
maximo seis, preferiblemente de una a cinco, especialmente tres sustituciones. Se prefiere especialmente un ADN
extrafio circular que comprende la secuencia de dcido nucleico a#fP* segtin SEQ ID N°:5 que presenta una homologia
de aproximadamente el 95% con atfP.

En este caso, la integrasa puede introducirse a las células bien como polipéptido o mediante un vector de expresion.
El gen de la integrasa puede presentarse ademds como secuencia de acido nucleico expresable sobre la molécula de
ADN que comprende la secuencia a#fP modificada o la natural o la secuencia a#P*.

El ADN extrafio circular que contiene la secuencia a#fP natural o su derivado u homdlogo, especialmente la se-
cuencia attP* segin SEQ ID N°:5, comprende igualmente el gen o fragmento de gen terapéutico que va a introducirse
en el genoma. Los genes terapéuticos pueden ser, por ejemplo, el gen CFTR, el gen ADA, el gen del receptor de LDL,
gen de la B-globina, el gen del factor VIII o el gen del factor IX, el gen de alfa-1-antitripsina o el gen de distrofina.
El ADN extrafio circular puede ser, por ejemplo, un vector viral ya usado en terapias génicas somaticas. El vector
puede ser igualmente especifico de la célula, de modo que sélo transfecta las células deseadas para la terapia génica,
por ejemplo, las células del epitelio del pulmoén, las células madre de la médula 6sea, los linfocitos T, los linfocitos B,
las células hepaticas, las células renales, las células nerviosas, las células del muisculo esquelético, las células madre
hematopoyéticas o los fibroblastos. Es evidente para el experto que este listado s6lo representa una seleccién de los
genes terapéuticos y células diana y pueden usarse igualmente otros genes y células diana para una terapia génica.
Los fragmentos de gen comprenden, por ejemplo, deleciones de genes terapéuticos, exones individuales, secuencias
de 4cido nucleico antisentido o ribozimas. Los fragmentos de gen pueden comprender ademds recortes de un gen que
contienen las repeticiones de trinucleétidos de un gen, por ejemplo, del gen X fragil.

En el uso de la integrasa de tipo salvaje debe estar presente IHF para la recombinacién. Se prefiere el uso de una
integrasa modificada en la que la recombinacién puede realizarse sin IHF. Se prefiere especialmente el uso de Int-h o
Int-h/218.

Por tanto, la presente invencién describe la secuencia atfP de origen natural o su derivado o su homdlogo. La
invencion describe especialmente la secuencia de 4cido nucleico affP* segtiin SEQ ID N°:5. La presente invencién da a
conocer ademas un vector que comprende la secuencia atfP de origen natural o su derivado, especialmente la secuencia
de 4cido nucleico a#P* segtin SEQ ID N°:5, y otra secuencia de 4cido nucleico que comprende un gen terapéutico o su
fragmento de gen. Se prefiere un vector en el que el gen terapéutico comprende un gen CFTR, ADA, receptor de LDL,
alfa o beta globina, alfa 1-antitripsina, factor VIII o factor IX o su fragmento. El vector puede comprender asimismo
elementos de ADN regulatorios que controlan la expresion del gen terapéutico o su fragmento de gen.
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Ejemplos
1. Preparacion de los vectores de expresion y sustrato
1.1. Vectores de expresion

Los vectores de expresion eucariotas para Int de tipo salvaje (pKEXInt), Int-h (pKEXInt-h), Int-h/218 (pKEXInt-
h/218) y pEL13 son derivados de pKEX-2-X (Rittner y col. (1991) Methods Mol. Cell. Biol., 2, pagina 176). El vector
contiene el elemento promotor/potenciador del citomegalovirus humano (CMV) y corte y empalme de ARN y secuen-
cias de sefial de poliadenilacion del antigeno tumoral del virus 40 de los simios pequefios (SV40). Los genes Int se
clonaron mediante PCR con los siguientes cebadores: (3343) 5’-GCTCTAGACCACCATGGGAAGAAGGCGAAGT
CA-3’, que se encuentra en el extremo 5° del gen Int y (3289) 5’-AAGGAAAGCGGCCGCTCATTATTTGATTT
CAATTTTGTCC-3’, que se encuentra en el extremo 3’. La amplificacién se realizé después de una primera etapa de
desnaturalizacion a 95°C (4 min) con 30 ciclos de desnaturalizacién (95°C, 45 s), formacién de cebador (55°C, 45 s),
sintesis de ADN (27°C, 2 min) y una tltima etapa de sintesis durante 4 min a 72°C. El fragmento de PCR resultante
se usé en el vector pPKEX-2-XR con Xbal y Notl. Int-h se generé del vector pHN16 como molde (Lange-Gustafson,
B. y Nash, H. (1989) J. Biol. Chem., 259, pdgina 12724). Int de tipo salvaje e Int-h/218 se generaron con pTrcInt o
pTrcInt-h/218 como moldes (Christ, N. y Droge, P. (1999) J. Mol. Biol., 288, pdgina 825). pEL13 contiene, ademas
del gen Int-h, adicionalmente una copia de a#P*.

AttP* se construy6 partiendo de atfP mediante mutagénesis por PCR. Se usaron para ello los siguientes oligonu-
cleétidos:

(03) 5’-GTTCAGCTTTTTGATACTAAGTTG-3’,

(04) 5’-CAACTTAGTATCAAAAAG CTGAAC-3’,

PC) 5’-TTGATAGCTCTTCCGCTTTCTGTTACAGGTCACTAATACC-3’ y
(PD) 5’-ACGGTTGCTCTTCCAGCCAGGGAGTGGGACAAAATTGA-3’.

La amplificacién se realizé seglin una primera etapa de desnaturalizacién a 95°C (4 min) con 30 ciclos de desna-
turalizacién (95°C, 45 s), formacién de cebador (57°C, 1 min 30 s), sintesis de ADN (72°C, 30 s) y una ultima etapa
de sintesis durante 4 min a 72°C. El producto de PCR se incubd con la enzima de restriccién Sapl y se ligd con el
pKEXInt-h recortado con Sapl. El pldsmido de control pKEX no contiene el gen Int.

1.2 Vectores sustrato

Los vectores sustrato son derivados de pEGFP (Clontech). Los casetes de recombinacion se encuentran bajo el
control del promotor del CMV, que garantiza una expresion constructiva fuerte. Se construyé pGFPattB/attP recortan-
do el gen GFP (proteina de fluorescencia verde) en primer lugar de pEGFP mediante Agel y BamHI. La secuencia attB
de tipo salvaje se usé como oligonucledtido de doble hebra en el vector recortado con Agel mediante los siguientes
oligonucleétidos:

(B10B) 5’-CCGGTTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAACTTGAGCGAACGC-3 y
(BOBI) 5-AATTGCGTTCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCAGGCTTCAA-3’.

La secuencia atfP de tipo salvaje se amplificé mediante PCR del vector pAB3 (Droge, P. y Cozzarelli, N. (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci., 86, pidgina 6062) usando los siguientes cebadores:

7 5’-TCCCCCCGGGAGGGAGTGGGACAAAATTGA-3 y
(p6) 5’-GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3’.

La amplificacién se realizé después de una primera etapa de desnaturalizacién a 95°C (4 min) con 30 ciclos de
desnaturalizacion (95°C, 45 s), formacion de cebador (54°C, 30 s), sintesis de ADN (72°C, 30 s) y una tdltima etapa de
sintesis durante 4 min a 72°C. El fragmento de PCR que contenia a#/P se recorté con Xmal y BamHI y se ligd con un
fragmento de restriccién que contenia el gen GFP. Este fragmento de restriccién de GFP se prepar6 con Agel y EcoRI a
partir de pEGFP. El producto de la ligadura se usé en el vector que contenia atfB recortado con Mfel/BamHI. El vector
sustrato resultante contiene el gen GFP en la orientacion invertida respecto al promotor del CMV. Su funcionalidad se
ensay6 en recombinacién integrativa en E. coli mediante Int de tipo salvaje.
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pGFP attL/attR es idéntico a pGFP atB/attP hasta las secuencias de recombinacién. Se construyé el vector re-
combinando en primer lugar pGFP attB/atfP en E. coli, lo que conduce a la formacién de atfL y attR. El gen GFP
orientado correctamente respecto al promotor del CMV se recorté mediante una reaccion de restriccién parcial con
BsiEl y HindIII. Para usar el gen GFP en la orientacion invertida respecto al promotor del CMV, se amplificé el gen
en primer lugar mediante PCR usando los siguientes cebadores:

(Pp2) 5’-AATCCGCGGTCGGAGCTCGAGATCTGAGTCC-3" y
P3) 5’-AATCCCAAGCTTCCACCATGGTGAGCAAGGG-3’ (Fig. 3).

La amplificacién se realizé después de una primera etapa de desnaturalizacién a 95°C (4 min) con 30 ciclos de
desnaturalizacién (95°C, 45 s), formacion de cebador (56°C, 45 s), sintesis de ADN (72°C, 1 min) y una tdltima
etapa de sintesis durante 4 min a 72°C. El fragmento de la PCR se recort6 a continuacién con HindIII y BsiEl y se
integré en el vector recortado parcialmente. Este contiene atfLL y a#R en la orientacién invertida. Por tanto, pGFP
attL/atfR muestra la misma estructura global que pGFPatfB/atfP, con excepcién de la presencia de atfL/attR en lugar
de atrB/attP.

El homdlogo de attB humano, atfH, se amplificé por el ADN humano purificado mediante PCR usando los si-
guientes cebadores:

B3) 5’-GCTCTAGATTAGCAGAAATTCTTTTTG-3" y
(B2) 5’-AACTGCAGTAAAAAGCATGCTCATCACCCC-3’.

La amplificacién se realiz6 después de una primera etapa de desnaturalizacién a 95°C (5 min) con 30 ciclos de
desnaturalizacion (95°C, 45 s), formacidn de cebador (42°C, 1,45 min), sintesis de ADN (72°C, 1,45 min) y una tltima
etapa de sintesis durante 10 min a 72°C. Las secuencias de cebador para la generacion de attH se tomaron de un
EST (nimero de registro: N31218; base de datos de EMBL). Se confirmé la secuencia incompleta de atfH, como esta
presente en la base de datos, y se completé mediante secuenciacién de ADN del producto de PCR aislado (192 pb). A
continuacién se recort6 el fragmento con Xbal y Pstl y se usé en el vector tratado correspondiente pACYC187 (New
England Biolabs). atfP* se prepardé mediante mutagénesis dirigida por PCR como se describi6 (Christ, N. y Droge, P.
(1999) J. Mol. Biol., 288, pagina 825) y se usé en el vector que contenia attH en orientacién invertida respecto a asfH.
Esta construccién dio lugar al vector de prueba pACH.

Se aislaron los ADN de pldsmido de la cepa de E. coli DHS5a (Hanahan, D. (1983) J. Mol. Biol., 166, pagina 557)
mediante cromatografia de afinidad (Qiagen, Alemania). Se controlaron los vectores de expresion y sustrato, asi como
todos los constructos generados por PCR, mediante el sistema de secuenciaciéon 373* DNA basado en fluorescencia
(Applied Biosystems).

Las reacciones de PCR se realizaron con el “Master Mix Kit” (Qiagen, Alemania) y los productos se analizaron
por electroforesis en gel de agarosa (0,8% peso/volumen) en tampén de TBE.

2. Cultivo celular y construccion de las lineas celulares indicadoras

Los andlisis de expresion y recombinacidn transitorios se realizaron con una linea celular del linfoma de Burkitt
humano (BL60; (Wolf, J. y col., (1990) Cancer Res., 50, pagina 3095)). Las células BL60 se cultivaron en medio
RPMI1640 (Life Technologies, Inc.), que se enriquecié con suero bovino fetal al 10%, y contenia L-glutamina 2 mM,
estreptomicina (0,1 mg/ml) y penicilina (100 unidades/ml).

Las lineas celulares indicadoras BL60, que habian integrado bien pGFPatB/attP o pGFPatfL/atfR de forma es-
table en el genoma, se construyeron como sigue: se linealizaron aproximadamente 20 ug de cada vector con Apal.l,
se purificaron mediante extracciones con fenol/cloroformo, se precipitaron con etanol y se incorporaron en aproxi-
madamente 2 x 107 células mediante electroporacién a 260 V y 960 mF usando un “pulsador de genes Bio-Rad”. Se
seleccionaron lineas celulares estables con G418/genticina (300 ug/ml) y a continuacién se caracterizaron mediante
PCR, secuenciacién de ADN y andlisis Southern.

3. Andlisis de recombinacion in vivo

Para realizar la recombinacién intramolecular in vivo se transfectaron aproximadamente 2 x 107 células de la linea
celular indicadora BL60 respectiva con 40 ug de cada vector de expresién circular mediante electroporacién, como se
describe en el ejemplo 2. Después de 72 horas, las células se recogieron mediante centrifugacion y se aislé el ADN
genémico de la mitad de las células segun las indicaciones del fabricante (Qiaamp Blood Kit; Qiagen, Alemania)
mediante cromatografia de afinidad. De la segunda mitad de las células se aisl6 bien ARN (Rneasy Kit, Qiagen,
Alemania) o se prepar6 un lisado celular para el andlisis Western (véase el ejemplo 4).
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Los andlisis de recombinacién con pACH se realizaron como ya se describieron previamente (Christ, N. y Droge,
P. (1999) J. Mol. Biol., 288, pdgina 825) en E. coli. Para ello se usaron las recombinasas Int, Int-h e Int-h/218. La
recombinacién esperada de pACH conduce a la inversién y se detecté mediante andlisis de restricciéon con HindIIl y
Aval.

La recombinacién intermolecular para la integracién de pEL13 en la affH gendmicamente localizada de células
BL60 se llevo a cabo como sigue: se transfectaron 2 x 107 células con 20 ug de pEL13 circular mediante electropora-
cién, como se describi6 anteriormente. Después de 48 horas se cultivaron las células en placas con una concentracién
de 1 x 10° células/ml de medio de seleccion (200 pg/ml de higromicina B) y se incubaron durante 6-8 semanas. De

una parte de la poblacién de células supervivientes se prepard en este momento ADN gendmico segun las indicaciones
del fabricante (Qiaamp Blood Kit; Qiagen, Alemania).

Para comprobar la recombinacidén integrativa y por escision intramolecular se amplificaron 0,4 g de ADN gené-
mico mediante PCR. Para ello se usaron de 20-50 pmol de los siguientes cebadores:

(pD) 5’-GGCAAACCGGTTGAAGCCTGCTTTT-3’;

(p2) 5’-AATCCGCGGTCGGAGCTCGAGATCTGAGTCC-3’;

(P3) 5’-AATCCCAAGCTTCCACCATGGTGAGCAAGGG-3’;

P4 5’-AACCTCTACAAATGTGGTATGG-3’,

(p5) 5’-TACCATGGTGATGCGGTTTTG-3’;

(p6) 5’-GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC;

®7) 5’-TCCCCCCGGGAGGGAGTGGGACAAAATTGA-3’,

La amplificacién se realizé después de una primera desnaturalizacién a 95°C (5 min) con 30 ciclos de desnaturali-

zacioén (95°C, 45 s), formacion de cebador (57°C, 45 s), sintesis de ADN (72°C, 1,5 min) y una dltima etapa de sintesis
durante 4 min a 72°C.

La recombinacién integrativa intermolecular de pEL13 se detect6 como sigue. Se incubaron aproximadamente 400
ng de ADN gendémico de poblaciones celulares supervivientes con los siguientes oligonucleétidos como cebadores
para PCR:

(attx1)  5’-AGTAGGAATTCAGTTGATTCATAGTGACTGC-3’ y
(B2) 5’-AACTGCAGTAAAAAGCATGCTCATCACCCC-3’.

La amplificacion tuvo lugar después de una primera desnaturalizacién a 95°C (4 min) con 30 ciclos de desnatura-
lizacion (95°C, 45 s), formacién de cebador (52°C, 45 s), sintesis de ADN (72°C, 45 s) y una ultima etapa de sintesis
durante 4 min a 72°C.

La PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR) se realiz6 con 4 ug de ARN aislado. En primer lugar se sintetizaron los
ADNCc segtin las indicaciones del fabricante usando cebadores oligo-dT (First Strand Synthesis Kit; Pharmacia). Una
cuarta parte de estos ADNc se us6 como molde para la posterior PCR usando los cebadores p3 y p4. Las condiciones
de PCR fueron como se describen para p1-p7. Para probar la delecién en lugar de inversién, el ADN gendmico aislado
se amplificé con los cebadores p5 y p6. Se analizaron transcritos de beta-actina partiendo de los ADNc usando los
cebadores

(AS) 5’-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3’ y
) 5’-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3’

Las condiciones de PCR fueron como se describen para p1-p7.
Se realizaron andlisis Southern esencialmente segun el protocolo de Sambrook, J. (1989) Molecular Cloning (2*

edicion) Cold Spring Harbor Laboratory Press. Se fragmentaron aproximadamente 10 g de ADN genémico con Ncol,
se separd separaron mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8% peso/volumen) en tampén TBE y se transfirié
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durante la noche a una membrana de nailon. La sonda GFP para la deteccién de la recombinacién se preparé mediante
PCR usando los cebadores p2 y p3. El marcado radiactivo se realizé segin las indicaciones del fabricante (Megaprime;
Amersham) usando dATP y dCTP marcados con *P (Amersham).

4. Andlisis Western

Se prepararon lisados celulares de células transfectadas transitoriamente mediante coccién (5 min) de las células
en tampo6n de ensayo (New England Biolabs). Las proteinas se separaron en un gel de SDS-poliacrilamida al 12,5%
seglin peso molecular y se transfirieron durante la noche a una membrana de nitrocelulosa (Immobilon P, Millipore).
La membrana se traté con disolucién de bloqueo al 1% (BM Chemiluminescence Western Blotting Kit; Boehringer
Mannheim, Alemania) y se incubd con anticuerpo de ratén policlonal contra Int de tipo salvaje a una dilucién de
1:50.000 (anticuerpos de A. Landy, EE.UU.). Se usaron los anticuerpos secundarios acoplados con peroxidasa para
hacer visible la posicion de la integrasa en el gel (BM Chemiluminescence Western Blotting Kit; Boehringer Mann-
heim, Alemania). Como control se usaron extractos celulares de E. coli que contenian Int de tipo salvaje.

5. Resultados
5.1. Sintesis de Int-h en células BL60

Para probar si la recombinacion de Int-h puede catalizarse en células humanas fue necesario demostrar en primer
lugar que la recombinasa puede sintetizarse de las células. Para tal fin se us6 el vector de expresion eucariota, pKEXInt-
h que contenia el gen Int-h bajo el control del promotor del CMV. Después de la introduccién de pKEXInt-h en dos
lineas celulares indicadoras BL60 distintas, B2 y B3, los transcritos completa y correctamente modificados especificos
para el gen Int-h pudieron detectarse mediante andlisis por RT-PCR. Se estudiaron lisados celulares 72 horas después
de la electroporacién con pKEXInt-h mediante un anélisis Western. La deteccion de la recombinasa se realizé mediante
anticuerpos policlonales de ratén que estdn dirigidos contra Int de tipo salvaje. Como control se incorporé pKEX en
las células.

Los resultados mostraron que estaba presente una proteina con el peso molecular esperado en las células que se
trataron con pKEXInt-h en la electroporacién. Esta proteina no era detectable cuando se usé el vector de control
pKEX.

5.2. Recombinacion intramolecular integrativa catalizada por Int-h en células humanas

El andlisis Western mostré que partiendo del vector pKEXInt-h se sintetiza la proteina Int-h de las dos lineas
celulares indicadoras. Estas células contienen un vector sustrato, pGFPatB/attP, como ADN extrafio integrado de
forma estable en su genoma. Las dos secuencias de recombinacién para la recombinacién integrativa, attB y atfP,
se encuentran en orientacién invertida una respecto a otra y flanquean el gen para GFP. El gen GFP se encuentra
propiamente en orientacion invertida respecto al promotor del CMV, que estd aguas arriba de atfB. La recombinacién
entre atfB y attP mediante Int-h condujo a la inversién del gen GFP y por tanto a su expresiéon. Se construyeron en
total tres lineas celulares indicadoras (B1-B3). El andlisis Southern de su ADN genémico mostré que B1 y B3 han
integrado varias copias de pGFPattB/attP como repeticiones directas en el genoma. La linea celular B2 contiene por
el contrario s6lo una copia. Las secuencias integradas se verificaron mediante PCR y secuenciacion posterior.

Para probar la recombinacién entre attB y attP se introdujeron pKEXInt-h y pKEX por separado en estas lineas
celulares. Las células se recogieron 72 horas después de la electroporacidn, se aisl6 el ARN de una parte de las células
y se investigd en cuanto a la expresién de GFP mediante RT-PCR usando el par de cebadores p3/p4. Estos cebadores
amplificaron un fragmento de ADN de 0,99 kb de longitud sélo cuando el gen GFP se invirtié a consecuencia de la
recombinacion. Los resultados mostraron que el producto podia detectarse en las tres lineas celulares. No pudo detec-
tarse ningun producto cuando se introdujo pKEX en las células. Los andlisis de secuencia de ADN de los productos
de PCR aislados confirman que se transcribié la region codificante del gen GFP y que pudo detectarse affR en el
transcripto en lugar de a#fP. Como control para el contenido en ARN en las seis preparaciones celulares, asi como para
la sintesis satisfactoria de la primera hebra de ADN mediante la transcriptasa inversa, se analiz6 el transcrito de -
actina endégeno mediante PCR. Los resultados mostraron que el transcrito se presentaba en cantidades casi iguales.

La recombinacién también se detecté mediante PCR directa de ADN gendmico. Los resultados mostraron que
los productos esperados s6lo pudieron detectarse mediante los pares de cebadores p3/p4 (0,99 kb) y p1/p2 (0,92 kb)
cuando pKEXInt-h se introdujo en las células. Los andlisis de estos productos mediante secuenciaciéon de ADN confir-
maron que attR y atfL estaban presentes en el genoma y que el gen GFP se invirtié mediante la recombinacién. Estos
experimentos se repitieron un total de tres veces, pudiendo detectarse la recombinacién entre attB y attP mediante
RT-PCR y/o PCR en las tres lineas celulares. Una deteccién de la delecién del gen GFP mediante PCR con el par
de cebadores p5/p6 resultd negativa. Sélo pudo amplificarse el fragmento de 1,3 kb esperado, que resulté del vector
integrado.

La sefial mds fuerte que mostré la inversion entre a#fB y attP en la PCR se obtuvo repetida con la linea celular B3
en otro experimento. Se fragment6 el ADN genémico mediante Ncol y se investigd con un andlisis Southern. Para ello
se usé el gen GFP como sonda. Los resultados mostraron que el fragmento de restriccién de ADN gendmico esperado
mediante la inversion entre attB y atfP podia detectarse en la linea celular B3.
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Para probar si el Int de tipo salvaje y el mutante Int-h/218 podian asimismo catalizar la recombinacién integra-
tiva intramolecular, los vectores pKEXInt-h, pKEXInt-h/218, pKEXInt y como control pKEX se incorporaron en la
linea celular indicadora B3 mediante electroporacién en un experimento adicional, como se describe en el ejemplo 2.
Después de 72 horas, el ADN gendmico se aislé y se probd en cuanto a recombinacién mediante PCR con los pares
de cebadores p5/p7 y p3/p4, como se describe en el ejemplo 3. Los resultados mostraron que ambos mutantes de Int
podian catalizar la recombinacién entre attB y attP, sin embargo la Int de tipo salvaje era inactiva.

5.3. No se detectaba la recombinacion por escision entre attL y attR

Debido a que Int-h también podia catalizar la recombinacion por escision entre a#fL. y a#fR en ausencia de los cofac-
tores IHF y Xis, se construyeron tres lineas celulares indicadoras BL60 que habian integrado el vector pGFParfL/attR
de forma estable en el genoma. Estas lineas celulares contienen el gen GFP de nuevo en orientacién invertida respecto
al promotor del CMV, flanqueado no obstante por atfL y a#fR en lugar de por attB y atfP. Los andlisis de recombina-
cion se realizaron como se describe en el ejemplo 3 con pKEXInt-h como vector de expresion para la recombinasa,
sin embargo mostraron que ni la inversion ni la delecién podian detectarse entre atfL. y attR con RT-PCR o PCR.

5.4. Identificacion y caracterizacion de una secuencia de nucledtidos similar a attB de origen natural en el genoma
humano

Como se muestra en el ejemplo 3, ambos mutantes de recombinasa Int catalizaron la recombinacidn integrativa
intramolecular en células humanas. Una de las dos secuencias de recombinacién que participan en esta reaccion, a#fB,
tiene de 21 pares de bases (pb) de longitud y es constituyente natural del genoma de E. coli. Pudo mostrarse que Int-
h tolera algunas desviaciones en la secuencia de la denominada regién de reconocimiento “niicleo” de a#B para una
recombinacion con a#fP (Nash (1981) Annu. Rev. Genet., 15, pagina 143). Por tanto, a partir de consideraciones esta-
disticas es posible la presencia de una secuencia funcional homdloga a atfB en el genoma humano. En una busqueda
en bases de datos, los inventores pudieron identificar una secuencia ain incompleta como parte de una “etiqueta de
secuencia expresada” (“expressed sequence tag”) (EST). Esta secuencia se aisl6 y cloné a continuacién mediante PCR
a partir de ADN humano. El andlisis de secuencia de ADN completd la secuencia y un andlisis Southern adicional de
ADN genémico de células BL60 mostré que esta parte de la secuencia es de un gen humano atn desconocido que esta
presente en una copia en el genoma.

Esta secuencia que se designa en lo sucesivo atfH se desvia de la secuencia attB de tipo salvaje en tres posiciones.
Dos de los nucledétidos se encuentran en la regién de reconocimiento de Int “nicleo” izquierda (B) y una es parte de la
denominada region de “solapamiento”. Debido a que la identidad de la region de “solapamiento” entre dos secuencias
de recombinacién es una condicion para una recombinacion eficiente con Int-h, el nucleétido correspondiente en la
posicion 0 en el “solapamiento” de affP se cambié de timidina a guanina, lo que condujo a atfP*. attH y attP* se
usaron como secuencias invertidas en un vector (pACH) y se probaron en cuanto a recombinacion en E. coli. Los
resultados mostraron que Int-h e Int-h/218 catalizan la inversion entre atfH y atfP* en presencia de IHF. Los anélisis
de secuencia de ADN de los productos de recombinacién aislados confirmaron que la recombinacién entre attH y
attP* transcurria segin el mecanismo esperado. Por el contrario, la Int de tipo salvaje puede recombinar atfH/atP*
también en presencia de IHF s6lo de forma muy ineficiente. atfH es por tanto una posible secuencia de integracién
para la integracién catalizada por Int-h de ADN extrafio que contiene una copia de a#P*.

5.5. Recombinacion integrativa intermolecular entre attH y attP* en células humanas

Para probar si attH como constituyente natural del genoma humano puede recombinarse con a#fP* en una reac-
cién intermolecular se construyé pEL13. Este vector contenia, ademds del gen Int-h con el control del promotor de
CMY, una copia de a#fP* y, como marcador de seleccidn, el gen de resistencia a higromicina. Int-h pudo sintetizarse
después de la introducciéon de pEL13 en células BL60 y cataliz6 la recombinacion intermolecular entre atfP* como
constituyente de pEL13 y a#tH gendémico.

pEL13 se introdujo en células BL60 mediante electroporacién como se describe en el ejemplo 2 y éstas se llevaron
y diluyeron después de 72 horas a presion selectiva. Se estudiaron las poblaciones celulares supervivientes después
de 6-8 semanas mediante PCR con el par de cebadores attx1/B2 en cuanto a los acontecimientos de recombinacion.
Los resultados mostraron que en 13 de las 31 poblaciones celulares supervivientes podia detectarse una integracién en
attH. Los andlisis de secuencia de ADN de los productos de PCR aislados de las distintas aproximaciones confirmaron
su identidad como productos de la recombinacién.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la recombinacién especifica de secuencia de ADN en una célula eucariota in vitro que
comprende

a) la introduccién en una célula de una primera secuencia de ADN que comprende:
una secuencia atfB segiin SEQ ID N°:1 o su homdlogo, o
una secuencia atfP segiin SEQ ID N°:2 o su homélogo, o
una secuencia atfL segin SEQ ID N°:3 o su homdlogo, o
una secuencia atfR segin SEQ ID N°:4 o su homdlogo,
b) la introduccién de una segunda secuencia de ADN en la célula que comprende:
una secuencia a#/B segiin SEQ ID N°:1 o su homélogo, o
una secuencia a#fP segiin SEQ ID N°:2 o su homdlogo, o
una secuencia atfL segin SEQ ID N°:3 o su homélogo, o
una secuencia a#fR segin SEQ ID N°:4 o su homélogo, y

c) la realizacién de la recombinacién especifica de secuencia mediante la accién de una integrasa Int del
bacteriéfago lambda,

designando el término “homologo” secuencias atfB, attP, attlL y atfR que son idénticas al menos en el 70% en
comparacion con las secuencias de recombinacién de origen natural.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, designando el término “homdlogo” secuencias atfB, attP, atfL y atfR
que son idénticas al menos en el 80%, al menos en el 85%, al menos en el 90%, al menos en el 95% o al menos en el
99% en comparacién con las secuencias de recombinacién de origen natural.

3. Procedimiento para la recombinacién especifica de secuencia de ADN en una célula eucariota in vitro que
contiene en su genoma la primera secuencia de ADN, bien presentdndose de forma natural en la célula o introducién-
dose previamente con ayuda de recombinacion de ADN, que comprende las etapas b) y ¢) como se definieron en la
reivindicacion 1 6 2.

4. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 a 3, en el que la primera secuencia de ADN comprende una secuencia
atB segin SEQ ID N°:1 o su homdlogo, y la segunda secuencia de ADN comprende una secuencia atfP segtiin SEQ
ID N°:2 o su homdlogo, definiéndose el término “homélogo” como en la reivindicacién 1.

5. Procedimiento segtn la reivindicacién 1 a 3, en el que la primera secuencia de ADN comprende una secuencia
atfL segiin SEQ ID N°:3 o su homdlogo, y la segunda secuencia de ADN comprende una secuencia atfR segtin SEQ ID
N°:4 o su homélogo, estando presente en la etapa c¢) adicionalmente un factor Xis, definiéndose el término “homélogo”
como en la reivindicacién 1.

6. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que adicionalmente se introduce en la célula una
tercera o una tercera y cuarta secuencia de ADN que comprenden un gen de Int o un gen de Int y un gen del factor
Xis.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que la tercera o la tercera y/o cuarta secuencia de ADN compren-
den ademads una secuencia de ADN reguladora que provoca una expresion espacial y/o temporal del gen de Int y/o del
gen del factor Xis.

8. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que Int es una integrasa modificada.

9. Procedimiento segtin la reivindicacién 8, en el que la Int modificada es Int-h o Int-h/218.

10. Procedimiento seguiin una de las reivindicaciones 1 a 9, en el que en la etapa c) participa adicionalmente un
“factor de integracion del huésped” (IHF).

11. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la primera y/o segunda secuencia de ADN

comprende ademds secuencias de ADN que provocan una integracion de la primera y/o segunda secuencia de ADN
en el genoma de células eucariotas mediante recombinacién homdloga.

15



10

15

20

25

30

35

40

50

55

60

65

ES 2334 577 T3

12. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la primera y/o segunda secuencia de ADN
comprende ademds una secuencia de dcido nucleico que codifica un polipéptido de interés.

13. Procedimiento segtn la reivindicacién 12, en el que el polipéptido de interés es una proteina estructural, una
enzima endégena o exdgena, una proteina reguladora o una proteina marcadora.

14. Procedimiento seglin una de las reivindicaciones 1, 2 y 4 a 13, en el que la primera y segunda secuencia de
ADN se introducen en la célula eucariota en la misma molécula de ADN.

15. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la célula eucariota es una célula de mamifero.

16. Procedimiento segtn la reivindicacion 15, en el que la célula de mamifero es una célula humana, una célula de
mono, ratén, rata, conejo, hdmster, cabra, vaca, oveja o cerdo.

17. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a4 y 6 a 16, que comprende ademads

d) la realizacién de una segunda recombinacién especifica de secuencia de ADN después de una primera
recombinacion especifica de secuencia segtn las etapas a) a c), en el que la primera secuencia de ADN
comprende attB segiin SEQ ID N°:1 o su homélogo y la segunda secuencia de ADN atfP segtin SEQ ID
N°:2 o0 su homdlogo o a la inversa, mediante la accién de una Int y de un factor Xis.

18. Procedimiento segtin la reivindicacidn 17, en el que en las células se introduce ademds una secuencia de ADN
adicional que comprende un gen del factor Xis.

19. Procedimiento segiin la reivindicacion 18, en el que la secuencia de ADN adicional comprende ademds una
secuencia de ADN reguladora que provoca una expresion espacial y/o temporal del gen del factor Xis.

20. Uso de una secuencia atfB segin SEQ ID N°:1 o su homélogo y una secuencia aP segiin SEQ ID N°2 o su
homdlogo, o una secuencia atfL segin SEQ ID N°:3 o su homdlogo y una secuencia atfR segin SEQ ID N°:4 o su
homélogo en una recombinacién especifica de secuencia de ADN en células eucariotas in vitro, designando el término
“homologo” secuencias atfB, attP, attL. y attR que son idénticas al menos en el 70% en comparacion con las secuencias
de recombinacién de origen natural.

21. Uso segun la reivindicacion 20, designando el término “homdlogo” secuencias atfB, attP, atfL y atfR que son
idénticas al menos en el 80%, al menos en el 85%, al menos en el 90%, al menos en el 95% o al menos en el 99% en
comparacion con las secuencias de recombinacién de origen natural.

22. Célula eucariota que contiene secuencias de a#fB, atfP, atfL y at#fR u homdélogos de las mismas que puede
obtenerse sometiendo la célula eucariota mencionada en la reivindicacién 1 y 3 al procedimiento segtin una de las
reivindicaciones 1 a 19.

23. Organismo transgénico no humano que contiene al menos una célula segin la reivindicacién 22.

24. Organismo segtn la reivindicacion 23, en el que este organismo es un ratdn, una rata, un conejo o un hdmster.
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<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido
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