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DESCRIPCION
Procedimientos novedosos para la produccion de oligonucleétidos
Campo de la invencion

La invencion se refiere a procedimientos novedosos que usan enzimas para la produccion de oligonucleétidos, en
la que dichos procedimientos son adecuados para su uso en la produccién de oligonucleétidos modificados
quimicamente, tal como para su uso en terapia.

Antecedentes de la invencion

La sintesis quimica de oligonucle6tidos y oligonucleétidos modificados por medio de quimica de fosforamidita esta
bien establecida y ha sido el método de eleccidn para sintetizar estos biopolimeros de secuencia definida durante
varias décadas. El procedimiento de sintesis se realiza habitualmente como una sintesis en fase sélida, mediante
la cual se afiaden secuencialmente nucleétidos individuales requiriendo la adicion de cada nucleétido un ciclo de
varias etapas quimicas para afiadir y desproteger el oligonucle6tido en crecimiento (“oligo”) en preparacion para la
etapa posterior. Al final de la adicién secuencial de nucleétidos, el oligo se libera del soporte de fase solida, tiene
lugar una desproteccion adicional y luego el oligonucleétido en bruto se purifica ademas mediante cromatografia
en columna.

Aunque este método puede considerarse de rutina y puede automatizarse, hay varias deficiencias en esta
metodologia, especialmente si el objetivo es preparar oligonucleétidos a gran escala tal como seria necesario para
productos terapéuticos de oligonucleétidos. Estas deficiencias incluyen, pero no se limitan a:

1) Limitaciones practicas inherentes al uso de cromatografia que la hacen inadecuada para purificar grandes
cantidades de oligonucleétido. El uso de cromatografia a gran escala es caro y dificil de lograr debido a las
limitaciones en el tamano y el rendimiento de la columna.

2) El nimero de errores se acumula con la longitud del oligonucleétido que esta sintetizandose. Por consiguiente,
la naturaleza secuencial lineal del procedimiento actual da como resultado una disminucién geométrica en el
rendimiento. Por ejemplo, si el rendimiento para cada ciclo de adicién de nucleétido es del 99 %, en el que el
rendimiento de un 20 meros seria del 83 %.

3) Limitaciones de escala con sintetizadores de oligonucleétidos sintéticos y el equipo de purificacién y aislamiento
posterior: en la actualidad, la cantidad maxima de producto que puede producirse en un solo lote es del orden de
10 kg.

Se necesita, por tanto, tanto reducir (o idealmente eliminar) la cromatografia en columna como realizar la sintesis
de un modo que no sea meramente secuencial con el fin de aumentar el rendimiento.

A menudo se usa ADN polimerasa para sintetizar oligonucleétidos para su uso en biologia molecular y aplicaciones
similares. Sin embargo, la ADN polimerasa no es adecuada para sintetizar oligonucleétidos terapéuticos debido a
tanto las longitudes relativamente cortas de los oligonucleétidos como la necesidad de discriminar entre nucleétidos
con diferentes modificaciones de desoxirribosa o ribosa. Por ejemplo, los oligonucleétidos terapéuticos estan a
menudo en el intervalo de 20 a 25 nucleétidos. La ADN polimerasa necesita al menos 7 u 8 nucleétidos, y de
manera Optima de 18 a 22 nucledtidos, como cebador en cada direccién, de modo que hay poco que ganar en el
intento de sintetizar un oligo terapéutico si los cebadores tienen un tamafo similar al producto deseado. Ademas,
la ADN polimerasa requiere que todos los nucleétidos estén presentes en la reaccion y se basa en el apareamiento
de bases de Watson-Crick para alinear los nucleétidos entrantes. Por tanto, la ADN polimerasa es incapaz de
discriminar entre cualquier orden de modificaciones de desoxirribosa o ribosa, tales como las requeridas por un
gapmero, y el resultado seria una mezcla de modificaciones de desoxirribosa o ribosa en una posicién dada.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona un procedimiento para producir un producto de oligonucleétido monocatenario que tiene
al menos un residuo de nucleétido modificado, que comprende:

a) proporcionar un conjunto de oligonucleétidos (1) que comprende segmentos de la secuencia del producto, en el
que al menos un segmento de la secuencia del producto contiene al menos un residuo de nucleétido modificado,
y en el que cada segmento se ha producido mediante sintesis enzimatica;

b) proporcionar un oligonucleétido molde (ll) complementario a la secuencia del producto de oligonucleétido
monocatenario, teniendo dicho molde una propiedad que permite que se separe del producto y se recicle para su
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uso en futuras reacciones;

c¢) poner en contacto (I) y (ll) en condiciones para permitir el apareamiento de los oligonucleétidos de segmento
con el oligonucleétido molde;

d) unir los oligonucleétidos de segmento usando una ligasa para formar el producto;

e) cambiar las condiciones para desnaturalizar el molde apareado y cualquier hebra de oligonucleétido de
impureza, y separar las impurezas;

f) cambiar las condiciones para desnaturalizar el molde apareado y las hebras de oligonucleétidos de producto, y
separar el producto de oligonucleétido monocatenario; y

g) reciclar el oligonucleétido molde para su uso en futuras reacciones.
Descripcion de las figuras

Figura 1. Esquema de la produccién enzimatica de oligonucleétidos de segmento: a) extension 3’ para la sintesis
de segmentos que comprende una reaccion de dos etapas: adicion y desproteccion. La etapa de adiciéon a modo
de ejemplo implica ligamiento dependiente de ATP de nucleétido-3’,5'-bis(tio)fosfato en el 3'-OH de un cebador de
acido nucleico monocatenario y luego desproteccion del 3'-fosfato en el oligonucleétido monocatenario mediante
una fosfatasa; y b) la extension 3’ a modo de ejemplo (adicién y desproteccion) para producir una secuencia de
segmento seguido por escision de la cadena usando una nucleasa especifica de sitio (por ejemplo, endonucleasa
V: escinde una base después de la inosina, es decir, en el segundo enlace fosfodiéster 3’ con respecto a la inosina)
para liberar el segmento.

Figura 2. Esquema del procedimiento de la invencioén, incluyendo las etapas de ligamiento de los oligonucleétidos
de segmento para formar el producto y cambiar las condiciones para eliminar impurezas.

Figura 3. Esquema de multiples configuraciones de molde.

Figura 4. Esquema basico del procedimiento de la invencién que se lleva a cabo en un sistema de flujo.

Figura 5. Esquema detallado del procedimiento de la invencién que se lleva a cabo en un sistema de flujo: a)
seccion de quimica de ligamiento, b) seccidn de purificacion de ligamiento y ¢) seccidén de quimica de ligamiento
alternativa y d) seccién de purificacion alternativa. N.B. Las secciones a) y b) (alternativamente c) y d)) pueden
realizarse en una sola etapa, por ejemplo, recipiente de recogida en a) = salida de la etapa de ligamiento en b).

Figura 6. Ejemplos de impurezas que pueden generarse durante el procedimiento de la invencion.

Figura 7. Cromatograma que muestra los resultados de una reaccion de ligamiento usando ligasa de T4 NEB
comercial (SEQ ID NO: 3) y ADN no modificado (ejemplo 1).

Figura 8. Cromatograma que muestra los resultados de una reaccion de ligamiento usando ligasa de T4 unida a
PERLOZA (SEQ ID NO: 4) y ADN no modificado (ejemplo 1).

Figura 9. Cromatograma que muestra los resultados de una reaccion de ligamiento usando ligasa de T4 unida a
PERLOZA expresada segun el ejemplo 2 y fragmentos de oligonucleétidos modificados con 2’-OMe.

Figura 10. Trazos de HPLC para el ejemplo 4: Trazo superior (a) - sin control de ligasa. Trazo inferior (b) - clon A4.
El producto y el molde se eluyen conjuntamente en este método de HPLC. Pueden observarse dos fragmentos de
ligamiento intermedios (segmentos) en el trazo del clon A4 a los 10,3 y 11,2 minutos.

Figura 11. Esquema del “nucleo de tres moldes” usado en el ejemplo 13, que comprende un material de soporte
denominado “nucleo” y tres secuencias de molde.

Figura 12. Esquema de la plataforma de ligamiento semicontinuo usada en el ejemplo 13.
Figura 13. Esquema de la plataforma de filtracién sin salida usada en el ejemplo 14.
Figura 14. Esquema de la plataforma de filtracién de flujo cruzado usada en el ejemplo 14.

Figura 15. Cromatogramas que muestran los resultados de los experimentos de filtracién sin salida usando la
membrana NADIR de MWCO de 10 kDa a 60 °C en el ejemplo 14. La figura a) es un cromatograma de la disolucién

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2914591 T3

de material retenido, que permanecio en la celda de filtraciéon y contenia principalmente el nlcleo de tres moldes,
después de dos volumenes de diafiltracion; y el cromatograma b) es del permeado, disolucién enriquecida en el
producto, después de dos volimenes de diafiltracion.

Figura 16. Cromatogramas que muestran los resultados de los experimentos de filtracién de flujo cruzado usando
la membrana Snyder de MWCO de 5 kDa a 50 °C y 3,0 bar de presion, en el ejemplo 14. La figura a) es un
cromatograma de la disolucién de material retenido, que contenia principalmente el nucleo de tres moldes y
producto, después de 20 volumenes de diafiltracién; y la figura b) es un cromatograma del permeado, que contenia
principalmente oligonucleétidos de segmento, después de 20 volumenes de diafiltracion.

Figura 17. Cromatogramas que muestran los resultados de los experimentos de filtracion de flujo cruzado usando
la membrana Snyder de MWCO de 5 kDa a 80 °C y 3,1 bar de presion, en el ejemplo 14. La figura 17 muestra a)
un cromatograma de la disolucion de material retenido, que contenia el nicleo de tres moldes solo, después de 20
volimenes de diafiltracion; y la figura b) es un cromatograma de la disolucién de permeado, que contenia el
producto solo, después de 2 volumenes de diafiltracion.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, el término “oligonucleétido”, u “oligo” para abreviar, significa un
polimero de residuos de nucleétidos. Estos pueden ser desoxirribonucleétidos (en los que el oligonucleétido
resultante es ADN), ribonucle6tidos (en los que el oligonucleétido resultante es ARN), nucleétidos modificados o
una mezcla de los mismos. Un oligonucle6tido puede estar completamente compuesto por residuos de nucleétidos
que se encuentran en la naturaleza o puede contener al menos un nucleétido, o al menos una unién entre
nucledtidos, que se ha modificado. Los oligonucleétidos pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Un
oligonucleétido de la invencién puede conjugarse con otra molécula, por ejemplo, N-acetilgalactosamina (GalNAc)
o multiplos de la misma (agrupaciones de GalNAc).

Tal como se usa en el presente documento, el término “oligonucleétido terapéutico” significa un oligonucleétido
que tiene una aplicacion terapéutica, por ejemplo en la prevenciéon o el tratamiento de una afeccién o enfermedad
en un ser humano o animal. Un oligonucleétido de este tipo contiene normalmente uno o mas residuos o uniones
de nucleotidos modificados. Los oligonucle6tidos terapéuticos actian por medio de varios mecanismos diferentes,
que incluyen, entre otros, antisentido, cambio de corte y empalme o salto de ex6n, inmunoestimulacion e
interferencia de ARN (iARN), por ejemplo por medio de microARN (miARN) y ARN de interferencia pequefio
(ARNip). Un oligonucleétido terapéutico puede ser un aptamero. Los oligonucleétidos terapéuticos normalmente,
pero no siempre, tendran una secuencia definida.

Tal como se usa en el presente documento, el término “molde” significa un oligonucle6tido con una secuencia que
es complementaria al 100 % a la secuencia del oligonucleétido diana (o producto).

A menos que se especifique lo contrario, tal como se usa en el presente documento, el término “complementario”
significa complementario al 100 %.

Tal como se usa en el presente documento, el término “producto” significa el oligonucleétido deseado, que tiene
una secuencia especifica, también denominado en el presente documento “oligonucleétido diana”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “conjunto” se refiere a un grupo de oligonucleétidos cuya
secuencia puede variar, pueden ser mas cortos o0 mas largos que la secuencia diana y pueden no tener la misma
secuencia que la secuencia diana. El conjunto de oligonucleétidos puede ser el producto de la sintesis de
oligonucleétidos, por ejemplo, sintesis enzimatica, usada con o sin purificacién. El conjunto de oligonucleétidos
puede estar compuesto por segmentos de la secuencia diana. Cada segmento, en si mismo, puede estar presente
como un conjunto de ese segmento y puede ser el producto de la sintesis de oligonucleétidos, por ejemplo, sintesis
enzimatica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “apareamiento” significa la hibridaciéon de oligonucle6tidos
complementarios de una manera especifica de secuencia, por ejemplo, el apareamiento de dos oligonucleétidos
monocatenarios, por medio de enlaces de hidrégeno del apareamiento de bases de Watson y Crick, para formar
un oligonucleétido bicatenario. Las “condiciones para permitir el apareamiento” dependeran de la T, de los
oligonucleétidos complementarios hibridados y seréa facilmente evidente para un experto en la técnica. Por ejemplo,
la temperatura de apareamiento puede estar por debajo de la Tm de los oligonucleédtidos hibridados.
Alternativamente, la temperatura de apareamiento puede estar préxima a la Tm de los oligonucleétidos hibridados,
por ejemplo, +/- 1, 2 0 3 °C. La temperatura de apareamiento no es, en general, superior a 10 °C por encima de la
Tm de los oligonucleétidos hibridados. Las condiciones especificas para permitir el apareamiento se describen
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resumidamente en la seccion de ejemplos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “desnaturalizacion” en relaciéon con un oligonucleétido
bicatenario se usa para indicar que las cadenas complementarias ya no estan apareadas, es decir, el apareamiento
de bases de Watson y Crick se ha alterado y las cadenas se han disociado. La desnaturalizacién se produce como
resultado del cambio de las condiciones, por ejemplo, elevando la temperatura, cambiando el pH o cambiando la
concentracion de sal de la disolucién tamponante. Los expertos en la técnica conocen bien las condiciones para la
desnaturalizacion. La desnaturalizacién de un oligonucleétido bicatenario (un “diplex”) tal como se describe en el
presente documento da como resultado un producto monocatenario o un oligonucleétido de impureza y un
oligonucleétido molde monocatenario.

Tal como se usa en el presente documento, el término “impureza” o “impurezas” significa oligonucleétidos que no
tienen la secuencia de producto deseada. Estos oligonucleétidos pueden incluir oligonucleétidos que son mas
cortos que el producto (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 mas residuos de nucleétido mas cortos), 0 que son mas largos
que el producto (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 més residuos de nucleétidos mas largos). Cuando el proceso de
produccion incluye una etapa mediante la cual se forman uniones entre segmentos, las impurezas incluyen
oligonucleétidos que quedan si no se forman uno o mas de los enlaces. Las impurezas también incluyen
oligonucleétidos en los que se han incorporado nucleétidos incorrectos, lo que da como resultado un apareamiento
errbneo en comparacion con el molde. Una impureza puede tener una o mas de las caracteristicas descritas
anteriormente. La figura 6 muestra algunas de las impurezas que pueden producirse.

Tal como se usa en el presente documento, el término “segmento” es una porcion mas pequefa de un
oligonucleétido mas largo, en particular una porcién méas pequefa de un producto u oligonucleétido diana. Para un
producto dado, cuando todos sus segmentos se aparean con su molde y se unen entre si, se forma el producto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ligamiento enzimatico” significa que la unién entre dos
nucleétidos adyacentes se forma enzimaticamente, es decir, mediante una enzima. Esta unién puede ser un enlace
fosfodiéster (PO) que se produce de manera natural o una unién modificada que incluye, pero no se limita a,
fosforotioato (PS) o fosforamidato (PA).

Tal como se usa en el presente documento, el término “sintesis enzimatica” significa la producciéon de
oligonucleétidos, incluyendo los segmentos y el producto final, usando enzimas, por ejemplo, ligasas, transferasas,
fosfatasas y nucleasas, en particular endonucleasas. Estas enzimas pueden ser enzimas de tipo natural o enzimas
mutantes. Dentro del alcance de la presente invencidn estan enzimas mutantes capaces de actuar sobre sustratos
de nucleétidos u oligonucleétidos modificados.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ligasa” significa una enzima que cataliza la unién, es decir,
la union covalente, de dos moléculas de oligonucleétidos, por ejemplo, mediante la formacién de un enlace
fosfodiéster entre el extremo 3’ de un oligonucleétido (o segmento) y el extremo 5’ del mismo u otro oligonucleétido
(o segmento). Estas enzimas a menudo se denominan ADN ligasas o ARN ligasas y utilizan cofactores: ATP (ADN
ligasas eucariotas, virales y de arqueas) o NAD (ADN ligasas procariotas). A pesar de su presencia en todos los
organismos, las ADN ligasas muestran una amplia diversidad de secuencias de aminoacidos, tamafos moleculares
y propiedades (Nucleic Acids Research, 2000, vol. 28, n.? 21, 4051-4058). Habitualmente, son miembros de la
clase de enzimas EC 6.5 segun lo define la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, es decir,
ligasas usadas para formar enlaces de éster fosférico. Dentro del alcance de la invencién, se encuentra una ligasa
capaz de unir un oligonucleétido no modificado a otro oligonucleétido no modificado, una ligasa capaz de unir un
oligonucleétido no modificado a un oligonucleétido modificado (es decir, un oligonucleétido 5’ modificado a un
oligonucleétido 3’ no modificado, y/o un oligonucleétido 5° no modificado a un oligonucleétido 3 modificado), asi
como una ligasa capaz de unir un oligonucleétido modificado a otro oligonucle6tido modificado.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ligasa monocatenaria” o “ligasa mc” significa una enzima,
por ejemplo, una ARN ligasa, que es capaz de catalizar el ligamiento dependiente de ATP de (i) ARN
monocatenario fosforilado en 5" al 3-OH de una hebra de ARN aceptora monocatenaria y (ii) el ligamiento de un
solo residuo (incluyendo un residuo modificado), por ejemplo, un nucleétido-3',5’-bisfosfato, 3’,5-tiobisfosfato o0 3'-
fosfato-5'-tiofosfato, al extremo 3’ del ARN o un oligonucleétido modificado (Modified Oligoribonucleotides: 17 (11),
2077-2081, 1978). Un ejemplo de una ligasa mc es la ARN ligasa de T4, que también se ha demostrado que
funciona en sustratos de ADN en ciertas condiciones (Nucleic Acids research 7(2), 453-464, 1979). La funcion
natural de la ARN ligasa de T4 en Escherichia coli infectada con el bacteriéfago T4 es reparar los frenos
monocatenarios al ARNt bacteriano provocados por los mecanismos de defensa bacterianos contra el ataque viral.
Dentro del alcance de la invencion se encuentra una ligasa mc capaz de unir un nucleétido no modificado a un
oligonucleétido no modificado, una ligasa mc capaz de unir un nucleétido no modificado a un oligonucleétido
modificado, una ligasa mc capaz de unir un nucleétido modificado a un oligonucleétido no modificado, asi como
una ligasa mc capaz de unir un nucleétido modificado a un oligonucleétido modificado. Una ligasa mc segin la
invencion es una ligasa que no requiere un oligonucleétido molde para que se produzca el ligamiento, es decir, la
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actividad de ligamiento de la ligasa es independiente del molde.

Tal como se usa en el presente documento, una “ligasa termoestable” es una ligasa que es activa a temperaturas
elevadas, es decir, por encima de la temperatura del cuerpo humano, es decir, por encima de 37 °C. Una ligasa
termoestable puede ser activa, por ejemplo, a 40 °C - 65 °C; 0 40 °C - 90 °C; y asi sucesivamente.

Tal como se usa en el presente documento, una “transferasa” significa una enzima que cataliza la union
independiente del molde de un nucleétido a otro nucledtido u oligonucleétido. Una transferasa tal como se describe
en el presente documento incluye una nucleotidil transferasa terminal (TdT), también conocida como ADN
nucleotidilexotransferasa (DNTT) o transferasa terminal. La TdT es una ADN polimerasa especializada que se
expresa en células linfoides pre-B y pre-T inmaduras, donde permite la diversidad de uni6n del gen de anticuerpo
V-D-J. TdT cataliza la adicién de nucleétidos al extremo 3’ de una molécula de ADN. Una transferasa tal como se
describe en el presente documento incluye una TdT que no se produce de natural o mutante. Dentro del alcance
de la invencién se encuentra una transferasa capaz de unir un nucleétido no modificado a un oligonucleétido no
modificado, una transferasa capaz de unir un nucleétido no modificado a un oligonucleétido modificado, una
transferasa capaz de unir un nucleétido modificado a un oligonucleétido no modificado, asi como una transferasa
capaz de unir un nucleétido modificado a un oligonucleétido modificado.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fosfatasa” significa una enzima que cataliza la hidrdlisis de
un fosfoéster para producir un alcohol. La fosfatasa alcalina cataliza de manera no especifica la desfosforilacién
de los extremos 5 y 3’ del ADN y el ARN (y oligonucleétidos modificados) y también hidroliza trifosfatos de
nucledtidos (NTP y dNTP) y es 6ptimamente activa en entornos de pH alcalino.

Tal como se usa en el presente documento, el término “endonucleasa especifica de secuencia” o “endonucleasa
especifica de sitio” se usan indistintamente y significan una nucleasa que escinde especificamente un
oligonucleétido monocatenario en una posicion particular. Por ejemplo, la endonucleasa V escinde el ARN una
base después de la inosina, es decir, en el segundo enlace fosfodiéster 3’ con respecto a la inosina. Otros ejemplos
de endonucleasas especificas de sitio incluyen la familia de meganucleasas, nucleasas con dedos de zinc, TALEN
y Cas9.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cebador” significa una secuencia de oligonucleétidos que
se usa como punto de partida para sintetizar un oligonucleétido de segmento de la invencién. Un cebador
comprende al menos 3 nucledtidos y puede unirse a un material de soporte.

Tal como se usa en el presente documento, el término “residuo de nucleétido modificado” u “oligonucleétido
modificado” significa un residuo de nucleétido u oligonucleétido que contiene al menos un aspecto de su quimica
que difiere de un residuo de nucleétido u oligonucleétido que se produce de manera natural. Tales modificaciones
pueden producirse en cualquier parte del residuo de nucleétido, por ejemplo, azlcar, base o fosfato. A continuacién
se dan a conocer ejemplos de modificaciones de nucleétidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ligasa modificada” significa una ligasa que difiere de una
ligasa de “tipo natural” que se produce de manera natural en uno o mas residuos de aminoacidos. Tales ligasas
no se encuentran en la naturaleza. Tales ligasas son utiles en los procesos novedosos de la invencién. A
continuacién se dan a conocer ejemplos de ligasas modificadas. Los términos “ligasa modificada” y “ligasa mutante”
se usan indistintamente.

Tal como se usa en el presente documento, el término “transferasa modificada” significa una transferasa que difiere
de una transferasa de “tipo natural” que se produce de manera natural en uno o mas residuos de aminoacidos.
Tales transferasas no se encuentran en la naturaleza. Tales transferasas son Utiles en los procesos novedosos de
la invencion. Los términos “transferasa modificada” y “transferasa mutante” se usan indistintamente.

Tal como se usa en el presente documento, el término “gapmero” significa un oligonucleétido que tiene un
“segmento de hueco” interno flanqueado por dos “segmentos de ala” externos, en donde el segmento de hueco
consiste en una pluralidad de nucleétidos que soportan la escision de ARNasa H y cada segmento de ala consiste
en uno o mas nucleétidos que son quimicamente distintos a los nucleétidos dentro del segmento de hueco.

Tal como se usa en el presente documento, el término “material de soporte” significa un compuesto o material de
alto peso molecular que aumenta el peso molecular de un oligonucleétido, por ejemplo, el molde o el cebador,
permitiendo de ese modo que se conserve, por ejemplo, cuando las impurezas y los productos se separan de la
mezcla de reaccion.

Tal como se usa en el presente documento, el “porcentaje de identidad” entre una secuencia de acido nucleico de
consulta y una secuencia de &cido nucleico sujeto es el valor de “identidades”, expresado como porcentaje, que
se calcula mediante el algoritmo BLASTN cuando una secuencia de &cido nucleico sujeto tiene una cobertura de
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consulta del 100 % con una secuencia de acido nucleico de consulta después de realizar una alineacion de
BLASTN por parejas. Tales alineaciones de BLASTN por parejas entre una secuencia de acido nucleico de
consulta y una secuencia de &cido nucleico sujeto se realizan usando los parametros por defecto del algoritmo
BLASTN disponible en el sitio web del National Center for Biotechnology Institute con el filtro para regiones de baja
complejidad desactivado. De manera importante, una secuencia de 4cido nucleico de consulta puede describirse
mediante una secuencia de &cido nucleico identificada en una o mas reivindicaciones del presente documento. La
secuencia de consulta puede ser el 100 % idéntica a la secuencia sujeto, o puede incluir hasta un cierto nimero
entero de alteraciones de nucleétidos en comparacién con la secuencia sujeto de manera que el % de identidad
sea inferior al 100 %. Por ejemplo, la secuencia de consulta es al menos el 80, el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el
98 0 el 99 % idéntica a la secuencia sujeto.

Declaracion de la invencion

En un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para producir un producto de oligonucleétido
monocatenario, que tiene al menos un residuo de nucleétido modificado, comprendiendo dicho procedimiento:

a) proporcionar un conjunto de oligonucleétidos (1) que comprende segmentos de la secuencia del producto, en el
que al menos un segmento de la secuencia del producto contiene al menos un residuo de nucleétido modificado,
y en el que cada segmento se ha producido mediante sintesis enzimatica;

b) proporcionar un oligonucleétido molde (ll) complementario a la secuencia del producto de oligonucleétido
monocatenario, teniendo dicho molde una propiedad que permite que se separe del producto y se recicle para su
uso en futuras reacciones;

c¢) poner en contacto (I) y (ll) en condiciones para permitir el apareamiento de los oligonucleétidos de segmento
con el oligonucleotido molde;

d) unir los oligonucleétidos de segmento usando una ligasa para formar el producto;

e) cambiar las condiciones para desnaturalizar el molde apareado y cualquier hebra de oligonucleétido de
impureza, y separar las impurezas;

f) cambiar las condiciones para desnaturalizar el molde apareado y las hebras de oligonucleétidos de producto, y
separar el producto de oligonucleétido monocatenario; y

g) reciclar el oligonucleétido molde para su uso en futuras reacciones.

En una realizacion de la invencién, uno o mas o todos los oligonucleétidos de segmento se producen
enzimaticamente.

En una realizacién de la invencién, uno o més o todos los oligonucleétidos de segmento se producen usando una
ligasa monocatenaria (ligasa mc). En una realizacion, la ligasa mc es una ARN ligasa. En una realizacion, la ligasa
mc es una ARN ligasa de T4 o ARN ligasa de T4 modificada.

En otra realizacién, el procedimiento para producir un oligonucleétido de segmento usando una ligasa mc
comprende:

(i) anadir un nucledtido, un dinucleétido, un trinucledtido o un tetranucleétido; que tiene un resto o bien fosfato,
tiofosfato o bien ditiofosfato en el extremo 3’; y un resto o bien fosfato, tiofosfato o bien ditiofosfato en el extremo
5’; al 3'-OH de un cebador de oligonucleétido monocatenario usando una ligasa mc;

(ii) eliminar el resto 3'-fosfato, 3'-tiofosfato o 3'-ditiofosfato usando una fosfatasa;
(iii) repetir las etapas (i) y (ii) para extender el oligonucleétido para producir la secuencia de segmento; y

(iv) liberar el oligonucleétido de segmento del cebador de oligonucleétido usando una endonucleasa especifica de
secuencia.

En una realizacién de la invencién, el procedimiento para producir un oligonucleétido de segmento, usando una
ligasa mc, comprende afadir un 3',5’-nucleétido bisfosfato, que tiene uno o més de cualquiera de los oxigenos del
fosfato sustituidos por azufre, al 3'-OH de un cebador de oligonucleétido monocatenario usando una ligasa mc en
la etapa (i).

En una realizacién de la invencién, el procedimiento para producir un oligonucleétido de segmento, usando una
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ligasa mc, comprende afadir un 3’,5-nucleétido-bisfosfato, un 3’,5-nucleétido-tiofosfato (por ejemplo 3,5-
bistiofosfato o 3’-fosfato-5-tiofosfato o 3’-tiofosfato-5’-fosfato) o un 3',5’-nucleétido-ditiofosfato (por ejemplo 3,5’
bisditiofosfato o 3’-fosfato-5'-ditiofosfato o 3’-ditiofosfato-5'-fosfato) al 3'-OH de un cebador de oligonucleétido
monocatenario usando una ligasa mc en la etapa (i).

En una realizacion de la invencion, se producen uno o mas oligonucleétidos de segmento usando una transferasa.
En una realizacion de la invencién, el procedimiento para producir un oligonucleétido de segmento usando una
transferasa comprende:

(i) afadir un nucleétido-5'-trifosfato, alfa-tiotrifosfato o alfaditiotrifosfato que tiene un grupo protector en su 3'-OH al
3’-OH de un cebador de oligonucleétido monocatenario usando una transferasa;

(i) desproteger la posicién 3’ para regenerar el 3'-OH;
(iii) repetir las etapas (i) y (ii) para extender el oligonucleétido para producir la secuencia de segmento;

(iv) liberar el oligonucleétido de segmento del cebador de oligonucleétido usando una endonucleasa especifica de
secuencia.

En una realizacion de la invencién, cada segmento se produce mediante sintesis enzimatica. En una realizacion
de la invencién, cada segmento se produce usando una ligasa mc. En una realizacién de la invencién, cada
segmento se produce usando una transferasa.

El uso de una ligasa mc, por ejemplo una ARN ligasa, una transferasa o cualquier otra enzima que sea capaz de
afiadir un solo nucledtido a un oligonucleétido monocatenario, de una manera independiente del molde, permite la
sintesis de un oligonucleétido con una secuencia definida. Un enfoque de este tipo podria usarse para producir el
producto de oligonucleétido completo mediante la adicion iterativa de bases individuales. Sin embargo, a menos
que cada ciclo de sintesis discurra con un rendimiento del 100 %, se incorporaran errores de delecion de secuencia
en el producto final. Por ejemplo, si un oligonucleétido se extiende en un nucleétido con un rendimiento del 99 %
en un ciclo de sintesis, el 1 % restante estara disponible para reaccionar en ciclos de sintesis posteriores pero el
producto formado serd un nucleétido mas corte que el producto deseado. A medida que el nimero de ciclos
aumenta, entonces la tasa de error se acentlia de modo que, en este ejemplo, un rendimiento del ciclo del 99 %
daria como resultado la formacién de un 20 % de secuencias acortadas en una sola base para produccion de un
20 meros.

Segun la presente invencién, la acumulacion secuencial de errores se evita mediante lo siguiente. En primer lugar,
solo se sintetizan secuencias cortas, normalmente de 5 a 8 nucleétidos de longitud, mediante la adicién de
nucleétidos individuales. Este procedimiento da como resultado secuencias cortas que tienen una mayor pureza
que secuencias largas ya que se exponen a menos ciclos de acumulacion de errores. En segundo lugar, estas
secuencias cortas se ensamblan en un molde de ADN complementario y luego se unen entre si. El uso de un
molde complementario conjuntamente con una ligasa garantiza que solo se ensamblen oligonucle6tidos cortos que
tienen tanto la longitud correcta como la secuencia correcta. Por consiguiente, los procedimientos de la invencién
dan como resultado tanto un rendimiento global superior como, de manera importante, una fidelidad de secuencia
global superior.

Una realizacién de la invencién proporciona un procedimiento tal como se describié anteriormente en el presente
documento, mediante el cual la desnaturalizaciéon del duplex de molde e impureza y/o la desnaturalizacién del
duplex de molde y producto da como resultado un aumento de temperatura. En una realizacion, la
desnaturalizacién se produce como resultado del cambio del pH. En una realizacién adicional, la desnaturalizaciéon
se produce cambiando la concentracion de sal en una disolucion tamponante.

Aun otra realizacién de la invencién proporciona un procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente en el
presente documento, mediante el cual los oligonucleétidos de segmento tienen de 3 a 15 nucledtidos de longitud.
En una realizacion adicional de la invencién, los segmentos tienen de 5 a 10 nucleétidos de longitud. En una
realizacion adicional de la invencion, los segmentos tienen de 5 a 8 nucleétidos de longitud. En una realizacién
adicional de la invencion, los segmentos tienen 4, 5, 6, 7 0 8 nucleotidos de longitud. En una realizacién particular,
hay tres oligonucleétidos de segmento: un segmento 5’ que tiene 7 nucleétidos de longitud, un segmento central
que tiene 6 nucledtidos de longitud y un segmento 3’ que tiene 7 nucledtidos de longitud, que cuando se ligan entre
si forman un oligonucleétido que tiene 20 nucleétidos de longitud (un “20 meros”). En una realizacion particular,
hay tres oligonucleétidos de segmento: un segmento 5’ que tiene 6 nucleétidos de longitud, un segmento central
que tiene 8 nucledtidos de longitud y un segmento 3’ que tiene 6 nucledtidos de longitud, que cuando se ligan entre
si forman un oligonucleétido que tiene 20 nucleétidos de longitud (un “20 meros”). En una realizacién particular,
hay tres oligonucleétidos de segmento: un segmento 5’ que tiene 5 nucleétidos de longitud, un segmento central
que tiene 10 nucleétidos de longitud y un segmento 3’ que tiene 5 nucleétidos de longitud, que cuando se ligan
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entre si forman un oligonucleétido que tiene 20 nucleétidos de longitud (un “20 meros”). En una realizacién
particular, hay tres oligonucleétidos de segmento: un segmento 5’ que tiene 4 nucleétidos de longitud, un segmento
central que tiene 12 nucleétidos de longitud y un segmento 3’ que tiene 4 nucleétidos de longitud, que cuando se
ligan entre si forman un oligonucleétido que tiene 20 nucleétidos de longitud (un “20 meros”). En una realizacién
particular, hay cuatro oligonucleétidos de segmento: un segmento 5 que tiene 5 nucleétidos de longitud, un
segmento central 5’ que tiene 5 nucledtidos de longitud, un segmento central 3’ que tiene 5 nucleétidos de longitud
y un segmento 3’ que tiene 5 nucledtidos de longitud, que cuando se ligan entre si forman un oligonucleétido que
tiene 20 nucleétidos de longitud (un “20 meros”).

Una realizacién de la invencién proporciona un procedimiento tal como se describié anteriormente en el presente
documento, mediante el cual el producto tiene de 10 a 200 nucledtidos de longitud. En una realizacién adicional
de lainvencién, el producto tiene de 15 a 30 nucledétidos de longitud. En una realizacion de la invencion, el producto
tiene 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos de longitud. En una realizacion de la invencién, el producto
tiene 20 nucleétidos de longitud, un “20 meros”. En una realizacion de la invencién, el producto tiene 21 nucleétidos
de longitud, un “21 meros”. En una realizacion de la invencion, el producto tiene 22 nucleétidos de longitud, un “22
meros”. En una realizacién de la invencién, el producto tiene 23 nucleétidos de longitud, un “23 meros”. En una
realizacion de la invencién, el producto tiene 24 nucleétidos de longitud, un “24 meros”. En una realizacién de la
invencion, el producto tiene 25 nucleétidos de longitud, un “25 meros”. En una realizacién de la invencion, el
producto tiene 26 nucleotidos de longitud, un “26 meros”. En una realizacion de la invencién, el producto tiene 27
nucleétidos de longitud, un “27 meros”. En una realizacién de la invencion, el producto tiene 28 nucleétidos de
longitud, un “28 meros”. En una realizacién de la invencién, el producto tiene 29 nucleétidos de longitud, un “29
meros”. En una realizacién de la invencién, el producto tiene 30 nucleétidos de longitud, un “30 meros”.

En una realizacion de la invencion, el procedimiento es un procedimiento para producir un oligonucleétido
terapéutico. En una realizaciéon de la invencion, el procedimiento es un procedimiento para producir un
oligonucleétido terapéutico monocatenario. En una realizacion de la invencion, el procedimiento es un
procedimiento para producir un oligonucleétido terapéutico bicatenario.

Otra realizacién de la invencién proporciona un procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente en el
presente documento, en el que la propiedad que permite que el molde se separe del producto es que el molde esta
unido a un material de soporte. En una realizacion adicional de la invencion, el material de soporte es un material
de soporte soluble. En aln una realizacién adicional de la invencién, el material de soporte soluble se selecciona
del grupo que consiste en: polietilenglicol, un polimero orgénico soluble, ADN, una proteina, un dendrimero, un
polisacarido, un oligosacarido y un hidrato de carbono. En una realizacion de la invencién, el material de soporte
es polietilenglicol (PEG). En una realizacién adicional de la invencion, el material de soporte es un material de
soporte insoluble. En una realizacién adicional de la invencion, el material de soporte es un material de soporte
s6lido. En aun una realizacion adicional, el material de soporte sélido se selecciona del grupo que consiste en: una
perla de vidrio, una perla polimérica, un soporte fibroso, una membrana, una perla recubierta con estreptavidina y
celulosa. En una realizacién, el material de soporte so6lido es una perla recubierta con estreptavidina. En una
realizacion adicional, el material de soporte sélido forma parte del propio recipiente de reaccion, por ejemplo una
pared de reaccion.

Una realizacién de la invencion proporciona un procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente en el
presente documento, en el que multiples copias repetidas del molde se unen de una manera continua por medio
de un solo punto de unién al material de soporte. Las multiples copias repetidas del molde pueden estar separadas
por un ligador, por ejemplo, tal como se muestra en la figura 3. Las mdltiples copias repetidas del molde pueden
ser repeticiones directas, es decir, no estan separadas por un ligador.

En otra realizacion de la invencién, el molde se une al material de soporte en multiples puntos de union.

Aln otra realizacién de la invencién proporciona un procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente en el
presente documento, en el que la propiedad que permite que el molde se separe del producto es el peso molecular
del molde. Por ejemplo, pueden estar presentes copias repetidas de la secuencia de molde en un solo
oligonucleétido, con o sin una secuencia de ligador.

Otra realizacion de la invencién proporciona un procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente en el
presente documento, en el que el molde, o el molde y el material de soporte, se reciclan para su uso en futuras
reacciones, por ejemplo tal como se detalla a continuacion. Otra realizacion de la invencion proporciona un
procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente en el presente documento, en el que la reaccion se lleva a
cabo usando un procedimiento de flujo continuo o semicontinuo, por ejemplo tal como se muestra en la figura 4 o
la figura 5.

En una realizacién de la invencién, el procedimiento es para la fabricacién a gran escala de oligonucleétidos, en
particular oligonucle6tidos terapéuticos. En el contexto de la presente invencion, fabricacion a gran escala de
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oligonucleétidos significa fabricacion a una escala mayor de o igual a 1 litro, por ejemplo el procedimiento se lleva
a cabo en un reactor de 1 | o mayor. Alternativamente, o ademas, en el contexto de la presente invencion,
fabricacion a gran escala de oligonucleétidos significa fabricacion a escala de gramos del producto, en particular
la produccién de mas de o igual a 10 gramos de producto. En una realizacion, el producto se produce a una escala
de gramos o kilogramos y/o el procedimiento se lleva a cabo en un reactor de al menos 1 I. En una realizacion de
la invencion, la cantidad de producto de oligonucleétido producido esta en una escala de gramos. En una
realizacion de la invencion, la cantidad de producto producido es mayor de oigual a: 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 gramos. En una realizacién de la invencion, la cantidad de producto de
oligonucleétido producido es mayor de o igual a: 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950 gramos. En una realizaciéon de la invencion, la cantidad de producto de oligonucleétido
producido es de 500 gramos o mayor. En una realizacién de la invencion, el producto de oligonucleétido producido
esta en una escala de kilogramos. En una realizacién de la invencién, la cantidad de producto de oligonucle6tido
producido es de 1 kg o mas. En una realizacion de la invencién, la cantidad de producto de oligonucleétido
producido es mayor de o igual a: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 kg. En una realizacion de la invencion, la cantidad de
producto de oligonucledtido producido es mayor de o igual a: 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95 0 100 kg.

En una realizacion de la invencion, la cantidad de producto producido es de entre 10 gramos y 100 kg. En una
realizacion de la invencién, la cantidad de producto producido es de entre 10 gramos y 50 kg. En una realizacién
de la invencion, la cantidad de producto producido es de entre 100 gramos y 100 kg. En una realizacién de la
invencion, la cantidad de producto producido es de entre 100 gramos y 50 kg. En una realizacién de la invencién,
la cantidad de producto producido es de entre 500 gramos y 100 kg. En una realizacién de la invencién, la cantidad
de producto producido es de entre 500 gramos y 50 kg. En una realizacion de la invencién, la cantidad de producto
producido es de entre 1 kg y 50 kg. En una realizacion de la invencion, la cantidad de producto producido es de
entre 10 kg y 50 kg.

En una realizacion de la invencidn, la fabricacion de oligonucleétidos tienen lugar a una escala mayor de o igual a:
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 litros, por ejemplo en un reactor de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 |. En una realizacién de la
invencion, la fabricacion de oligonucleétidos tienen lugar a una escala mayor de o igual a: 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 litros, por ejemplo en un reactor de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 I. En una realizacién de la invencién, la fabricacion de oligonucleétidos tiene lugar a una
escala mayor de o igual a: 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950,
1000 litros, por ejemplo en un reactor de 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800,
850, 900, 950, 1000 I.

En una realizaciéon de la invencion, el volumen del reactor es de aproximadamente 10.000 |, aproximadamente
5000 I, aproximadamente 2000 I, aproximadamente 1000 |, aproximadamente 500 |, aproximadamente 125 |,
aproximadamente 50 |, aproximadamente 20 |, aproximadamente 10 | o aproximadamente 5 I.

En una realizacién de la invencidn, el volumen del reactor es de entre 5y 10.000 I, entre 10 y 5000 I, entre 20 y
20001, o entre 50 y 1000 I.

Un oligonucledtido segun la presente invencién puede tener al menos una modificacion de la estructura principal,
y/o al menos una modificacion de azucar y/o al menos una modificacion de base en comparacién con un
oligonucleétido a base de ARN o ADN.

En una realizacion de la invencion, uno o més oligonucleétidos de segmento tienen al menos una modificacion de
la estructura principal, y/o al menos una modificacién de azucar y/o al menos una modificaciéon de base en
comparaciéon con un oligonucleétido a base de ARN o ADN. En una realizacién, todos los oligonucleétidos de
segmento tienen al menos una modificacion de la estructura principal. En una realizacién, al menos uno de los
segmentos tiene una estructura principal completamente modificada. En una realizacién de la invencion, todos los
segmentos tienen una estructura principal completamente modificada. En una realizacion, la estructura principal
de todos los oligonucleétidos de segmento consiste en uniones fosforotioato. En una realizacion, dos o mas de los
segmentos tienen al menos una modificacion de azlcar y/o al menos una modificacién de base en comparacion
con un oligonucleétido a base de ARN o ADN. En una realizacién, los segmentos de “ala” comprenden al menos
una modificacion de azlcar. En una realizacion, los segmentos de “ala” consisten totalmente en azicares
modificados. En una realizacién, los segmentos de “ala” consisten totalmente en azucares modificados con 2'-
MOE.

Una realizacién de la invencion proporciona un procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente en el
presente documento, en el que el producto contiene al menos 1 residuo de nucleétido modificado. En una
realizacion adicional, la modificacién es en la posicién 2’ del resto de azlcar.

Los oligonucledtidos usados en el procedimiento de la invencién pueden incluir modificaciones de azlcar, es decir,
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una versién modificada del resto ribosilo, tal como ARN modificado con 2’-O tal como 2’-O-alquilo o 2’-O-alquilo
(sustituido), por ejemplo 2’-O-metilo, 2’-O-(2-cianoetilo), 2’-O-(2-metoxi)etilo (2'-MOE), 2’-O-(2-tiometil)etilo, 2'-O-
butirilo, 2'-O-propargilo, 2’-O-alilo, 2’-O-(3-amino)propilo, 2’-O-(3-(dimetilamino)propilo), 2’-O-(2-amino)etilo, 2'-O-
(2-(dimetilamino)etilo); 2’-desoxi (ADN); 2’-O-(haloalcoxi)metilo (Arai K. et al. Bioorg. Med. Chem. 2011, 21, 6285),
por ejemplo 2’-O-(2-cloroetoxi)metilo (MCEM), 2’-O-(2,2-dicloroetoxi)metilo (DCEM); 2’-O-alcoxicarbonilo, por
ejemplo  2-O-[2-(metoxicarbonil)etilo] (MOCE), 2’-O-[2-(N-metilcarbamoil)etilo] (MCE), 2’-O-[2-(N,N-
dimetilcarbamoil)etilo] (DCME); 2’-halo, por ejemplo 2'-F, FANA (&cido nucleico de arabinosilo 2’-F); modificaciones
de carbazucar y azazlcar; 3'-O-alquilo por ejemplo 3-O-metilo, 3'-O-butirilo, 3'-0-propargilo; y sus derivados.

En una realizacion de la invencioén, la modificacién de azucar se selecciona del grupo que consiste en 2'-fluoro (2'-
F), 2'-O-metilo (2'-OMe), 2’-O-metoxietilo (2'-MOE) y 2’-amino. En aln una realizacion adicional, la modificacion es
2'-MOE.

Otras modificaciones de azUcar incluyen acido nucleico “con puente” o “biciclico” (BNA), por ejemplo acido nucleico
bloqueado (LNA), xilo-LNA, a-L-LNA, B-D-LNA, cEt (2'-O,4’-C etilo restringido) LNA, cMOEt (2’-O,4’-C metoxietilo
restringido) LNA, &cido nucleico con puente de etileno (ENA), ADN triciclo; &cido nucleico desbloqueado (UNA);
acido nucleico de ciclohexenilo (CeNA), acido nucleico de altriol (ANA), acido nucleico de hexitol (HNA), HNA
fluorado (F-HNA), piranosil-ARN (p-ARN), 3'-desoxipiranosil-ADN (p-ADN); morfolino (como por ejemplo en PMO,
PPMO, PMOPIus, PMO-X); y sus derivados.

Los oligonucledtidos usados en el procedimiento de la invencién pueden incluir otras modificaciones, tales como
acido nucleico de base peptidica (PNA), PNA modificado con boro, &cido nucleico de oxi-péptido basado en
pirrolidina (POPNA), acido nucleico basado en glicol o glicerol (GNA), acido nucleico basado en treosa (TNA),
acido nucleico basado en treoninol aciclico (aTNA), oligonucleotidos con bases y estructuras principales integradas
(ONIB), oligonucledétidos de pirrolidin-amida (POM); y sus derivados.

En una realizacién de la invencion, el oligonucleétido modificado comprende un oligbmero de fosforodiamidato
morfolino (PMQO), un &cido nucleico bloqueado (LNA), un acido nucleico peptidico (PNA), un acido nucleico con
puente (BNA) tal como (S)-cEt-BNA o un SPIEGELMER.

En una realizaciéon adicional, la modificacién esta en la nucleobase. Las modificaciones de bases incluyen
versiones modificadas de las bases de purina y pirimidina naturales (por ejemplo, adenina, uracilo, guanina,
citosina y timina), tales como inosina, hipoxantina, &cido orético, agmatidina, lisidina, 2-tiopirimidina (por ejemplo,
2-tiouracilo, 2-tiotimina), G-clamp y sus derivados, pirimidina sustituida en 5 (por ejemplo 5-metilcitosina, 5-
metiluracilo, 5-halouracilo, 5-propiniluracilo, 5-propinilcitosina, 5-aminometiluracilo, 5-hidroximetiluracilo, 5-
aminometilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, Super T), 2,6-diaminopurina, 7-deazaguanina, 7-deazaadenina, 7-aza-
2,6-diaminopurina, 8-aza-7-deazaguanina, 8-aza-7-deazaadenina, 8-aza-7-deaza-2,6-diaminopurina, Super G,
Super A y N4-etilcitosina, o derivados de los mismos; N?-ciclopentilguanina (cPent-G), N?-ciclopentil-2-aminopurina
(cPent-AP) y N2-propil-2-aminopurina (Pr-AP), o derivados de las mismas; y bases degeneradas o universales,
como 2,6-difluorotolueno o bases ausentes como sitios abasicos (por ejemplo 1-desoxirribosa, 1,2-didesoxirribosa,
1-desoxi-2-O-metilribosa; o derivados de pirrolidina en los que el oxigeno del anillo se ha reemplazado por
nitrogeno (azarribosa)). Pueden encontrarse ejemplos de derivados de Super A, Super G y Super T en el
documento US6683173. Se demostrd que cPent-G, cPent-AP y Pr-AP reducian los efectos inmunoestimuladores
cuando se incorporaban en ARNip (Peacock H. et al. J. Am. Chem. Soc. (2011), 133, 9200).

En una realizacién de la invencién, la modificacion de nucleobase se selecciona del grupo que consiste en 5-
metilpirimidinas, 7-deazaguanosinas y nucleétidos abasicos. En una realizacion, la modificacion es una 5-
metilcitosina.

Los oligonucleétidos usados en el procedimiento de esta invencion pueden incluir una modificacion de la estructura
principal, por ejemplo una version modificada el fosfodiéster presente en el ARN, tal como fosforotioato (PS),
fosforoditioato (PS2), fosfonoacetato (PACE), fosfonoacetamida (PACA), tiofosfonoacetato, tiofosfonoacetamida,
profarmaco de fosforotioato, H-fosfonato, metilfosfonato, metilfosfonotioato, metilfosfato, metilfosforotioato,
etilfosfato, etilfosforotioato, boranofosfato, boranofosforotioato, metilboranofosfato, metilboranofosforotioato,
metilboranofosfonato, metilboranofosfonotioato, y sus derivados. Otra modificacion incluye fosforamidita,
fosforamidato, N3'—-P5 fosforamidato, fosfordiamidato, fosforotiodiamidato, sulfamato, dimetilensulfoxido,
sulfonato, triazol, oxalilo, carbamato, metilenimino (MMI) y acido nucleico de tioacetamido (TANA); y sus derivados.

En una realizacion adicional, la modificacion esta en la estructura principal y se selecciona del grupo que consiste
en: fosforotioato (PS), fosforamidato (PA) y fosforodiamidato. En una realizacién de la invencion, el oligonucleétido
modificado es un oligbmero de fosforodiamidato morfolino (PMO). Un PMO tiene una estructura principal de anillos
de metilenmorfolina con uniones de fosforodiamidato. En una realizacién de la invencion, el producto tiene una
estructura principal de fosforotioato (PS).
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En una realizacién de la invencion, el oligonucleétido comprende una combinacion de dos o mas modificaciones
tal como se dio a conocer anteriormente. Un experto en la técnica apreciara que hay muchos derivados sintéticos
de oligonucleétidos.

En una realizacién de la invencién, el producto es un gapmero. En una realizacion de la invencion, los segmentos
de ala comprenden modificaciones de la estructura principal y de azucar y el segmento central o ‘hueco’ comprende
modificaciones de la estructura principal, pero no modificaciones de azucar. En una realizacion de la invencion, las
alas 5" y 3’ del gapmero comprenden o consisten en nucleétidos modificados con 2-MOE. En una realizacién de
la invencién, el segmento de hueco del gapmero comprende o consiste en nucledtidos que contienen hidrégeno
en la posicion 2’ del resto de azucar, es decir, es similar al ADN. En una realizacién de la invencion, las alas 5’ y
3’ del gapmero consisten en nucle6tidos modificados con 2’MOE y el segmento de hueco del gapmero consiste en
nucleétidos que contienen hidrégeno en la posiciéon 2' del resto de azlcar (es decir, desoxinucleétidos). En una
realizacion de la invencion, las alas 5’ y 3’ del gapmero consisten en nucleétidos modificados con 22MOE vy el
segmento de hueco del gapmero consiste en nucleétidos que contienen hidrégeno en la posicién 2’ del resto de
azucar (es decir, desoxinucleétidos) y las uniones entre todos los nucleétidos son uniones de fosforotioato.

Una realizacién de la invencién proporciona un procedimiento tal como se describié anteriormente en el presente
documento, en el que el producto resultante es tiene una pureza mayor del 90 %. En una realizacién adicional, el
producto tiene una pureza mayor del 95 %. En una realizacién adicional, el producto tiene una pureza mayor del
96 %. En una realizacion adicional, el producto tiene una pureza mayor del 97 %. En una realizacion adicional, el
producto el producto tiene una pureza mayor del 98 %. En una realizacién adicional, el producto tiene una pureza
mayor del 99 % pure. La pureza de un oligonucleétido puede determinarse usando cualquier método adecuado,
por ejemplo cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) o espectrometria de masas (EM), en particular,
cromatografia de liquidos-EM (CL-EM), HPLC-EM o electroforesis capilar-espectrometria de masas (CEEM).

En una realizacién de la invencién, el oligonucleétido producido es un oligonucleétido antisentido. En una
realizacion de la invencién, el oligonucleétido producido es un aptdmero. En una realizaciéon de la invencion, el
oligonucleétido producido es un miARN. En una realizacién de la invencion, el producto es un oligonucleétido
terapéutico.

En una realizacién de la invencién, no hay sustancialmente nucleétidos en el recipiente de reaccion para ligar los
segmentos. En una realizacion de la invencién, no hay nucleétidos en el recipiente de reaccion para ligar los
segmentos. En otra realizacion de la invencién, el recipiente de reaccion para ligar los segmentos no comprende
un conjunto de nucleédtidos, es decir, la reacciéon estd de sustancialmente libre a completamente libre de
nucleétidos.

La invencion dada a conocer en el presente documento utiliza las propiedades de oligonucleétidos para
proporcionar un procedimiento mejorado para su produccion. Al proporcionar un oligonucleétido molde con el
100 % de complementariedad con la secuencia diana, y al controlar las condiciones de reaccion de modo que el
producto pueda liberarse y separarse en condiciones especificas, puede obtenerse un producto con un alto grado
de pureza.

Desnaturalizacion del duplex de producto (o impureza):molde y separacion del producto (o impureza) del
molde

La liberacion del producto (o cualquier impureza) del molde requiere que se rompa el apareamiento de bases de
Watson-Crick entre la hebra del oligonucleétido molde y el producto (o impureza) (es decir, desnaturalizacion del
duplex). El producto (o impureza) puede separarse entonces del molde, lo que puede producirse como dos etapas
separadas, 0 como una etapa combinada.

La liberacién y separacion del producto (o impureza) puede producirse como una etapa, si el procedimiento se
lleva a cabo en un reactor de columna. La ejecuciéon en un tampén que altera el pH o la concentraciéon de sal, o
que contiene un agente quimico que altera el emparejamiento de bases (tal como formamida o urea) provocara la
desnaturalizacién de las cadenas de oligonucle6tidos y el producto (o impureza) se eluira en el tampén.

Cuando el procedimiento se lleva a cabo en otros recipientes de reaccion, la liberacién y separacion del producto
(o impureza) puede producirse como un procedimiento de dos etapas. En primer lugar, los pares de bases de
Watson-Crick se alteran para desnaturalizar las hebras y luego el producto (o impureza) se separa del molde, por
ejemplo se retira del recipiente de reaccion. Cuando la liberacion y separaciéon del producto se lleva a cabo como
un procedimiento de dos etapas, la rotura de los pares de bases Watson-Crick puede lograrse alterando las
condiciones del tampén (pH, sal) o introduciendo un agente quimico disruptivo (formamida, urea).
Alternativamente, elevar la temperatura también provocard la disociacién de las dos hebras, es decir, la
desnaturalizacién. El producto (o las impurezas) pueden separarse entonces (y también retirarse del recipiente de
reaccion, si se desea) por medio de métodos que incluyen separacioén basada en el peso molecular, separacion
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basada en la carga, separacion basada en la hidrofobicidad, separaciéon basada en secuencias especificas o una
combinacién de estos métodos.

Cuando el procedimiento se lleva a cabo en un reactor de flujo continuo o semicontinuo, la liberacién y separacién
del producto (o impureza) puede ser en una o dos etapas. Por ejemplo, la liberacion y separacion del producto (o
impureza) en una etapa podria verse afectada por el aumento de la temperatura para provocar la disociacion de
las dos hebras, y la separacién de las hebras liberadas basandose en peso molecular en la misma parte del reactor
que se usa para elevar la temperatura. La liberacién y separacién del producto (o impureza) en dos etapas podria
verse afectada por el aumento de la temperatura para provocar la disociacion de las dos hebras en una parte del
reactor y la separacion de las hebras liberadas basandose en el peso molecular en una parte diferente del reactor.

Liberacién y separacion especificas de las impurezas del molde, pero reteniendo el producto en el molde

Las impurezas surgen cuando se incorpora un nucleétido incorrecto en la hebra de oligonucle6tido durante la
extension de la cadena, o cuando la reaccion de extensién de la cadena termina antes de tiempo. Las impurezas
también surgen cuando la reaccién incluye el paso de ligar los oligonucle6tidos de segmento y una o mas de las
etapas de ligamiento fallan. Los tipos de impurezas que pueden surgir se ilustran en la figura 6.

Las propiedades del apareamiento de bases de Watson-Crick pueden aprovecharse para liberar especificamente
cualquier impureza unida al molde antes de la liberacion del producto. Cada oligonucleétido bicatenario se disociara
en condiciones especificas, y esas condiciones son diferentes para secuencias que no tienen un 100 % de
complementariedad en comparacion con secuencias con un 100 % de complementariedad. La determinacion de
tales condiciones esta dentro del ambito de competencia de un experto en la técnica.

Un modo comun de desnaturalizacién de oligonucleétidos es elevando la temperatura. La temperatura a la que se
disocian la mitad de los pares de bases, es decir, cuando el 50% del duplex esta en estado monocatenario, se
denomina temperatura de fusion, Tm. El medio mas confiable y preciso para determinar la temperatura de fusién
es empiricamente. Sin embargo, esto es engorroso y no es necesario habitualmente. Pueden usarse varias
formulas para calcular los valores de Tr (Nucleic Acids Research 1987, 15 (13): 5069-5083; PNAS 1986, 83 (11):
3746-3750; Biopolymers 1997, 44 (3): 217-239) y pueden encontrarse numerosas calculadoras de temperatura de
fusion en linea, alojadas por proveedores de reactivos y universidades. Se sabe que, para una secuencia de
oligonucleétidos dada, una variante con todas las uniones de fosforotioato se fundira a una temperatura mas baja
que una variante con todas las uniones de fosfodiéster. El aumento del nimero de uniones de fosforotioato en un
oligonucleétido tiende a disminuir la Tr del oligonucleétido para su objetivo previsto.

Para separar especificamente las impurezas de una mezcla de reaccion, en primer lugar se calcula la temperatura
de fusion del duplex de producto:molde. Entonces, el recipiente de reaccion se calienta hasta una primera
temperatura, por ejemplo, una temperatura por debajo de la temperatura de fusion del diplex de producto:molde,
por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 grados centigrados por debajo de la temperatura de fusién. Esta etapa de
calentamiento provoca la desnaturalizacion de los oligonucleétidos que no son el producto, es decir, no son el
100% complementarios al molde, del molde. Entonces, estos oligonucleétidos desnaturalizados pueden retirarse
del recipiente de reaccién usando uno de los métodos dados a conocer anteriormente, por ejemplo, separacion
basada en el peso molecular, separacién basada en la carga, separacién basada en la hidrofobicidad, separacion
basada en secuencias especificas o una combinacion de estos métodos. Entonces, el recipiente de reaccion se
elevara hasta una segunda temperatura mas alta, por ejemplo, por encima de la temperatura de fusién calculada,
por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 grados centigrados por encima de la temperatura de fusién, para provocar
la desnaturalizacion del producto del molde. Entonces, el producto puede separarse (y retirarse del recipiente de
reaccion) usando uno de los métodos descritos anteriormente, por ejemplo, separacién basada en el peso
molecular, separaciéon basada en la carga, separacién basada en la hidrofobicidad, separacién basada en
secuencias especificas o una combinacion de estos métodos.

Puede usarse un procedimiento similar cuando el agente disruptivo es un agente que provoca un cambio en el pH
o la concentracion de sal o es un agente disruptivo quimico. La concentracion del agente disruptivo se aumenta
hasta justo por debajo de la concentracion a la que se disociaria el producto, para provocar la desnaturalizacion
de los oligonuclettidos que no son el producto del molde. Entonces, estas impurezas pueden retirarse del
recipiente de reaccion usando uno de los métodos dados a conocer anteriormente. Entonces, se aumenta la
concentracion del agente disruptivo hasta por encima de la concentracion a la que el producto se disocia del molde.
Entonces, el producto puede retirarse del recipiente de reacciéon usando uno de los métodos dados a conocer
anteriormente.

El producto obtenido de un procedimiento tal como se dio a conocer anteriormente tiene un alto grado de pureza

sin necesidad de etapas de purificacién adicionales. Por ejemplo, el producto obtenido tiene una pureza mayor del
95%.
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Propiedades del molde

El molde requiere una propiedad que le permita quedar retenido en el recipiente de reaccién cuando se retira el
producto, para evitar que se convierta en una impureza en el producto. En otras palabras, el molde tiene
propiedades que permiten separarlo del producto. En una realizacién de la invencion, esta retencion se logra
acoplando el molde a un material de soporte. Este acoplamiento da como resultado un complejo molde-soporte
que tiene un alto peso molecular y, por tanto, puede retenerse en el recipiente de reaccioén cuando se retiran las
impurezas y el producto, por ejemplo, mediante filtracién. EI molde puede acoplarse a un material de soporte soélido,
tal como perlas poliméricas, soportes fibrosos, membranas, perlas recubiertas con estreptavidina y celulosa. El
molde también puede acoplarse a un material de soporte soluble tal como polietilenglicol, un polimero organico
soluble, ADN, una proteina, un dendrimero, un polisacarido, un oligosacarido y un hidrato de carbono.

Cada material de soporte puede tener multiples puntos donde puede unirse un molde, y cada punto de unién puede
tener mdltiples moldes unidos, por ejemplo, de la manera mostrada en la figura 3.

El molde puede tener un alto peso molecular por si mismo, sin estar unido a un material de soporte, por ejemplo,
puede ser una molécula con mdltiples copias del molde, por ejemplo, separadas por un ligador, de la manera
mostrada en la figura 3.

La capacidad de retener el molde en el recipiente de reaccién también permite reciclar el molde para futuras
reacciones, ya sea recuperandolo o usandolo en un proceso de flujo continuo o semicontinuo.

Métodos de separacion del molde del producto (o impurezas)

Las propiedades del molde, tal como se dio a conocer anteriormente, permiten la separacién del molde y el
producto, o la separacién del producto unido al molde y las impurezas. Pueden usarse separaciéon basada en el
peso molecular, separacion basada en la carga, la separacion basada en la hidrofobicidad, separacién basada en
secuencias especificas 0 una combinacion de estos métodos.

En el caso de que el molde esté unido a un soporte soélido, la separacion del molde del producto, o la separacion
de las impurezas del producto unido al molde, se logra lavando el soporte sélido en condiciones apropiadas, tal
como resultaria evidente para un experto en la técnica. En los casos en los que el molde estd acoplado a un
soporte soluble o estd compuesto por secuencias de molde repetidas, la separacién del molde del producto o la
separacion del producto unido al molde de las impurezas puede lograrse por medio de una separacion basada en
el peso molecular, por ejemplo, usando técnicas tales como ultrafiltracién o nanofiltracion en las que el material del
filtro se elige de modo que la molécula més grande quede retenida por el filtro y la molécula més pequefa pase a
través. En los casos en los que una sola etapa de separacién de impurezas del complejo molde-producto, o
separacion del producto del molde, no sea lo suficientemente eficiente, pueden emplearse multiples etapas de
filtracién secuenciales para aumentar la eficiencia de separacion y asi generar un producto que cumpla con la
pureza deseada.

Es deseable proporcionar un procedimiento para la separacién de tales oligonucleétidos que sea eficiente y
aplicable a escala de produccién industrial. “Therapeutic oligonucleotides: The state of the art in purification
technologies” Sanghvi et al. Current Opinion in Drug Discovery (2004) vol. 7 n.2 8 revisa los procedimientos usados
para la purificaciéon de oligonucleétidos.

El documento WO 01/55160 A1 da a conocer la purificacién de oligonucleétidos mediante la formacién de uniones
de imina con contaminantes y luego eliminando las impurezas unidas a imina con cromatografia u otras técnicas.
“Size Fractionation of DNA Fragments Ranging from 20 to 30000 Base Pairs by Liquid/Liquid chromatography”
Muller et al. Eur. J. Biochem (1982) 128-238 da a conocer el uso de una columna sélida de celulosa microcristalina
sobre la que se ha depositado una fase de PEG/dextrano para la separacion de secuencias de nucleétidos.
“Separation and identification of oligonucleotides by hydrophilic interaction chromatography”. Easter et al. The
Analyst (2010); 135(10) da a conocer la separacion de oligonucleétidos usando una variante de HPLC que emplea
una fase de soporte de silice soélida. “Fractionation of oligonucleotides of yeast soluble ribonucleic acids by
countercurrent Distribution” Doctor et al. Biochemistry (1965) 4(1) 49-54 da a conocer el uso de una columna sélida
seca rellena con DEAE-celulosa seca. “Oligonucleotide composition of a yeast lysine transfer ribonucleic acid”
Madison et al; Biochemistry, 1974, 13 (3) da a conocer el uso de cromatografia en fase sélida para la separacion
de secuencias de nucleétidos.

La cromatografia liquido-liquido es un método de separacion conocido. “Countercurrent Chromatography The
Support-Free Liquid Stationary Phase” Billardello, B.; Berthod, A; Wilson & Wilson's Comprehensive Analytical
Chemistry 38; Berthod, A., Ed.; Elsevier Science B.V.: Amsterdam (2002) pags. 177-200 proporciona una
descripcion general Util de la cromatografia liquido-liquido. Se conocen diversas técnicas de cromatografia liquido-
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liquido. Una de tales técnicas es la cromatografia en contracorriente liquido-liquido (denominada en el presente
documento “CCC”). Otra técnica conocida es la cromatografia de particién centrifuga (denominada en el presente
documento “CPC”).

Los métodos dados a conocer anteriormente y los métodos establecidos en el documento WO 2013/030263
pueden usarse para separar un oligonucleétido de producto, por ejemplo del molde y/o una impureza.

Ligasas para su uso en los procedimientos de la invencion, es decir, etapa de ligamiento (d)

En una realizacion de la invencion, la ligasa es una ligasa dependiente de ATP. Las ligasas dependientes de ATP
oscilan en tamaro entre 30 y >100 kDa. En una realizacion de la invencion, la ligasa es una ligasa dependiente de
NAD. Las enzimas dependientes de NAD son altamente homologas y son proteinas monoméricas de 70-80 kDa.
En una realizacion de la invencion, la ligasa es una ligasa termoestable. Una ligasa termoestable puede derivarse
de una bacteria terméfila.

En una realizacién de la invencién, la ligasa es una ligasa dependiente de molde.

En una realizacién de la invencién, la ligasa es una ADN ligasa de fago CC31 de enterobacterias de tipo natural
(SEQ ID NO: 6) o una ADN ligasa de fago Shf125875 de Shigella de tipo natural (SEQ ID NO: 8).

En una realizacién de la invencion, la ligasa es una ligasa modificada. Por ejemplo, una ligasa modificada incluye
una ADN ligasa de T4 modificada, una ligasa de fago CC31 de enterobacterias modificada, una ligasa de fago
Shf125875 de Shigella modificada y una ligasa de Chlorella modificada.

En una realizacién, la ADN ligasa de T4 de tipo natural est4d modificada en la posicion de aminoacido 368 o en la
posicién de aminoacido 371 de SEQ ID NO: 3.

En una realizacién, la ligasa mutante comprende o consiste en SEQ ID NO: 3 en la que el aminodcido en la posicién
368 es Ro K.

En una realizacién, la ligasa mutante comprende o consiste en SEQ ID NO: 3 en la que el aminodcido en la posicién
371 es uno cualquiera de los siguientes aminodcidos: L, K, Q, V, P, R.

En una realizacion, el/los residuo(s) correspondiente(s) dados a conocer anteriormente en relacién con la ADN
ligasa de T4 estan mutados en una cualquiera de la ligasa de fago CC31 de enterobacterias, la ligasa de fago
Shf125875 de Shigellay la ligasa de Chlorella. Se dan a conocer regiones conservadas de ADN ligasas en Chem.
Rev. 2006, 106, 687-699 y Nucleic Acids Research, 2000, vol. 28, n.® 21, 4051-4058. En una realizacion, la ligasa
estad modifica en una region de ligador.

En una realizacién de la invencién, la ligasa comprende o consiste en SEQ ID NO: 23 o una ligasa con al menos
un 90 % de identidad de secuencia con la misma, excluyendo una ligasa de tipo natural, por ejemplo ligasa de fago
CC31 de enterobacterias.

En una realizacion de la invencién, la ligasa comprende o consiste en una cualquiera de las siguientes secuencias
de aminoéacidos: SEQ ID NO: 10-28.

En una realizacién de la invencién, la ligasa se inmoviliza, por ejemplo, sobre una perla.

Oligonucleoétidos usados como materiales de partida

Los oligonucleétidos usados como material de partida para los procedimientos de la invencion se describen en el
presente documento como un “conjunto” y anteriormente se proporciond una definicién de los mismos. El conjunto
es un grupo no homogéneo de oligonucleétidos. Los oligonucleétidos que forman el conjunto se habran producido
mediante otros métodos de produccion de oligonucledtidos, por ejemplo, sintesis enzimdtica y, por tanto, es
probable que contenga impurezas.

El conjunto estd compuesto por segmentos de los oligonucleétidos de producto, que luego se unen entre si
mientras se ensamblan en el molde. Cada segmento sera un grupo no homogéneo con impurezas de diferentes
longitudes y/o residuos incorporados incorrectamente.

Produccion de los oligonucleétidos de segmento usando enzimas

1) Ligasa mc, por ejemplo ARN ligasa
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La ligasa mc cataliza la adicién impulsada por ATP de, por ejemplo, 3',5-nucleétido-bisfosfatos, 3’,5-nucleétido-
tiofosfatos (por ejemplo 3',5'-bistiofosfato o 3’-fosfato-5'-tiofosfato o 3'-tiofosfato-5’-fosfato) o 3’5’-nucleétido-
ditiofosfatos (por ejemplo 3’,5-bisditiofosfato o 3'-fosfato-5'-ditiofosfato o 3’-ditiofosfato-5"-fosfato) al 3'-OH de un
oligonucleétido corto (cebador) de manera independiente del molde. Un experto apreciaria que también pueden
usarse difosfatos (o ditiofosfatos) o trifosfatos (u otros oligofosfatos en donde uno o mas atomos de oxigeno se
han sustituido por azufre) en la posicion 3’ del resto de azlcar, aunque los restos fosfato (o tiofosfato) adicionales
no se requieren. Puede usarse un dinucleétido, trinucleétido o tetranucleétido modificado de manera equivalente
en lugar de los nucleétidos individuales mencionados anteriormente. El cebador de oligonucleétido tiene
habitualmente un minimo de tres nucleétidos de longitud. El oligonucleétido resultante de esta reaccion de adicién
es un nucleétido mas largo que el oligonucleétido de partida (o dos, tres o cuatro nucleétidos mas largo que el
oligonucleétido de partida si se usa un dinucleétido, trinucleétido o tetranucleétido, respectivamente). La nueva
posicion 3’ esta ahora fosforilada. Con el fin de afadir un nucleétido posterior, el fosfato 3’ del oligonucleétido en
crecimiento se elimina para generar un 3'-OH mediante hidrdlisis. Esta hidrélisis se realiza normalmente usando
una enzima fosfatasa tal como se muestra en la figura 1.

2) Transferasa

Las enzimas desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) catalizan la adicién de nucleétido trifosfatos protegidos
en 3, por ejemplo, protegidos mediante un grupo 3’-O-azidometilo, 3’-aminoxilo o 3'-O-alilo, al 3-OH de un
oligonucleétido corto (cebador) de manera independiente del molde. Este cebador de oligonucleétido tiene
habitualmente un minimo de tres nucleétidos de longitud.

Se exponen métodos adecuados, por ejemplo, en los documentos EP2796552, US8808989, WO16128731 Al y
WO16139477 A1.

El oligonucleétido cebador usado en los métodos de ligasa mc y transferasa descritos anteriormente para producir
oligonucleétidos de segmento puede:

(1) quedar retenido como parte del oligonucleétido de segmento si se desea, 0

(2) escindirse del oligonucleétido de producto para permitir la separaciéon del producto deseado y permitir la
posibilidad de reciclaje para producir oligonucleétidos de segmento adicionales. La escisién del cebador del
oligonucleétido de segmento puede realizarse usando una nucleasa especifica de secuencia y un disefio apropiado
del cebador y el segmento de manera que la escision sea tanto eficaz como precisa.

EJEMPLOS

Abreviaturas

Ome O-Metilo

MOE O-Metoxietilo (estructura principal de ADN) o metoxietilo (estructura principal de ARN)
CBD Dominio de unién a celulosa

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucién

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

HAA Acetato de hexilamonio

SDS PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
CLEM Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas

PO Fosfodiéster

DTT Ditiotreitol

Ni-NTA Niquel-4cido nitrilotriacético

/3Phos/ Grupo 3'-fosfato

/5Phos/ Grupo 5’-fosfato

16



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2914591 T3

(9) Grupo fosfato

PS o Fosforotioato

/ideoxil/ 2’-Desoxilnosina

5mC 5-Metilcitosina

BSA Albdmina sérica bovina
LNA Acido nucleico bloqueado
WT Tipo natural

Ejemplo 1: Ensamblaje de segmentos de oligonucleétidos (ADN) y ligamiento con ADN ligasa de T4 de tipo
natural

1.1 Sintesis quimica de secuencias de partida y de control

Con el fin de demostrar que podrian ensamblarse multiples oligonucleétidos cortos (“segmentos”) en el orden
correcto sobre una hebra molde complementaria y ligarse para dar el producto final deseado (“diana”), los
segmentos, las secuencias de molde y diana, tal como se detalla en la tabla 1, se sintetizaron quimicamente
usando métodos convencionales.

1.2 Analisis de HPLC

Se llevé a cabo el analisis de HPLC usando una columna Agilent ZORBAX Eclipse Plus XDB-C18 (4,6 x 150 mm,
5 um dp. Agilent P/N 993967-902) ejecutandose a 0,2 ml/min al tiempo que se monitorizé la absorbancia a 258 nm.
Se mantuvo la columna a 60 °C. Se inyectaron 20 pl de muestra y se ejecutd un gradiente desde el 20-31 % de
tamp6n B a lo largo de 20 minutos antes de aumentarse hasta el 80 % de tamp6n B durante 5 minutos.

Tampén A: 75 ml de HAA 1 M, 300 ml de alcohol isopropilico, 200 ml de acetonitrilo, 4425 ml de agua

Tampon B: 650 ml de alcohol isopropilico, 350 ml de acetonitrilo

Tabla 1
. % de pureza Cantidad
Nombre Secuencia por HPLC (mg)

Segmento 5’ 5-GGC CAA-3 100,0 21,6
Segmento ) ,
central 5-(p)ACC TCG GC-3 96,9 58,1
Segmento 3’ 5-(p)T TAC CT-3 98,8 39,8
Diana 5-GGC CAA ACC TCG GCT TAC CT-3 (SEQ ID NO: 1) 98,4 101,7
Molde 5’-biotina TT TAG GTA AGC CGA GGT TTG GCC-3 (SEQ 96.9 130.7
biotinilado ID NO: 2) ’ ’
(p) fosfato

1.3 Ensamblaje de oligonucleotido y método de ligamiento con ADN ligasa de T4 comercial (SEQ ID NO: 3)

El segmento 5’, el segmento central y el segmento 3’ se ensamblaron sobre el molde: cada segmento y el molde
se disolvieron en agua a una concentracion de 1 mg/ml y luego se mezclaron tal como sigue.

Segmento 5’ 2ul
Segmento central 2ul
Segmento 3’ 2ul
Molde biotinilado 2ul
H20 36 pl

Se incubd la disolucién de oligonucleétidos combinados a 94 °C durante 5 minutos y se enfri6 hasta 37 °C antes
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de incubarse a 37 °C durante 5 minutos adicionales para permitir que los segmentos se aparearan con el molde.
Entonces se afadieron 2 pl (equivalentes a 2 pg) de ADN ligasa de T4 (NEB) y 4 ul de 1 x tamp6n de ligamiento
de ADN de T4 (NEB) y se incubd la reaccion (volumen de reaccion total 50 pl) a temperatura ambiente durante
una hora. Después de esto, se afadieron 40 ul de perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina y se incubé la
suspension a temperatura ambiente durante 10 minutos para permitir que el molde biotinilado se uniera a las perlas
de estreptavidina. Se lavaron las perlas de estreptavidina con 2 x 100 pl de PBS para eliminar los segmentos no
unidos. Se analizé el lavado mediante HPLC. Entonces se incub6 la mezcla de reaccién a 94 °C durante 10 minutos
para separar los productos de ligamiento unidos (o cualquier segmento unido) del molde antes de enfriarse
rapidamente sobre hielo para ‘fundir’ el ADN y detener el reapareamiento de los productos de oligonucleétidos (o
segmentos) con el molde. Entonces se llevé a cabo el andlisis de la reaccién de ligamiento mediante HPLC.

1.4 Ensamblaje de oligonucleoétidos y método de ligamiento con suspension de perlas de ADN ligasa de T4
interna

1.4.1 Generacion de la suspension de perlas

Se produjo ligasa de T4 (SEQ ID NO: 4) fusionada en el extremo N-terminal a un dominio de unién a celulosa
(CBD) usando métodos de clonacién, expresion y extraccién convencionales. Esta secuencia de aminoacidos de
ligasa de T4 difiere de la secuencia de ligasa de T4 comercial (SEQ ID NO: 3) en que la metionina N-terminal (M)
se ha reemplazado por glicina y serina (GS). Estas sustituciones de aminoécidos se realizaron para ayudar en la
generacion y expresion de la proteina de fusién de CBD. La proteina de fusion de CBD-ligasa de T4 se expres6
en células BL21 A1 (INVITROGEN). Se recogi6 el sobrenadante y se afiadi6é a 600 pl de perlas PERLOZA 100
(PERLOZA) y se agitaron 26 °C durante 1 hora. Entonces se recogieron las perlas de celulosa PERLOZA y se
lavaron con 2 ml de tampon (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 200 mM, Tween 20 al 0,1 %, glicerol al 10 %) seguido por
5 ml de PBS y se resuspendieron finalmente en 200 pl de PBS (PO 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM pH 7,4).
Con el fin de analizar la expresion de proteinas, se mezclaron 15 pl de la suspension de perlas PERLOZA con 5 pl
de tampodn de carga SDS y se incubaron a 80 °C durante 10 minutos antes de ejecutarse sobre un gel de gradiente
de SDS PAGE (4 - 20 %) segun un protocolo convencional.

1.4.2 Ensamblaje de oligonucledtidos y ligamiento usando una suspension de perlas

Para ligasa de T4 unida a perlas PERLOZA, el método de ensamblaje y ligamiento en 1.3 anterior se modifico tal
como sigue. En la mezcla de segmentos inicial, 36 pl de H20 se redujeron a 8 pl de H20. Tras el apareamiento, se
reemplazaron 2 pl de ADN ligasa de T4 comercial por 20 pl de suspensién de perlas PERLOZA. Antes de anadir
las perlas magnéticas de estreptavidina, se centrifugaron las perlas PERLOZA y se eliminé el sobrenadante. Se
afadieron las perlas magnéticas de estreptavidina al sobrenadante y se incubaron a temperatura ambiente durante
10 minutos para permitir que el molde biotinilado se uniera a las perlas de estreptavidina.

1.5 Resultados y conclusiones

Los oligonucledtidos de producto, molde y los tres de segmento se resolvieron claramente en el cromatograma de
control.

El andlisis de HPLC de las reacciones de ligasa mostré que quedaban algunos segmentos de oligonucleétidos sin
ligar, pero la ADN ligasa de T4 comercial (NEB) fue capaz de catalizar el ligamiento de los tres segmentos para
generar el oligonucledtido de producto deseado (figura 7). La ADN ligasa de T4 unida a perlas PERLOZA parecia
ser menos eficiente en el ligamiento de los segmentos de oligonucleétidos, apareciendo segmentos de
oligonucleétidos tanto en la muestra de lavado de control como en la muestra de reaccién (figura 8). Sin embargo,
es dificil estar seguro de si se afiadié la misma cantidad de enzima sobre las perlas en comparacién con la enzima
comercial, de modo que no fue posible una comparacion directa de la eficiencia de ligamiento.

Ejemplo 2: Ensamblaje de segmentos de oligonucleétidos modificados con 2’-OMe ribosa y ligamiento con
ADN ligasa de T4 de tipo natural

2.1 2°0OMe en cada posicion de nucleétido en cada segmento

Con el fin de determinar si la ADN ligasa de T4 era capaz de ligar segmentos de oligonucleétidos con modificacion
en la posicién 2’ del anillo de ribosa, se sintetizaron segmentos de oligonucle6tidos con la misma secuencia que
para el ejemplo 1, pero la posicion 2’ del anillo de ribosa se sustituyé con un grupo OMe grupo y la timidina se
reemplazo por uridina tal como se muestra a continuacion.

Tabla 2
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. % de pureza Cantidad
Nombre Secuencia por HPLC (mg)
Segmento 5’ 2’-OMe 5-GGC CAA-3 21 97,8
oogmento central 2 | 5 (p)ACC UCG GC-8 155 97,7
Segmento 3’ 2’-OMe 5'-(p)U UAC CU-3’ 21,2 98,1
2_OMe diana 5’-GGQ CAA ACC UCG GCU UAC CU-3’ (SEQ 88 96.9
ID NO: 5)
(p) = fosfato

El ensamblaje, el ligamiento y el andlisis de HPLC se llevaron a cabo usando los métodos del ejemplo 1, con tanto
ligasa NEB comercial como fusion de ligasa de T4-CBD unida a perlas PERLOZA. La cantidad de agua usada en
la mezcla de reaccion para el experimento de ADN ligasa de T4 comercial (NEB) fue de 26 pl, en vez de 36 pl, de
modo que el volumen de reaccion final fue de 40 pl. La cantidad de agua usada en la mezcla de reaccién para el
experimento de suspension de perlas de ADN ligasa de T4 interna fue de 23 pl, y la cantidad de perlas usada fue
de 5 pl, de modo que el volumen de reaccién final fue también de 40 pl. Se ejecutaron en paralelo experimentos
de control usando ADN no modificado en contraposicion a 2-OMe ADN.

Los resultados de los experimentos de control fueron segun el ejemplo 1. No se detectd producto usando HPLC
para los experimentos de 2'-OMe, lo que indica que la ADN ligasa de T4 es incapaz de ligar segmentos de
oligonucleétidos completamente modificados con 2’-OMe independientemente de si se usé una ADN ligasa de T4
comercial o una fusién de ADN ligasa de T4 interna-CBD unida a perlas PERLOZA.

2.2 2°-OMe en cada posicion de nucleétido en un solo segmento

Usando una disolucion de 1 mg/ml de cada oligonucleétido, se establecieron las reacciones tal como se detalla en
la tabla 3.

Tabla 3
Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3 . Experimento 5
(sin control de | (segmento-3° 2’- | (segmento-5’ 2- ﬁézgggfgt&e) 4 (todos sin 2/c|>)lumen
ligasa) OMe individual) OMe individual) modificar) H
Molde Molde Molde Molde Molde 2
Segmento 5 | Segmento 5
Segmento 5’ Segmento 5’ sustituido con 2'- | sustituido con 2'- | Segmento 5’ 2
OMe’ OMe
Segmento 3 Segmento 3
Segmento 3’ sustituido con 2- | Segmento 3’ sustituido con 2’- | Segmento 3’ 2
OMe OMe
Segmento central
Segmento Segmento central | Segmento central | sustituido con 2'- Segmento 2
central central
OMe
hasta 40
H.0 H.O H-O H-O H-0 en total

El ensamblaje y el ligamiento se llevaron a cabo usando los métodos del ejemplo 1 con ligasa NEB comercial y
ADN ligasa de T4 unida a PERLOZA interna.

Las reacciones se incubaron a 94 °C durante 5 minutos, seguido por incubacién durante 5 minutos a 37 °C para
permitir el apareamiento. Se afadieron 4 ul de 1x tampon de ligamiento de ADN de T4 NEB a cada reaccion junto
con 5 ul (aproximadamente 2 pg) de ADN ligasa de T4 interna o 2 pl (aproximadamente 2 ug) e ADN ligasa de T4
comercial (aparte del experimento 1 que era un control sin ligasa) y se permitié que la reaccién de ligamiento
prosiguiera durante 2 horas a temperatura ambiente. Entonces se afadieron perlas magnéticas de estreptavidina
a cada reaccioén y se calentaron las reacciones hasta 94 °C antes de enfriar rapidamente sobre hielo tal como se
describe en el ejemplo 1 para separar el molde de los materiales y productos de partida.

Las reacciones procesadas se dividieron en dos: la mitad se analizaron mediante HPLC tal como se describié para
el ejemplo 1 (seccioén 1.2). La otra mitad de la muestra se retuvo para espectrometria de masas para confirmar los
resultados de HPLC.

El ligamiento de los segmentos de oligonucledétidos sin modificar (experimento 5) prosiguié tal como se esperaba
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para producir el producto de longitud completa. Se observé una pequefa cantidad de ligamiento cuando el
segmento 5’ estaba sustituido con 2’-OMe (experimento 3) tal como se muestra en la figura 9, pero no se observo
ligamiento cuando el segmento 3’ estaba sustituido con 2’-OMe (experimento 2). No se observé producto
significativo cuando los tres segmentos estaban sustituidos con 2'-OMe (experimento 4) segun 2.1.

2.3 Conclusion

ADN ligasa de T4 de tipo natural produce un ligamiento deficiente de segmentos de oligonucleétidos sustituidos
con 2-OMe, pero es ligeramente menos sensible a la modificacién del segmento de oligonucleétido 5 que el
segmento 3.

Ejemplo 3: Ensamblaje de segmentos de oligonucleétidos modificados con 2’-OMe ribosa y ligamiento con
ligasas de tipo natural y mutantes

3.1 Materiales

Se produjeron ligasa de fago CC31 de enterobacterias de tipo natural (SEQ ID NO: 6), ligasa de fago Shf125875
de Shigella de tipo natural (SEQ ID NO: 8) y 10 ligasas de T4 mutantes de SEQ ID NO: 10-19, cada una fusionada
en el extremo N-terminal a un CBD, usando métodos de clonacién, expresién y extraccién convencionales. Tal
como se da a conocer en 1.4.1, con el fin de generar y expresar las proteinas de fusiéon de CBD, la metionina N-
terminal (M) se reemplazé por glicina y serina (GS) en cada caso (por ejemplo SEQ ID NO: 7 para ligasa de fago
CC31 de enterobacterias y SEQ ID NO: 9 para ligasa de fago Shf125875 de Shigella).

Se sintetizaron los siguientes oligonucleétidos mediante métodos en fase sélida convencionales.

Tabla 4
. % de pureza Cantidad

Nombre Secuencia por HPLC (mg)
Segmento 5’ + | 5’-(OMe)G(OMe)G(OMe)C(OMe)C(OMe)AA-3’ 99,35 24,7
Segmento , ,

central 5’-(p)ACC TCG GC-3 96,9 58,1
Segmento 3’ 5-(p)TTA CCT-3’ 97,88 29,5
Molde 5’-biotina TT TAG GTAAGC CGA GGT TTG GCC-3' (SEQ 96.9 1307
biotinilado ID NO: 2) ’ ’

N.B. OMe indica sustitucion de 2’-metoxilo en el anillo de ribosa
(p) = fosfato

* obsérvese que los primeros 5 nucleétidos estan modificados con 2'-OMe (GGCCA), pero la A final no

3.2 Ensamblaje de oligonucleétidos y método de ligamiento con suspensiones de perlas de ligasa
3.2.1 Generacion de la suspension de perlas

Se unieron ligasas fusionadas a CBD a perlas PERLOZA tal como se describié en 1.4 para generar una suspensién
de perlas.

3.2.2 Ensamblaje de oligonucledtidos y ligamiento usando una suspension de perlas

Se prepararon reacciones de ligamiento con los componentes a continuacién hasta un volumen final de 50 pl en
una placa de 96 pocillos:

2ul segmento 5’ (2’-OMe) O mg/ml
2ul segmento central 01 mg/ml

2ul segmento 3’ O mg/ml

2u molde O mg/ml

5ul tampdn de ADN ligasa de T4 NEB
22 pl H20

15 pl suspension de perlas unidas PERLOZA

Se incubd la reaccién durante 15 minutos a temperatura ambiente antes de la adicion de la suspension de perlas
PERLOZA para permitir que los segmentos se aparearan con el molde. Se afiadi6 suspensién de perlas PERLOZA
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y se incubd la reaccién a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de una hora de incubacién, se transfirié
la disolucién a una placa de filtro ACOPREP advance 350 (PN 8082) y se coloco la placa de filtro encima de una
superplaca ABGENE (Thermo Scientific, n.2 AB-2800) y se centrifugd durante 10 minutos a 4.000 rpm para eliminar
la suspension de perlas PERLOZA. Entonces se analizaron las disoluciones mediante HPLC usando el método
descrito en el ejemplo 1 (seccion 1.2).

Cada ensambilaje y ligamiento de oligonucle6tidos se repiti6é 6 veces para cada ligasa.
3.3 Resultados y conclusiones

La ligasa de fago CC31 de enterobacterias de tipo natural (SEQ ID NO: 6) y la ligasa de fago Shf125875 de Shigella
de tipo natural (SEQ ID NO: 8) son capaces de ligar un segmento 5 sustituido con 2’0OMe que contiene cinco
nucleobases 2’-OMe y una desoxinucleobase con un segmento que contiene solo ADN no modificado. Ademas,
mientras que la ADN ligasa de T4 de tipo natural (SEQ ID NO: 3y 4) es deficiente en la realizacién de esta reaccién,
tal como se muestra en el ejemplo 2 y se reconfirma en este ejemplo, varias mutaciones en las posiciones 368 y
371 confieren la capacidad de ligar un segmento 5’ sustituido con 2’-OMe que contiene cinco nucleobases 2 OMe
y una desoxinucleobase con un segmento que contiene solo ADN no modificado en la ligasa (SEQ ID NO: 10-19).

Ejemplo 4: Ensamblaje de segmentos de oligonucleétidos modificados con 2’ MOE ribosa y modificados
con 5-metilpirimidina y ligamiento con ADN ligasas mutantes

4.1 Materiales

Se sintetizaron segmentos de oligonucleétidos modificados tal como se establece en la tabla 5 a continuacion
mediante métodos basados en fase sélida convencionales.

Tabla 5
Segmento Secuencia PM Masa (mg) % de pureza
Segmento central 5'-(p)dCdCdTdCdGdG-3’ 2044,122 39 98,96
Segmento 3' MOE 5-(p)dCATMTMAMCmMCmT-3’ 2699,679 52 97,79
Segmento 5 MOE 5-mGmGmCmMCmAdAdA-3’ 2644,771 48 99,13
(p) = fosfato, mX = bases MOE, dX = bases de ADN
todas 5-metilpirimidinas

Se fusionaron ADN ligasas mutantes (SEQ ID NO: 20-28) basadas en ligasa de fago CC31 de enterobacterias de
tipo natural, ligasa de T4 de tipo natural y ligasa de fago Shf125875 de Shigella de tipo natural cada una en el
extremo N-terminal a un dominio de unién a celulosa (CBD), usando métodos de clonacién, expresion y extraccion
convencionales. Las ligasas fusionadas a CBD se unieron a perlas PERLOZA tal como se describié en 1.4 para
generar una suspension de perlas. Con el fin de liberar las ligasas de las perlas PERLOZA, se afadieron 2 pl de
proteasa TEV a la suspensién y se incubaron durante la noche at 4 °C. La proteina escindida, que carece ahora
del dominio de union a celulosa, se recogié mediante centrifugacion durante 10 min a 4000 rpm.

4.2 Método

Se establecio la reaccion tal como sigue:

Segmento central 20 pM final

Segmento 3’ MOE 20 pM final

Segmento 5 MOE 20 pM final

Molde 20 pM final

Tampon de ADN ligasa de T4 NEB 5ul

ADN ligasa mutante 15 ul

H-0 Para preparar el volumen de reaccion final de 50 pl

Se mezclaron todos los componentes y se agitaron con vortex antes de la adicién de la ADN ligasa. Se incubaron
las reacciones durante 1 hora a 35 °C. Después de 1 hora, se detuvieron las reacciones calentando a 95 °C durante
5 minutos en un blogue de PCR.

Se analizaron las muestras mediante tanto HPLC como CLEM para confirmar la identidad del producto seguin el
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protocolo de HPLC usado en el ejemplo 1 (seccién 1.2). Se incluyeron controles de ADN ligasa de T4 NEB
comercial y un control negativo (H20 en lugar de cualquier ligasa).

4.3 Resultados y conclusiones

La figura 10 muestra los trazos de HPLC para la reaccién de control y la reaccion catalizada por SEQ ID NO: 23
(clon A4 - ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante). El producto y el molde se eluyen conjuntamente
usando este método de HPLC de modo que el producto aparece como un aumento en el area de pico del pico del
producto + molde. En el trazo de la ligasa mutante (b) no solo aumenta el pico del producto + molde, sino que
aparecen dos nuevos picos a los 10,3 y 11,2 minutos. Estos picos corresponden al ligamiento del segmento central
con o bien el segmento 5 MOE o bien el segmento 3 MOE. Ademaés, los picos del segmento de entrada son
sustancialmente mas pequefios que el control en linea con el aumento de los picos intermedios y de producto. El
trazo de la ligasa de T4 comercial NEB (a) mostré un ligero aumento en el area de pico para el molde + producto,
una pequefa cantidad de producto de ligamiento intermedio junto con una disminucién concomitante en segmentos
de oligonuclettidos de entrada. La ligasa mutante (SEQ ID NO: 23), sin embargo, mostré un area de pico de
producto + molde sustancialmente mayor y una reduccion concomitante en las areas de pico para segmentos de
oligonucleétidos de entrada. Por tanto, la ligasa mutante (SEQ ID NO: 23) es una ligasa mucho més eficaz para
los segmentos sustituidos con 2 MOE que la ADN ligasa de T4 comercial. Se mostraron mejoras similares para
las otras ligasas mutantes (SEQ ID NO: 20, 21, 24-28).

Ejemplo 5: Efecto de un apareamiento de nucleoétidos diferente en el sitio de ligamiento
5.1 Materiales

Se produjo ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23) fusionada en el extremo N-terminal
con un dominio de unién a celulosa (CBD) usando métodos de clonacidn, expresion y extraccién convencionales.
La proteina de fusion de CBD-ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante extraida se afiadié a 25 ml de
perlas de celulosa PERLOZA 100 (PERLOZA) y se agit6 a 20 °C durante 1 hora. Entonces, se recogieron las
perlas PERLOZA y lavaron con 250 ml de tampén (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 200 mM, Tween 20 al 0,1 %, glicerol
al 10 %) seguido por 250 ml de PBS y finalmente se resuspendieron en 10 ml de PBS (PO4% 10 mM, NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM pH 7,4). Con el fin de analizar la expresién de proteinas, se mezclaron 15 pl de la suspension de
perlas PERLOZA con 5 pl de tampén de carga SDS y se incubaron a 80 °C durante 10 minutos antes de procesarlos
en un gel de gradiente de SDS PAGE (4 - 20 %) segun un protocolo convencional. Para la liberacion de la ligasa
de las perlas, se afiadieron 70 pl de proteasa TEV y se incubaron durante la noche a 4 °C con agitacién. La ligasa
se recogid lavando las perlas digeridas con 80 ml de PBS. Entonces, se concentr6 la ligasa hasta 1,2 ml usando
un filtro Amicon de MCO de 30 Kd.

Los siguientes oligonucleétidos molde de ADN biotinilados (tabla 6) y oligonucleétidos de segmento de ADN (tabla
7) se sintetizaron mediante métodos en fase sélida convencionales. Obsérvese que los nucleétidos en negrita son
los presentes en el sitio de ligamiento (es decir, los nucleétidos que se unieron en la reaccion de ligamiento - tabla
7; y los nucledtidos que son complementarios a los que se unieron por medio de la reaccion de ligamiento - tabla
6).

Tabla 6:
Numero de molde Ssetcgtrl]egﬁiﬁé;ﬁtgycleétidos complementarios a los nucleétidos de unién SEQ ID NO
1 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGACTGAGGC-3’ 30
2 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGAGTGAGGC-3 31
3 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGATTGAGGC-3 32
4 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGAATGAGGC-3’ 33
5 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGTCTGAGGC-3 34
6 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGTGTGAGGC-3 35
7 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGTTTGAGGC-3 36
8 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGTATGAGGC -3 37
9 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGCCTGAGGC-3’ 38
10 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGCGTGAGGC-3 39
11 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGCTTGAGGC-3 40
12 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGCATGAGGC-3’ 41
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13 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGGCTGAGGC-3 42
14 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGGGTGAGGC-3’ 43
15 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGGTTGAGGC-3 44
16 5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGGATGAGGC-3’ 45
Tabla 7
Segmento | Identificador | Secuencia (los nucleétidos de unidn estan en negrita)
5 A 5-GCCTCAG-3’
5 B 5-GCCTCAC-3
5 C 5-GCCTCAA-3
’ D 5-GCCTCAT-3
3 E 5-(p)TCTGCT-3
3 F 5-(p)ACTGCT-3
3 G 5-(p)CCTGCT-3
3 H 5-(p)GCTGCT-3’
(p) = fosfato

5 N.B. Obsérvese que, a diferencia de los ejemplos previos, las reacciones de ligamiento en este ejemplo implican
la unién de dos segmentos entre si: un segmento 5 y un segmento 3’, es decir, no hay segmento central.

5.2 Método

10  Se establecieron las reacciones tal como sigue:

Tabla 8

Molde Segmento 5’ Segmento 3’

1 A E

2 B E

3 C E

4 D E

5 A F

6 B F

7 C F

8 D F

9 A H

10 B H

11 C H

12 D H

13 A G

14 B G

15 C G

16 D G

15  Por cada 50 pl de reaccion:

Segmento 3’ (disolucion madre 1 mM, 20 uM final) 1ul
Segmento 5’ (disolucién madre 1 mM, 20 uM final) 1ul
Molde (disolucion madre 1 mM, 20 pM final) 1ul
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Tampon de ADN ligasa NEB (para ligasa de T4) 5ul
ADN ligasa de CC31 mutante (disolucion madre 0,45 mM, 90 uM final) 10 pl
H20 hasta 50 pl

Se incub6 cada mezcla de reaccién a 35 °C durante tanto 30 minutos como 1 hora. Cada reaccién se termin6
calentando a 95 °C durante 5 minutos. Se llevé a cabo el analisis de HPLC.

5.3 Resultados y conclusiones

Todas las reacciones produjeron un pico de producto después de 1 hora de incubacion en el andlisis de HPLC.
Por consiguiente, el método de ligamiento funciona para todas las combinaciones de nucleétidos en las uniones
que van a unirse. Es posible una optimizacion para mejorar el rendimiento del producto, pero no fue necesario ya
que los resultados fueron concluyentes y quedé claro que la reaccién funcionaba para todas las combinaciones de
nucleétidos en las uniones que iban a unirse.

Ejemplo 6: Efecto de diferentes modificaciones en el sitio de ligamiento

6.1 Materiales

Se produjo ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23) tal como se describi6é en 5.1 y se
adquirié ADN ligasa de virus de Chlorella (SEQ ID NO: 29, comercialmente disponible como ligasa SplintR, NEB).

Se sintetizaron los siguientes oligonucleétidos de segmento y oligonucleétido molde biotinilado (tabla 9) mediante
métodos en fase solida convencionales.

Tabla 9
Nombre Secuencia (modificacion de la unién en negrita)
Molde 5’-biotina TTTAGGTAAGCCGAGGTTTGGCC-3' (SEQ ID NO: 2)
Segmento 5’ (WT) 5-GGCCAAA-3’
Segmento 5" (Mo1) 5-GGCCAA(OMe)A-3’
Segmento 5’ (Mo2) 5-GGCCAA(F)A-3
Segmento central (WT) 5'-(p)CCTCGG-3
Segmento central (Mo4A) 5'-(p)(OMe)CCTCGG-3
Segmento central (Mo5A) 5-(p)(F)CCTCGG-3
Segmento central (Mo7) 5'(p)(Me)CCTCGG-3’
Segmento 3’ (WT) 5'-(p)CTTACCT-3
Segmento 3’ (Mo8) 5'-(p)(Me)CTTACCT3

OMe indica sustitucion de 2’ metoxi en el anillo de ribosa

F indica sustitucion de 2’ fluoro en el anillo de ribosa

Todos los residuos de azlcar restantes son residuos de desoxirribosa
Me indica 5-metilcitosinas

6.2 Método

Se establecieron las reacciones tal como sigue:

Tabla 10
Reaccion Segmento 5’ Segmento central | Segmento 3’
1 WT WT WT
2 WT Mo4A WT
3 WT Mo5A WT
4 WT Mo7 WT
5 Mo1 WT WT
6 Mo1 Mo4A WT
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7 Mo1 Mo5A WT
8 Mo1 Mo7 WT
9 Mo2 WT WT
10 Mo2 Mo4A WT
11 Mo2 Mo5A WT
12 Mo2 Mo7 WT
13 WT WT Mo8
14 WT Mo4A Mo8
15 WT Mo5A Mo8
16 WT Mo7 Mo8
17 Mo1 WT Mo8
18 Mo1 Mo4A Mo8
19 Mo1 Mo5A Mo8
20 Mo Mo7 Mo8
21 Mo2 WT Mo8
22 Mo2 Mo4A Mo8
23 Mo2 Mo5A Mo8
24 Mo2 Mo7 Mo8

Por cada 50 pl de reaccién:

Segmento 3’ (1 mM, disolucién madre, 20 pM final) 1ul
Segmento central (1 mM, disolucién madre, 20 uM final) 1 pl
Segmento 5’ (1 mM, disoluciéon madre, 20 puM final) 1ul
Molde (1 mM, disolucién madre, 20 uM final) 1l
H20 hasta 50 pl

Para ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23)

Tampon de ADN ligasa (Tris-HCI 50 mM, DTT 1 mM) 5 ul

ADN ligasa de CC31 mutante (0,45 mM) 10 ul
MnCl2 (50 mM) 5ul
ATP (10 mM) 10 pl

Mientras que para la ADN ligasa de virus de Chlorella (SEQ ID NO: 29, comercialmente disponible como ligasa
SplintR, NEB)

Tampo6n de ADN ligasa NEB (para Chlorella) 5 pl
ADN ligasa de virus de Chlorella 2ul

Se incubé cada mezcla de reaccion a 20 °C 1 hora. Se terminé cada reaccion calentando a 95 °C durante 10
minutos. Se llevé a cabo andlisis de HPLC usando el método del ejemplo 1.

6.3 Resultados y conclusiones

Todas las reacciones produjeron un pico de producto en el andlisis de HPLC. Por consiguiente, el método de
ligamiento funciona para todas las combinaciones de modificaciones sometidas a prueba en las uniones que van
a unirse. Es posible una optimizacién para mejorar el producto, pero no fue necesario ya que los resultados fueron
concluyentes y quedo claro que la reaccién funcionaba para todas las combinaciones de modificaciones sometidas
a prueba en las uniones que iban a unirse.

Ejemplo 7: Capacidad para usar diferentes numeros de segmentos para construir oligonucleétidos mas
grandes
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7.1 Materiales
Se produjo ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23) tal como se describié en 5.1.

Se sintetizaron los siguientes oligonucleétidos de segmento de ADN vy oligonucleétidos de ADN molde biotinilados
(tabla 11) mediante métodos en fase sélida convencionales.

Tabla 11
Nombre Secuencia
Molde 5’-biotina TTTGGTGCGAAGCAGAAGGTAAGCCGAGGTTTGGCC-3’ (SEQ ID NO:
47)
Segmento 5’ (1) 5-GGCCAAA-3’
Segmento central (2) 5'-(p)CCTCGG-3’
Segmento , ,
central/segmento 3’ (5) 5-(p)TCTGCT-3
Segmento central (3) 5-(p)CTTACCT-3
Segmento 3’ (4) 5’-(p) TCGCACC-3’
(p) = fosfato,
7.2 Método
Se establecieron las reacciones tal como sigue:
Tabla 12

Segmento 5’ | Segmento(s) central(es) | Segmento 3’ | Numero total de segmentos
1 2y3 5 4
1 2,3y5 4 5

Se ejecutaron las reacciones en solucién salina tamponada con fosfato, pH = 7,04 en un volumen total de 100 pl y
se establecieron tal como sigue:

Molde (20 uM final)

Cada segmento (20 uM final)

MgCl, (10 mM final)

ATP (100 uM final)

ADN ligasa de CC31 mutante (25 puM final)

Se incub6 cada reaccion at 28 °C durante la noche antes de terminarse calentando a 94 °C durante 1 minuto. Se
analizaron los productos mediante HPLC-espec. de masas.

7.3 Resultados y conclusiones

La reaccion usando 4 segmentos produjo un producto completamente ligado de 27 pares de bases de longitud. La
reaccion usando 5 segmentos produjo un producto de 33 pares de bases de longitud. En ambos casos, la masa
observada del producto estaba de acuerdo con lo esperado para la secuencia deseada. En conclusién, claramente
es posible ensamblar multiples segmentos para generar oligonucleétidos de la longitud y secuencia deseadas tal
como se define mediante la secuencia molde complementaria apropiada.

Ejemplo 8: Ensamblaje y ligamiento de 5-10-5 segmentos para formar un gapmero, en el que los segmentos
5 y 3 comprenden (i) modificaciones de azucar de 2’-OMe ribosa, (ii) uniones fosforotioato o (iii)
modificaciones de azucar de 2’-OMe ribosa y uniones fosforotioato; y en los que el segmento central es
ADN no modificado
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8.1 Materiales

Se produjo ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23) tal como se describié en 5.1, los

siguientes oligonucleétidos de segmento y oligonucleétido de ADN molde biotinilado (tabla 13) se sintetizaron
5 mediante métodos en fase sélida convencionales.

Tabla 13

Secuencia

5-biotina TTTGGTGCGAAGCAGACTGAGGC-3' (SEQ ID NO: 30)
5-(p)(OMe)G(OMe)C(OMe)C(OMe)T(OMe)C-3’

Segmento 3’ (3PS+OMe) 5-(p)(OMe)G+(OMe)C+(OMe)C+(OMe) T+(OMe)C-3’

Segmento 3 (3PS) 5'-(p)G+C+C*T+C-3’

Segmento central (D) 5-(p)AGTCTGCTTC-3

Segmento 5’ (50Me) 5-(OMe)G(OMe)C(OMe)A(OMe)C(OMe)C-3’

Segmento 5 (5PS+OMe) 5'-(OMe)G+(OMe)C+(OMe)A«(OMe)C+(OMe)C-3’

Segmento 5 (5PS) 5-G+C*A*C-C-3’

OMe indica sustitucién de 2’ metoxi en el anillo de ribosa

Todos los residuos de azlcar restantes son residuos de desoxirribosa
*fosforotioato

Nombre
Molde
Segmento 3’ (30Me)

10 8.2 Método

Se establecieron las reacciones tal como sigue:

Tabla 14
15
Reaccion Segmento 3 Segmento(s) central(es) | Segmento 5’
1 3PS D 5PS
2 30Me D 50Me
3 3PS+OMe D 5PS+OMe
Cada una de las reacciones 1, 2 y 3 se establecié en 100 pl de volumen final en solucién salina tamponada con
fosfato con los siguientes componentes:
Segmento 3’ 20 pM final
Segmento central 20 pM final
Segmento 5’ 20 pM final
Molde 20 pM final
MgCl2 10 mM final
ATP 50 pM final
Enzima 25 uM final
20
Se incubé cada mezcla de reaccion a 20 °C durante la noche. Se terminé cada reaccién calentando a 95 °C durante
10 minutos. Se llevé a cabo analisis de HPLC-espec. de masas.
8.3 Resultados y conclusiones
25

Se produjo oligonucleétido de producto correspondiente al ligamiento satisfactorio de los tres fragmentos en las
tres reacciones.

Por consiguiente, la ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23) es capaz de ligar 3
30 segmentos entre si formando un ‘gapmero’ donde las ‘alas’ 5’ y 3’ tienen una estructura principal de fosforotioato,
mientras que la regién central tiene una estructura principal de fosfodiéster, y todos los residuos de azucar en el
gapmero son residuos de desoxirribosa. La ligasa de fago CC31 de enterobacterias (SEQ ID NO: 23) es también
capaz de ligar 3 segmentos entre si formando un ‘gapmero’ donde las ‘alas’ 5° y 3’ tienen residuos de 2'-
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metoxirribosa (2-OMe), mientras que la regién central tiene residuos de desoxirribosa, y todas las uniones son
uniones fosfodiéster. Finalmente, la ligasa de fago CC31 de enterobacterias (SEQ ID NO: 23) es capaz de ligar 3
segmentos entre si formando un ‘gapmero’ donde las ‘alas’ 5’ y 3’ tienen las modificaciones combinadas (una
estructura principal e fosforotioato y residuos de 2’-metoxirribosa), mientras que la regién central tiene residuos de
desoxirribosa y uniones fosfodiéster.

Ejemplo 9: Ensamblaje y ligamiento de segmentos que comprenden acidos nucleicos bloqueados (LNA)
9.1 Materiales

Se produjo ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23) tal como se describi6 en 5.1. Se
produjo una ligasa dependiente de NAD de Staphylococcus aureus mutante (NAD-14) tal como se describe en

13.1.

Se sintetizaron los siguientes oligonucle6tidos de segmento y oligonucleétido de ADN molde biotinilado (tabla 15)
mediante métodos en fase sélida convencionales.

Tabla 15
Nombre Secuencia
Molde 5’-biotina TTTGGTGCGAAGCAGACTGAGGC-3' (SEQ ID NO: 30)
Segmento 5’ 5'- GCCTCAG-3’
Segmento 5’ de LNA (oligo 1) 5-GCCTCA(LNA)G-3
Segmento central 5-(p)TCTGCT-3
Segmento central de LNA (oligo 2) 5'-(p) (LNA)TCTGCT-3’
(p) = fosfato
LNA = &cido nucleico bloqueado

9.2 Método
Se establecieron las reacciones tal como sigue:

Volumen de reaccion de 100 pl

Molde 20 pM final
Enzima 25 uM final
Todos los segmentos de oligonucleétidos 20 uM final

Se establecieron las reacciones variando la enzima (ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO:
23) o0 NAD-14), el cation divalente (Mg?* o Mn?*) y las combinaciones de segmentos de oligonucleétidos tal como
se establece en la tabla 16.

Tabla 16

Enzima SEQ ID NO: 23 | SEQ ID NO: 23 | NAD-14 NAD-14
Catién divalente MgClz 10 mM MnClz2 10 mM MgClz 10 mM MnClz 10 mM
Cofactor ATP 100 pM ATP 100 pM NAD 100 uM NAD 100 uM

. _ _ KH2PO4 50 mM, pH | KH.POs 50 mM,
Tampon PBS, pH = 7,04 | PBS, pH = 7,04 75 oH7,5
Segmento 5 + segmento
central Producto Producto Producto Producto
Oligo 1 + segmento central Producto Producto Producto Producto
Segmento 5 + oligo 2 Producto Producto Producto Producto
Oligo 1 + oligo 2 Sin producto Sin producto Sin producto Sin producto

Se incubé cada mezcla de reaccién a 28 °C durante la noche. Se terminé cada reaccién calentando a 94 °C durante
1 minuto. Se llevé a cabo andlisis de HPLC-espec. de masas.
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9.3 Resultados y conclusiones

Se produjo el oligonucledétido de producto en reacciones de reaccién de control (oligonucleétidos no modificados
solo) y donde se incluyé un solo acido nucleico bloqueado en un segmento en la unién de ligamiento
independientemente de si estaba en el lado 3’ 0 5’ de la unién. Cuando se incluyeron acidos nucleicos bloqueados
en ambos lados (oligo 1 + oligo 2), no se detectd producto. Los datos fueron similares para ambas enzimas e
independientemente de si se us6 Mg2+ o Mn2+.

Podrian llevarse a cabo mutaciones enzimaticas y/o cribados de seleccién para identificar una enzima capaz de
ligar segmentos con un acido nucleico bloqueado tanto en el lado 3’ como 5’ de la union.

Ejemplo 10: Ensamblaje y ligamiento de tres segmentos (7-6-7) para formar un gapmero en el que los
segmentos 5’ y 3’ comprenden modificaciones de azticar de 2’ MOE ribosa y todas las uniones son uniones
fosforotioato, usando una variante de ligasa de fago CC31 de enterobacterias en presencia de Mg?* o Mn2*

10.1 Formacion de enlaces fosforotioato

Con el fin de determinar si una ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante (SEQ ID NO: 23) era capaz de
ligar segmentos de oligonucleétidos modificados con una estructura principal de fosforotioato, modificaciones de
azucar de 2° MOE ribosa y bases de pirimidina 5-metiladas, se realizaron reacciones usando los segmentos de
oligonucleotidos mostrados en la tabla 15. Las reacciones se realizaron en presencia de iones Mg?* y Mn?+,

10.2 Materiales

Se sintetizaron quimicamente oligonucleétidos usando métodos convencionales tal como se muestra a
continuacion:

Tabla 17

Nombre Secuencia

Segmento 5’ 2’-MOE PS 5-mG*mG*mC*mCmA~dA-dA-3’

Segmento central PS 5'-(p)*dC+dC+dT-dC-dG+dG -3’

Segmento 3’ 2-MOE PS 5’-(p)*dC+dT*mU*mA*mC*mCmU-3’

Molde biotinilado 5™ biotina dT dT dT dA dG dG dT dA dA dG
dC dC dG dA dG dG dT dT dT dG dG dC dC-
3’ (SEQ ID NO:2)

(p)* = 5-fosforotioato, * = unién fosforotioato, mX = bases MOE bases, dX = bases de ADN
todos los segmentos y el producto tienen 5-metilpirimidinas (con la excepcién del molde)
mT y m (Me)U se consideran equivalentes

N.B. La molécula de 2MOE PS diana producida mediante ligamiento de los segmentos de la tabla 17, cuando se
hibrida con el molde biotinilado mostrado en la tabla 17, es:

5-mG-mG"'mC"mC"mA"dA"dA"dC"dC"dT-dC"dG dG"dC"dT"mU"mA“mC-"mC-mU-3 (SEQ ID NO: 1)

Se preparo ligasa de fago CC31 de enterobacterias mutante purificada (SEQ ID NO: 23) tal como se describi6 en
el ejemplo 5.1. Se llevo a cabo el analisis de HPLC.

10.3 Ensamblaje de oligonucledtidos y método de ligamiento con variante de ligasa de fago CC31 de
enterobacterias (SEQ ID NO: 23)

Se prepararon las reacciones tal como sigue:

Reaccién con MgCl»

10 x tampén de ADN ligasa de T4 (NEB)* 5ul

Molde Concentracién final 20 pM
Segmento 5’ 22 MOE PS Concentracién final 20 pM
Segmento central PS Concentracién final 20 pM
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Segmento 3’ 22 MOE PS Concentracién final 20 pM
Ligasa (24,3 pM) 10 pl
Agua hasta 50 pl

*1 x tampdn contiene Tris-HCI 50 mM, MgClz 10 mM, ATP 1 mM, DTT 10 mM, pH 7,5

Reaccién con MnCl»

10 x tampdn de ligasa* 5ul

ATP (10 mM) 5ul

MnClz (50 mM) 5 ul

Molde Concentracion final 20 pM
Segmento 5’ 2° MOE PS Concentracion final 20 pM
Segmento central PS Concentracion final 20 pM
Segmento 3’ 2° MOE PS Concentracién final 20 pM
Ligasa (24,3 uM) 10 ul

Agua hasta 50 pl

*1 x tampdn contiene Tris-HCI 50 mM, DTT 10 mM, pH 7,5

Las reacciones finales contenian 20 uM de cada segmento y molde, MgClz 5 mM o MnClz 5 mM, ATP 1 mM, Tris-
HCI 50 mM, DTT 10 mM, pH 7,5y ligasa 4,9 uM. Se prepararon reacciones adicionales que no contenian enzima
y sirvieron como control negativo. Se incubaron las reacciones durante 16 horas a 25 °C y luego se extinguieron
calentando hasta 95 °C durante 5 minutos. Se clarificaron las proteinas precipitadas mediante centrifugacion y se
analizaron las muestras mediante HPLC.

10.4 Resultados y conclusion

Los oligonucleétidos de producto, molde y segmento se resolvieron claramente en el cromatograma de control y
no se observé ligamiento. Las reacciones de ligasa realizadas en presencia de MgCl> 5 mM condujeron a la
formacién de un producto intermedio formado a partir del ligamiento del segmento 5’ y los segmentos centrales,
pero no se detectd producto de longitud completa. Las reacciones de ligasa realizadas en presencia de MnCl»
produjeron tanto el producto de longitud completa como el producto intermedio (producto intermedio de segmento
5’ mas segmento central). Ambas reacciones de ligasa mostraron que quedaban segmentos de oligonucleétidos
sin ligar. Sin embargo, es posible una optimizacién del protocolo con el fin de maximizar el rendimiento del producto.

Ejemplo 11: Ensamblaje y ligamiento de tres segmentos (7-6-7) para formar un gapmero en el que los
segmentos 5’ y 3’ comprenden modificaciones de azucar de 2 MOE ribosa y todas las uniones son uniones
fosforotioato, usando ADN ligasa de virus de Chlorella de tipo natural en presencia de Mg?* nativo

11.1 Materiales

Con el fin de determinar si la ADN ligasa de virus de Chlorella (SEQ ID NO: 29, comercialmente disponible como
ligasa SplintR, NEB) era capaz de ligar segmentos de oligonucleétidos modificados con una estructura principal de
fosforotioato, se realizaron modificaciones de azicar de 2° MOE y reacciones con bases de pirimidina 5-metiladas
usando los segmentos de oligonucleétidos mostrados en el ejemplo 10.2, tabla 17. Se realizaron las reacciones a
25 °C, 30 °C y 37 °C para investigar el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica.

11.2 Ensamblaje de oligonucleétidos y método de ligamiento con ADN ligasa de virus de Chlorella
comercial (SEQ ID NO: 29)

Cada segmento de oligonucleétido y molde se disolvieron en agua libre de nucleasa tal como se detalla a
continuacién:

Molde biotinilado 249,6 ng/pl
Segmento 5" 2 MOE PS  182,0 ng/ul
Segmento central PS 534,0 ng/pl
Segmento 3’ 2 MOE PS  531,0 ng/ul
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Se prepararon las reacciones tal como sigue:

10 x tampdn (NEB)* 6 ul
Molde 3.8ul
Segmento 5 2° MOE PS 18,1 pl
Segmento central PS 4,8 ul
Segmento 3’ 2° MOE PS 6,3 ul
Agua 15 ul
Ligasa SplintR (25 U/ul) 6 ul

*1 x tampén contiene Tris-HCI 50 mM, MgCl> 10 mM, ATP 1 mM, DTT 10 mM, pH 7,5

Las reacciones finales contenian 20 uM de cada segmento y molde, Tris-HCI 50 mM, MgClz 10 mM, ATP 1 mM,
DTT 10 mM, pH 7,5y ligasa 2,5 U/ul. Se incubaron las reacciones a 25 °C, 30 °C y 37 °C. Se prepararon reacciones
adicionales que no contenian enzima y sirvieron como control negativo. Tras 16 horas de incubacion, se
extinguieron las reacciones calentando hasta 95 °C durante 10 minutos. Se clarificaron las proteinas precipitadas
mediante centrifugacién y se analizaron las muestras mediante HPLC.

11.3 Resultados y conclusion

Los oligonucleétidos de producto, molde y segmento se resolvieron claramente en el cromatograma de control y
no se observé ligamiento. El andlisis de HPLC de las reacciones de ligasa mostré que quedaban segmentos de
oligonucleétidos sin ligar, pero la ADN ligasa de virus de Chlorella fue capaz de ligar satisfactoriamente los
segmentos. La actividad de la ligasa aument6 con el aumento de la temperatura. A 25 °C, la ADN ligasa de virus
de Chlorella fue capaz de ligar satisfactoriamente el segmento 5’ y el segmento central pero no se observé producto
de longitud completa. A 30 °C y 37 °C, se detecto producto de longitud completa ademas del producto intermedio
formado a partir del segmento 5’ y el segmento central.

Ejemplo 12: Cribado de un panel de 15 ATP y NAD ligasas para determinar la actividad hacia el ligamiento
de tres segmentos (7-6-7) para formar un gapmero en el que los segmentos 5 y 3’ comprenden
modificaciones de azucar de 2’ MOE ribosa y todas las uniones son uniones fosforotioato

12.1 Materiales
Se fusionaron ligasas dependientes de ATP y NAD de tipo natural descritas en las tablas 18 y 19 cada una en el

extremo N-terminal con un CBD. Se sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se expresaron en E. coli
BL21(DE3) usando métodos de clonacion, expresion y extraccion convencionales.

Tabla 18
Ligasas dependientes de ATP
Nombre Origen SEQID
M115D1_Pbcv Virus de Chlorella de Paramecium bursaria NE-JV-4 SEQ ID NO: 48
M11998 Pbcv Virus de Chlorella de Paramecium bursaria NYs1 SEQ ID NO: 49
M1HX09_Pbcv Virus de Chlorella de Paramecium bursaria NE-JV-1 SEQ ID NO: 50
M1HULOQ_Atcv Virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea Canal-1 SEQ ID NO: 51
M1HRK1_Atcv Virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea Br0604L SEQ ID NO: 52
M11273_Atcv Virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea NE-JV-2 SEQ ID NO: 53
M11600_Atcv Virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea TN603,4.2 SEQ ID NO: 54
M1H4A4_Atcv Virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea GM0701.1 SEQ ID NO: 55
F5B464_Sphage Fago de Synechococcus S-CRMO1 SEQ ID NO: 56
AOAOFIM1S3 Metagenoma de sedimento marino - proteina no caracterizada SEQ ID NO: 57

Tabla 19

Ligasas dependientes de NAD
Nombre | Origen SEQID
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MtNAD Mycobacterium tuberculosis (cepa ATCC 25618/H37Rv) SEQ ID NO: 58
EfNAD Enterococcus faecalis (cepa ATCC 700802/V583) SEQ ID NO: 59
HINAD Haemophilus influenzae (cepa ATCC 51907/DSM 11121/ KW20/Rd) SEQ ID NO: 60
SaNAD Staphylococcus aureus SEQ ID NO: 61
SpNAD Streptococcus pneumoniae (cepa P1031) SEQ ID NO: 62

Se unieron fusiones de CBD-ligasa a perlas PERLOZA tal como se describi6 en 1.4 con las siguientes
modificaciones. Se hicieron crecer proteinas de fusion de CBD-ligasa a partir de una sola colonia de células
BL21(DE3) (NEB) y se hicieron crecer en un cultivo de expresion de 50 ml. Se recogieron las células mediante
centrifugacion, se resuspendieron en 5-10 ml de Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) y se lisaron mediante sonicacion. Se
clarificé el lisado mediante centrifugacion y se afiadié 1 ml de perlas PERLOZA 100 (PERLOZA) (suspension al
50 %, preequilibrada con Tris-HCI 50 mM pH 7,5) al sobrenadante que se agité a 20 °C durante 1 hora. Entonces
se recogieron las perlas de celulosa PERLOZA y se lavaron con 30 ml de tampén (Tris 50 mM pH 8,0,
NaCl 200 mM, Tween 20 al 0,1 %, glicerol al 10 %) seguido por 10 ml de Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) y se
resuspendieron finalmente en 1 ml de Tris-HCI (50 mM, pH 7,5). Con el fin de analizar la expresion de proteinas,
se mezclaron 20 pl de la suspensién de perlas PERLOZA con 20 ul de tampén de carga SDS y se incubaron a
95 °C durante 5 minutos antes de ejecutarse sobre un gel de gradiente de SDS PAGE (4 - 20 %) segun un protocolo
convencional.

12.2 Método de ensamblaje y ligamiento de oligonucleétidos modificados con 2’ MOE y fosforotioato
Se usaron segmentos de oligonucleétidos modificados con una estructura principal de fosforotioato, modificaciones

de azlcar de 2° MOE ribosa y bases de pirimidina 5-metiladas que se muestran en el ejemplo 10.2, tabla 17. Cada
segmento de oligonucleétido y molde se disolvié en agua libre de nucleasa tal como se detalla a continuacion:

Molde biotinilado 1500 ng/ul
Segmento 52 MOE PS 1008 ng/pl
Segmento central PS 725 ng/ul

Segmento 3’2 MOEPS 1112 ng/ul

La mezcla de ensayo de ATP se preparé tal como sigue:

Molde 85,6 pl
Segmento 5’ 2° MOE PS 43,5 pl
Segmento central PS 46,8 pl
Segmento 3’ 2° MOE PS 40,1 pl
DTT1M 8 ul
MgCI2 1 M 4 ul
ATP (50 mM) 16 pl
Tris 0,5 M 80 pl
Agua 476 pl

La mezcla de ensayo de NAD se prepar6 tal como sigue:

Molde 85,6 ul
Segmento 5 2° MOE PS 43,5 pl
Segmento central PS 46,8 pl
Segmento 3’ 2° MOE PS 40,1 pl
DTT1M 8ul
MgCI2 1 M 4 ul
NAD (50 mM) 1,6 pl
Tris 0,5 M 80 ul
Agua 490,4 pl
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Cada proteina inmovilizada (40 pl, suspension de perlas PERLOZA al 50 %) se pipeted a un tubo de PCR. Se
sedimentaron las perlas mediante centrifugacion y se eliminé el sobrenadante mediante pipeteo. Se afiadié mezcla
de ensayo (40 pl) a cada reaccion (las reacciones finales contenian 20 uM de cada segmento y molde, Tris-HCI
50 mM, MgClz2 10 mM, ATP 1 mM o NAD 100 uM, DTT 10 mM, pH 7,5y 40 pul de ligasa sobre perlas PERLOZA).
Una reaccién que no contenia proteina sirvié como control negativo. Se incubaron las reacciones durante 18 horas
a 30 °C y luego se extinguieron calentando hasta 95 °C durante 10 minutos. Se clarificaron las proteinas
precipitadas mediante centrifugacién y se analizaron las muestras mediante HPLC.

12.3 Resultados y conclusion

Los oligonucleétidos de producto, molde y segmento se resolvieron claramente en el cromatograma de control y
no se observd ligamiento. El analisis de HPLC de las reacciones de ligasa mostré6 que todas las proteinas
catalizaron el ligamiento satisfactorio del segmento 5’ y el segmento central para formar un producto intermedio,
pero solo algunas ligasas catalizaron el ligamiento de los tres segmentos para producir el producto de longitud
completa tal como se describe en la tabla 20. La ligasa dependiente de NAD de Staphylococcus aureus (SaNAD,
SEQ ID NO: 61) produjo el producto de longitud mas completa. Es posible una optimizacién para mejorar el
rendimiento del producto y esta dentro del conjunto de habilidades del experto en la técnica.

Tabla 20
Conversion (%)*
Nombre del gen SEQ ID NO - -
producto intermedio producto
M115D1_Pbcv 48 5,0 0,8
M11998_Pbcv 49 5,1 0,0
M1HX09_Pbcv 50 14,4 6,6
M1HULO-Atcv 51 9,5 2,0
M1HRK1_Atcv 52 2,8 9,4
M11273_Atcv 53 12,0 6,4
M11600_Atcv 54 8,8 5,1
M1H4A4_Atcv 55 2,1 0,0
F5B464_Sphage 56 2,1 0,0
AOAOF9M1S3_ms_metagenome 57 1,4 0,0
MtNAD 58 7,1 0,0
EfNAD 59 19,1 0,0
HINAD 60 0,3 0,0
SaNAD 61 10,5 11,8
SpNAD 62 19,0 0,0
* La conversion se calcul6 a partir del area de pico de HPLC en relacién con el molde que no se consume en
la reaccién y sirve como patrén interno. Conversidn=4rea de producto / (molde + &rea de producto)+100

Ejemplo 13: Reaccion de ligamiento semicontinuo
13.1 Materiales

Se produjo una ligasa de Staphylococcus aureus mutante (NAD-14) fusionada en el extremo N-terminal a un CBD
usando métodos de clonacién, expresién y extraccion convencionales. Entonces se unié la CBD-ligasa mutante
NAD-14 a perlas PERLOZA: se afiadieron 50 ml de lisado proteico a 7,5 ml de perlas PERLOZA, se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora y luego se recogieron las perlas en una columna de vidrio (BioRad Econo-
Column, 10 cm de longitud, 2,5 cm de diametro, n.2 7372512). Se lavaron las perlas con 200 ml de tampé6n Y (Tris8
50 mM, NaCl 500 mM, Tween 20 al 0,1 %, glicerol al 10 %), luego con 200 ml de tampén Z (Tris8 50 mM,
NaCl 200 mM, Tween 20 al 0,1 %, glicerol al 10 %) y 200 ml de PBS. La concentracién estimada de ligasa NAD-
14 mutante sobre las perlas era de 69 uM de ligasa por ml de perlas.

Se sintetizaron los siguientes oligonucleétidos de segmento y oligonucleétido de ADN molde (tabla 21) mediante
métodos en fase sélida convencionales.

Tabla 21
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. % de pureza
Segmento Secuencia PM por HPLC
Molde 3 5 TTTGGTGCGAAGCAGACTGAGGC-3’ (SEQ ID NO: 30)
Segmento central | 5’-(p)dTdCdTdGdCdT-3’ 1865,4 97,5
Segmento 3 MOE | 5-(p)dTdACmGmCmMAmMCmC-3’ 2546,7 98,0
Segmento 5 MOE | 5-mGmCmCmUmCdAdG-3’ 2492,7 | 98,3
(p) = fosfato, mX = bases MOE, dX = bases de ADN
todas 5-metilpirimidinas
todas las uniones son uniones fosfodiéster

Se produjo un “ndcleo de tres moldes” (aproximadamente 24 kDa) que comprende un material de soporte
denominado “nucleo” y tres secuencias de molde (figura 11). Cada copia del molde de unién covalentemente, en
su propio punto de unién individual, al “ndcleo”. La molécula de “ndcleo de tres moldes” tiene un peso molecular
mayor que el oligonucleétido diana (producto) (complementario al 100 % con la secuencia de molde), permitiendo
de ese modo que se retenga cuando se separan las impurezas y los productos de la mezcla de reaccion. Debe
observarse que, en este caso particular, la secuencia de molde era SEQ ID NO: 30 y se unieron tres copias al
nucleo. En el siguiente ejemplo, también se produce un ndcleo de tres moldes, pero con una secuencia de molde
diferente. Por consiguiente, puesto que la secuencia de molde varia entre los ejemplos, también lo hace el nicleo
de tres moldes.

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion (volumen total de 5 ml):

250 pl KH2PO4 1 M, pH 7,5 (50 mM final)
108 ul  Segmento central 0,07011 M (1,5 mM final)
137yl Segmento 3’ 0,05481 M (1,5 mM final)
168 ul  Segmento 5’ 0,04461 M (1,5 mM final)
750 ul - Ndcleo (molde) 0,00387 M (0,55 mM final)
350 Il NAD*50 mM (3,5 mM final)

1000 pl - MgCl> 50 mM (10 mM final)

2237 pl - H20 libre de nucleasa

13.2 Métodos
Se establecié un sistema semicontinuo tal como se muestra en la figura 12.

Se empaquetaron 4 ml de perlas PERLOZA y ligasa NAD-14 mutante inmovilizada en una columna Pharmacia
XK16 (B). Se us6 un bafio de agua y una bomba peristaltica (C) para mantener la temperatura de la columna,
usando el compartimiento de agua de la columna, a 30 °C. Se equilibraron las perlas procesando 120 ml (30x el
volumen de la columna) de tampdn que contenia KH2PO4 50 mM a pH 7,5 durante 120 minutos a 1 ml/min. Se usé
una bomba AKTA explorer A1 (A) para crear el flujo a través de la columna Pharmacia XK16.

Tras el equilibrado de la columna, se cargaron sobre la columna la mezcla de reaccion de 5 ml (bien mezclada
mediante agitacion con vortex), se recogio en el tubo de depésito (D) y se recirculd a través de la columna usando
la bomba AKTA explorer A1. Se recirculd la mezcla de reaccién a través del sistema a una velocidad de flujo de
1 ml/min en modo de circulacion continua durante 16 horas. Se recogieron muestras después de 30 minutos, 60
minutos, 90 minutos, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 14 horas y 16 horas para el andlisis de HPLC.

13.3 Resultados y conclusiones

Tabla 22
Producto Producto
Muestra | Segmento 5’ (%) | Segmento central (%) | Segmento 3’ (%) | intermedio 5’ + (%)
central (%) °
30 min 7,80 11,00 24,00 39,40 4,40
60 min 3,30 4,50 18,80 41,50 18,90
90 min 2,10 2,80 15,10 33,80 34,40
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4h 1,80 2,40 9,60 19,20 56,80
5h 1,72 2,40 8,30 15,70 61,50
6h 1,69 2,50 8,60 15,90 69,40
7h 1,70 2,40 8,30 14,80 70,90
14 h 2,00 2,70 1,60 5,40 88,10
16 h 0,80 1,90 1,70 3,30 89,50

El porcentaje de cada segmento, producto intermedio y producto se expresa como area de pico fraccionaria en
relacion con el &rea de pico del nicleo de tres moldes.

En conclusion, la reaccién de flujo semicontinuo funciond y, después de 16 horas, la reaccién casi se completo.

Ejemplo 14: Separacion de oligonucledtidos de diferentes tamafios mediante filtracion: a) separacion de
un oligonucleétido de 20 meros (SEQ ID NO: 1) y un nucleo que comprende tres oligonucleétidos de 20
meros nho complementarios (SEQ ID NO: 30); (b) separacion de un oligonucleétido de 20 meros (SEQ ID
NO: 1) de oligonucleétidos de segmento de 6 meros y 8 meros (véase la tabla 1) y un nucleo que comprende
tres oligonucleodtidos de 20 meros complementarios (SEQ ID NO: 2)

14.1 Materiales
Todos los oligonucleétidos usados se sintetizaron mediante métodos en fase sélida convencionales.
Se us6 un nucleo de tres moldes, tal como se describié en 13.1 (figura 11).

Se usé una variedad de filtros de puntos de corte de peso molecular variables y de diferentes fabricantes tal como
se muestra en las tablas 23 y 24.

14.2 Métodos

14.2.1 Configuracion de filtracion sin salida y protocolo para el examen de membranas poliméricas:
(protocolo 1)

Se estableci6 una plataforma de filtracion sin salida tal como se muestra en la figura 13 que comprende una celda
de filtracion sin salida MET colocada en un bafio de agua que se sitla sobre un agitador magnético y una placa
caliente. La presién dentro de la célula se proporcioné a partir de un flujo de nitrégeno.

La muestra de membrana (14 cm?) que va a someterse a prueba se cortd en primer lugar al tamafo apropiado y
se coloco en la celda. La membrana se acondicion6 en primer lugar con agua de calidad para HPLC (200 ml) y
luego con tampdn PBS (200 ml). Entonces se despresuriz6 la celda, se elimind la disolucion de PBS restante y se
reemplazo por una disolucién que contenia oligonucleétidos (40 ml de oligonucleétidos en PBS a una concentracién
de 1 g/l). Se colocé la celda sobre una placa agitadora caliente y se calent6 la disolucién hasta la temperatura
deseada al tiempo que se agitaba usando agitacién magnética. Se aplicé presion a la celda (con un objetivo de
aproximadamente 3,0 bar; la presion real se registr6 en cada caso). La agitacion de la disolucion o bien se detuvo
o bien continud y se recogi6 disolucién de permeado (aproximadamente 20 ml) y se analiz6 mediante HPLC. Se
registro el flujo. Entonces se despresurizo el sistema para permitir el muestreo y el andlisis por HPLC de la
disolucion de material retenido. Entonces se afiadié mas tampén PBS (20 ml) a la celda de filtracion y se repitio el
procedimiento anterior 3 veces. Finalmente, se lavé la membrana con tampén PBS.

Se analizaron todas las muestras mediante HPLC sin ninguna dilucién.

14.2.2 Configuracion de filtracion de flujo cruzado y protocolo para el examen de membranas poliméricas:
(protocolo 2)

Se establecié una plataforma de filtracion de flujo cruzado tal como se muestra en la figura 14. El recipiente de
alimentacién (1) que consistia en un matraz cénico contenia la disolucién de oligonucleétidos que iba a purificarse.
Se bombed la disolucién hasta una celda de filtracién de flujo cruzado (4) usando una bomba de HPLC (2) al tiempo
que se mantuvo la temperatura dentro de la celda usando una placa caliente (3). Se recircul6 la disolucién dentro
de la celda usando una bomba de engranajes (6). Un manometro (5) permitié que se leyera la presién durante el
experimento. Se tomaron muestras de la disolucién de material retenido a partir de la valvula de muestreo (7) al
tiempo que se muestreo la disolucién de permeado a partir del recipiente de recogida de permeado (8).

La muestra de membrana que va a someterse a prueba se cortd en primer lugar al tamafio apropiado y se colocéd
35



10

15

20

25

30

ES2914591 T3

en la celda. Se lavé el sistema con una disolucién de PBS (100 ml). Se ajusté la temperatura de la disolucién al
punto de ajuste deseado. Se alimenté una disolucién que contenia productos de oligonucleétidos en PBS (7,5 ml
a1 g/l) al sistema. Entonces se bombeé la disolucién de PBS al sistema usando la bomba e HPLC a una velocidad
de flujo que coincidia con la velocidad de flujo de la disoluciéon de permeado (normalmente 3 ml/min). Se registré
la presion usando el manémetro. Se muestred la disolucién de material retenido para el andlisis de HPLC cada 5
volimenes de diafiltracién. Se muestreé la disolucion de permeado para el andlisis de HPLC cada volumen de
diafiltracion. Se detuvo el experimento después de 20 volimenes de diafiltracion.

En el caso del experimento que usé la membrana Snyder que tenia un corte de peso molecular de 5 kDa (nimero
de lote 120915R2) y SEQ ID NO: 46 y SEQ ID NO: 30, se modificéd la metodologia anterior tal como sigue. La
muestra de membrana que va a someterse a prueba se cort6 en primer lugar al tamafo apropiado y se coloc6 en
la célula. Se lavo el sistema con una disoluciéon de fosfato de potasio (100 ml, 50 mM, pH 7,5). Se ajust6 la
temperatura de la disolucion al punto de ajuste deseado. Se afiadié una disolucién que contenia productos de
oligonucleétidos en fosfato de potasio (aproximadamente 1 g/l) a acido etilendiaminatetraacético (EDTA) (230 pl
de una disolucién 500 mM). Entonces se aliment6 la disolucién al sistema. Luego se bombe6 tampdn fosfato de
potasio al sistema usando la bomba de HPLC a una velocidad de flujo que coincidia con la velocidad de flujo de la
disolucion de permeado (normalmente 4 ml/min). Se registr6 la presion usando el manémetro. Se muestred la
disolucion de material retenido para el andlisis de HPLC cada 5 volumenes de diafiltracién. Se muestre6 la
disolucién de permeado para el andlisis de HPLC cada volumen de diafiltracion. Se detuvo el experimento después
de 15 volumenes de diafiltracion

14.3 Resultados

Tabla 23: Resultados de los experimentos de filtracion sin salida siguiendo el protocolo 1 (14.2.1)

Agitacion Membrana MWCO Numero de SEQID Temp. Rechazo (%)
(si 0 no) (kDa) lote NO (°C) Producto | Ncleo de
tres moldes
Si NADIR 10 226162 1y 30 60 38 96
Si NADIR 10 226162 1y2 60 90 98
80 40 43
Si NADIR 10 226162 1y2 60 83 92
65 77 84
70 38 41
75 12 20
Si NADIR 5 226825 1y2 60 97 95
65 99 93
70 97 92
75 90 95
No NADIR 5 226825 1y2 75 66 96
No NADIR 10 226162 1y2 75 80 80
No Snyder 5 120915R2 1y2 75 97 98
No Osmonics | 5 622806PT 1y2 75 99 98
No Osmonics | 10 622806PW 1y2 75 86 95
MWCO = corte de peso molecular

En el experimento que us6 la membrana NADIR de MWCO de 10 kDa a 60 °C, se demostr6 una clara separacion
entre la secuencia de producto (SEQ ID NO: 1) y el nucleo de tres moldes no complementario (que comprende
SEQ ID NO: 30). La figura 15 muestra a) un cromatograma de la disoluciéon de material retenido, que permanecio
en la celda de filtracion y contenia principalmente nucleo de tres moldes, después de dos volimenes de
diafiltracién; y b) un cromatograma del permeado, disolucién enriquecida en el producto, después de dos
volimenes de diafiltracién.
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En el experimento que usé la membrana Snyder de MWCO de 5 kDa a 50 °C y 3,0 bar de presion, se demostrd
una clara separacién entre las secuencias de segmentos (véase la tabla 1) y el nicleo de tres moldes
complementario (que comprende SEQ ID NO: 2) y el producto (SEQ ID NO: 1). La figura 16 muestra a) un
cromatograma de la disolucién de material retenido, que contenia principalmente ndcleo de tres moldes y producto,
después de 20 volumenes de diafiltracion; y b) un cromatograma del permeado, que contenia principalmente
oligonucledtidos de segmento, después de 20 volimenes de diafiltracion.

En el experimento que usé la membrana Snyder de MWCO de 5 kDa a 80 °C y 3,1 bar de presion, se demostrd
una clara separacion entre el nacleo de tres moldes complementario (que comprende SEQ ID NO: 2) y el producto
(SEQ ID NO: 1). La figura 17 muestra a) un cromatograma de la disolucién de material retenido, que contenia
nucleo de tres moldes solo, después de 20 volumenes de diafiltracion; y b) un cromatograma de la disolucion de
permeado, que contenia el producto solo, después de 2 volumenes de diafiltracién.

14.4 Conclusiones

Pueden separarse oligonucleétidos de diferentes longitudes y pesos moleculares usando filtracién. Tal como se
mostr6 anteriormente, el tipo de membrana y las condiciones, tales como la temperatura, afectan al nivel de
separacion. Para un conjunto dado de oligonucleétidos de diferentes longitudes/pesos moleculares, pueden
seleccionarse membranas y condiciones adecuadas para permitir la separacion requerida. Por ejemplo, se ha
demostrado que oligonucleétidos de segmento (meros cortos de 6 y 8 nucleétidos de longitud), tal como se explica
resumidamente en la tabla 1, pueden separarse del oligonucleétido de producto (oligonucleétido de 20 meros que
tiene SEQ ID NO: 1) y el nucleo de tres moldes (que comprende 3 x 20 meros de SEQ ID NO: 2 unido a un soporte
s6lido), y el oligonucleotido de producto y el nicleo de tres moldes, a su vez, pueden separarse entre si.

Ejemplo 15: Extension 3’ por ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’-OMe y uniones fosfato

Se fusionaron ligasas mc de tipo natural (SEQ ID NO: 63 a 83) cada una en el extremo N-terminal a una etiqueta
de histidina que consistia en 6xHis. Se sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se produjo proteina que
codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacion, expresién y extraccion convencionales.
Se purificaron proteinas usando Ni-NTA usando métodos convencionales y se usaron directamente.

Se establecieron las reacciones segun la tabla 25 a continuacién, con adiciéon de ligasa en dltimo lugar. Se
incubaron las reacciones a 25 °C durante 20 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta
95 °C durante 15 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial
de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 85.

Tabla 25

Concentracion final en la reaccién | Volumen por reaccion

(mM) (u)
Cebador: (2'-OMe) - SEQ ID NO: 84 0,125 2,5
Mondémero: Adenosin-3,5-bisfosfato  (20OMe 1 >
PAD)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 0,25 0,5
Cloruro de magnesio (MgCly) 10 0,2
Ligasa - SEQ ID NO: 63 a 83 5
Tampon (Tris 20 mM, NaCl 30 mM a pH 8) 9,8
Volumen de reaccion final: 20

Tabla 26: Resultados de las reacciones:

Nombre del gen SED ID NO | Conversion (%) en producto*
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 1 - ‘Rnl1’ 63 23,9
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 2 - ‘Rnl2’ 64 12,1
Ligasa de virus Aeh1 de Aeromonas - ‘RNA3’ 65 15,7
Ligasa de fago JD18 de Klebsiella - ‘RNA6’ 66 25,5
Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 29,9
Ligasa de fago JSE de Escherichia - ‘RNAY’ 68 16,7
Ligasa de fago Acj61 de Acinetobacter - ‘RNA16’ 69 18,0
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Ligasa de fago VH7D de Vibrio - ‘RNA20’ 70 14,4
Ligasa de fago JS98 de Escherichia - ‘RNA22’ 71 23,9
Ligasa de fago vB_EcoM_112 de Escherichia - ‘RNA23’ 72 24,7
Ligasa de fago CC2 de Aeromonas - ‘RNA28’ 73 19,3
Ligasa de fago RB69 de enterobacterias - ‘RNA29’ 74 19,1
Ligasa de fago Ac42 de Acinetobacter - ‘RNA31 75 24,2
Ligasa de fago CBB de Pectobacterium - ‘RNA33’ 76 0,0
Ligasa de fago phiAS5 de Aeromonas - ‘RNA35 77 22,4
Ligasa de fago vB_SenMS16 de Salmonella - ‘RNA36 78 22,0
Ligasa de fago KVP40 de Vibrio - ‘RNA39’ 79 20,2
Ligasa de virus CP220 de Campilobacter - ‘RNA49’ 80 10,4
Ligasa de fago phiPMW de Pseudomonas - ‘RNA59’ 81 2,2
!_igasa fie fago vB_PaeM_C2-10_Ab1 de Pseudomonas - 82 34
RNA61

Ligasa de Butyrivibrio proteoclasticus - ‘RNA82’ 83 2,3
*Conversion (%) en producto - % de area de pico de cebador N frente a pico de producto N+1(pi) a una longitud
de onda de 258 nm

Ejemplo 16: Extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’-OMe y uniones fosforotioato

Se fusionaron ligasas mc de tipo natural (SEQ ID NO: 63 a 83) cada una en el extremo N-terminal a una etiqueta
de histidina que consistia en 6xHis. Se sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se produjo proteina que
codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacion, expresién y extracciéon convencionales.
Se purificaron proteinas usando Ni-NTA usando métodos convencionales y se usaron directamente.

Se establecieron las reacciones segln la tabla 27 a continuacién, con adicién de ligasa en dltimo lugar. Se
incubaron las reacciones a 25 °C durante 20 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta
95 °C durante 15 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial
de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 85.

Tabla 27
Concentracién final en la | Volumen por
reaccién (mM) reaccion (pl)
Cebador: (2-OMe) - SEQ ID NO: 84 0,125 2,5
Monémero: Adenosin-3-fosfato-5-tiofosfato (2’OMe 1 >
psAp)
Adenosin trifosfato trisdédico (ATP) 0,25 0,5
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 0,2
Ligasa - SEQ ID NO: 63 a 83 5
Tampon (Tris 20 mM, NaCl 30 mM at pH 8) 9,8
Volumen de reaccién final: 20
Tabla 28: Resultados de las reacciones:
Nombre del gen SED ID NO Con\ll;rosciﬁgtg’{o) en
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 1 - ‘Rnl1’ 63 0
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 2 - ‘Rnl2’ 64 0
Ligasa de virus Aeh1 de Aeromonas - ‘RNA3’ 65 0
Ligasa de fago JD18 de Klebsiella - ‘RNA6’ 66 0,8
Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 2,8
Ligasa de fago JSE de Escherichia - ‘RNAY’ 68 1,5
Ligasa de fago Acj61 de Acinetobacter - ‘RNA16’ 69 0
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Ligasa de fago VH7D de Vibrio - ‘RNA20’ 70 0
Ligasa de fago JS98 de Escherichia - ‘RNA22’ 71 0
Ligasa de fago vB_EcoM_112 de Escherichia - ‘RNA23’ 72 0
Ligasa de fago CC2 de Aeromonas - ‘RNA28’ 73 0
Ligasa de fago RB69 de enterobacterias - ‘RNA29’ 74 0
Ligasa de fago Ac42 de Acinetobacter - ‘RNA31 75 1,2
Ligasa de fago CBB de Pectobacterium - ‘RNA33’ 76 0
Ligasa de fago phiAS5 de Aeromonas - ‘RNA35 77 0
Ligasa de fago vB_SenMS16 de Salmonella - ‘RNA36 78 0
Ligasa de fago KVP40 de Vibrio - ‘RNA39’ 79 0
Ligasa de virus CP220 de Campilobacter - ‘RNA49’ 80 0
Ligasa de fago phiPMW de Pseudomonas - ‘RNA59’ 81 0
Ligasa de fago vB_PaeM_C2-10_Ab1 de Pseudomonas - 82 0
‘RNA6T’

Ligasa de Butyrivibrio proteoclasticus - ‘RNA82’ 83 0
*Conversion (%) en producto - % de &rea de pico de cebador N frente a pico de producto N + 1(pi) a una
longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 17: Extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’MOE y uniones fosforotioato

Se fusionaron ligasas mc de tipo natural (SEQ ID NO: 63 a 83) cada una en el extremo N-terminal a una etiqueta
de histidina que consistia en 6xHis. Se sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se produjo proteina que
codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacion, expresién y extraccion convencionales.
Se purificaron proteinas usando Ni-NTA usando métodos convencionales y se usaron directamente.

Se establecieron las reacciones segln la tabla 29 a continuacién, con adicién de ligasa en udltimo lugar. Se
incubaron las reacciones a 25 °C durante 20 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta
95 °C durante 15 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial
de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 87.

Tabla 29
Concentracién final en la | Volumen por
reaccion (mM) reaccion (pl)
Cebador: (2-°"MOE) - SEQ ID NO: 86 0,125 25
Monémero: Adenosin-3-fosfafo-5-tiofosfato (2’MOE | 1 2
psAp)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 0,25 0,5
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 0,2
Ligasa - SEQ ID NO: 63 a 83 5
Tampoén (Tris 20 mM, NaCl 30 mM a pH 8) 9,8
Volumen de reaccién final: 20
Tabla 30: Resultados de las reacciones:
Nombre del gen SED ID NO Con\ll;rosciﬁgtg’{o) en
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 1 - ‘Rnl1’ 63 0
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 2 - ‘Rnl2’ 64 0
Ligasa de virus Aeh1 de Aeromonas - ‘RNA3’ 65 0
Ligasa de fago JD18 de Klebsiella - ‘RNA6’ 66 0
Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 0,4
Ligasa de fago JSE de Escherichia - ‘RNAY’ 68 0
Ligasa de fago Acj61 de Acinetobacter - ‘RNA16’ 69 0

40



10

15

ES2914591 T3

Ligasa de fago VH7D de Vibrio - ‘RNA20’ 70 0
Ligasa de fago JS98 de Escherichia - ‘RNA22’ 71 0
Ligasa de fago vB_EcoM_112 de Escherichia - ‘RNA23’ 72 0
Ligasa de fago CC2 de Aeromonas - ‘RNA28’ 73 0
Ligasa de fago RB69 de enterobacterias - ‘RNA29’ 74 0
Ligasa de fago Ac42 de Acinetobacter - ‘RNA31 75 0,2
Ligasa de fago CBB de Pectobacterium - ‘RNA33’ 76 0
Ligasa de fago phiAS5 de Aeromonas - ‘RNA35 77 0
Ligasa de fago vB_SenMS16 de Salmonella - ‘RNA36 78 0
Ligasa de fago KVP40 de Vibrio - ‘RNA39’ 79 0
Ligasa de virus CP220 de Campilobacter - ‘RNA49’ 80 0
Ligasa de fago phiPMW de Pseudomonas - ‘RNA59’ 81 0
Ligasa de fago vB_PaeM_C2-10_Ab1 de Pseudomonas - 82 05
‘RNA6T’ ,
Ligasa de Butyrivibrio proteoclasticus - ‘RNA82’ 83 0
*Conversion (%) en producto - % de &rea de pico de cebador N frente a pico de producto N + 1(pi) a una
longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 18: Extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’H y uniones fosfato

Se fusionaron ligasas mc de tipo natural (SEQ ID NO: 63 a 83) cada una en el extremo N-terminal a una etiqueta
de histidina que consistia en 6xHis. Se sintetizaron genes, se clonaron pET28a y se produjo proteina que codifica
el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacidn, expresion y extraccién convencionales. Se
purificaron proteinas usando Ni-NTA usando métodos convencionales y se usaron directamente.

Se establecieron las reacciones segln la tabla 31 a continuacién, con adicién de ligasa en dltimo lugar. Se
incubaron las reacciones a 25 °C durante 20 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta
95 °C durante 15 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial
de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 87.

Tabla 31
Concentracién final en la | Volumen por
reaccion (mM) reaccion (pl)
Cebador: (2'H) - SEQ ID NO: 86 0,125 2,5
Monémero: Adenosin-3-fosfafo-5-tiofosfato (2’MOE 1 >
psAp)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 0,25 0,5
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 0,2
Ligasa - SEQ ID NO: 63 a 83 5
Tampoén (Tris 20 mM, NaCl 30 mM a pH 8) 9,8
Volumen de reaccién final: 20
Tabla 32: Resultados de las reacciones:
Nombre del gen SED ID NO Con\ll;rosciﬁgtg’{o) en
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 1 - ‘Rnl1’ 63 6,3
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 2 - ‘Rnl2’ 64 0
Ligasa de virus Aeh1 de Aeromonas - ‘RNA3’ 65 0
Ligasa de fago JD18 de Klebsiella - ‘RNA6’ 66 2,3
Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 5,1
Ligasa de fago JSE de Escherichia - ‘RNAY’ 68 1,1
Ligasa de fago Acj61 de Acinetobacter - ‘RNA16’ 69 0
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Ligasa de fago VH7D de Vibrio - ‘RNA20’ 70 0
Ligasa de fago JS98 de Escherichia - ‘RNA22’ 71 0
Ligasa de fago vB_EcoM_112 de Escherichia - ‘RNA23’ 72 0
Ligasa de fago CC2 de Aeromonas - ‘RNA28’ 73 2,3
Ligasa de fago RB69 de enterobacterias - ‘RNA29’ 74 0
Ligasa de fago Ac42 de Acinetobacter - ‘RNA31 75 0
Ligasa de fago CBB de Pectobacterium - ‘RNA33’ 76 2,2
Ligasa de fago phiAS5 de Aeromonas - ‘RNA35 77 0
Ligasa de fago vB_SenMS16 de Salmonella - ‘RNA36 78 0
Ligasa de fago KVP40 de Vibrio - ‘RNA39’ 79 0
Ligasa de virus CP220 de Campilobacter - ‘RNA49’ 80 0
Ligasa de fago phiPMW de Pseudomonas - ‘RNA59’ 81 0
Ligasa de fago vB_PaeM_C2-10_Ab1 de Pseudomonas - 82 13
‘RNA6T’ ,
Ligasa de Butyrivibrio proteoclasticus - ‘RNA82’ 83 0
*Conversion (%) en producto - % de &rea de pico de cebador N frente a pico de producto N + 1(pi) a una
longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 19: Extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’MOE y uniones fosfato

Se fusionaron ligasas mc de tipo natural (SEQ ID NO: 63 a 83) cada una en el extremo N-terminal a 6xHis. Se
sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star
usando métodos de clonacién, expresiéon y extraccién convencionales. Se purificaron proteinas usando Ni-NTA
usando métodos convencionales y se usaron directamente.

Se establecieron las reacciones segun la tabla 33, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones a 25 °C durante 20 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 95 °C durante 15
min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 ul de sobrenadante a un vial de HPLC. Se
analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 87.

Tabla 33

Concentracion final en la | Volumen por reacciéon

reaccion (mM) (ul)
Cebador: (2’MOE) - SEQ ID NO: 86 0,125 2,5
Mondémero: Adenosin-3,5-bisfosfato (2’MOE 1 5
PAD)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 0,25 0,5
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 0,2
Ligasa - SEQ ID NO: 63 a 83 5
Tampoén (Tris 20 mM, NaCl 30 mM a pH 8) 9,8
Volumen de reaccién final: 20

Tabla 34: Resultados de las reacciones:

Nombre del gen SEQ ID NO c°"‘$:,s;32tg’f’) en
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 1 - ‘Rnl1’ 63 1,4
ARN ligasa de T4 de fago de enterobacterias 2 - ‘Rnl2’ 64 0
Ligasa de virus Aeh1 de Aeromonas - ‘RNA3’ 65 0
Ligasa de fago JD18 de Klebsiella - ‘RNA6’ 66 3,9
Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 8,8
Ligasa de fago JSE de Escherichia - ‘RNA9’ 68 0
Ligasa de fago Acj61 de Acinetobacter - ‘RNA16’ 69 0
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Ligasa de fago VH7D de Vibrio - ‘RNA20’ 70 0
Ligasa de fago JS98 de Escherichia - ‘RNA22’ 71 0
Ligasa de fago vB_EcoM_112 de Escherichia - ‘RNA23’ 72 1,2
Ligasa de fago CC2 de Aeromonas - ‘RNA28’ 73 0
Ligasa de fago RB69 de enterobacterias - ‘RNA29’ 74 1,1
Ligasa de fago Ac42 de Acinetobacter - ‘RNA31 75 4,0
Ligasa de fago CBB de Pectobacterium - ‘RNA33’ 76 0
Ligasa de fago phiAS5 de Aeromonas - ‘RNA35 77 0
Ligasa de fago vB_SenMS16 de Salmonella - ‘RNA36 78 0
Ligasa de fago KVP40 de Vibrio - ‘RNA39’ 79 0
Ligasa de virus CP220 de Campilobacter - ‘RNA49’ 80 0
Ligasa de fago phiPMW de Pseudomonas - ‘RNA59’ 81 0
Ligasa de fago vB_PaeM_C2-10_Ab1 de Pseudomonas - 82 13
‘RNA61’ ’
Ligasa de Butyrivibrio proteoclasticus - ‘RNA82’ 83 0
*Conversion (%) en producto - % de area de pico de cebador N frente a pico de producto N + 1(pi) a una
longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 20: Optimizacion de la extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de
oligonucledtidos con modificacion de base de 2’0OMe y uniones fosfato

Se fusiond ligasa mc de tipo natural (SEQ ID NO: 67) en el extremo N-terminal a 6xHis. Se sintetiz6 el gen, se
cloné en pET28ay se produjo proteina que codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacién,
expresién y extraccién convencionales. Se purifico la proteina usando Ni-NTA usando métodos convencionales y
se uso directamente. Se determind la concentracion de proteina por medio de electroforesis capilar microfluidica.

Se establecieron las reacciones segun la tabla 35, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones a 25 °C durante 18 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 95 °C durante
15 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se
analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 85.

Tabla 35

Concentracion final en la | Volumen por reaccion

reaccion (mM) (ul)
Cebador: (220OMe) - SEQ ID NO: 84 0,125 2,5
Mondémero: Adenosin-3,5-bisfosfato (2’OMe 1 5
PAD)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 0,25 0,5
Cloruro de magnesio (MgCl2) 10 0,2
Ligasa - SEQ ID NO: 67 0,025 10
Tampoén (Tris 20 mM, NaCl 30 mM a pH 8) 4,8
Volumen de reaccién final: 20

Tabla 36: Resultados de la reaccion:

Nombre del gen SEQID NO Conversion (%) en producto*
Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 66,9

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de cebador N frente a pico de producto N + 1(pi) a una longitud
de onda de 258 nm

Ejemplo 21: Optimizacion de la extension 3' mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de
oligonucleétidos con modificacion de base de 2’MOE y uniones fosfato

Se fusiond ligasa mc de tipo natural (SEQ ID NO: 67) en el extremo N-terminal a 6xHis. Se sintetizé el gen, se

cloné en pET28ay se produjo proteina que codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacién,
expresién y extraccién convencionales. Se purificé la proteina usando Ni-NTA usando métodos convencionales y
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se us6 directamente. Se determind la concentracion de proteina por medio de electroforesis capilar microfluidica.

Se establecieron las reacciones segln la tabla 37, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones a 25 °C durante 12 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 95 °C durante
15 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se
analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 87.

Tabla 37

Concentracion final en la | Volumen por reaccion

reaccion (mM) ()
Cebador: (2’MOE) - SEQ ID NO: 86 0,125 2,5
Monomero: Adenosin-3,5-bisfosfato (2’MOE 1 >
PAP)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 0,25 0,5
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 0,2
Ligasa - SEQ ID NO: 67 0,025 10
Tampoén (Tris 20 mM, NaCl 30 mM a pH 8) 4,8
Volumen de reaccién final: 20

Tabla 38: Resultados de la reaccion:

Nombre del gen SEQ ID NO Conversion (%) en producto*
Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 26,0

*Conversion (%) en producto - % de &rea de pico de SEQ ID NO: 86 frente a pico de SEQ ID NO: 87 a una
longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 22: Reacciones que comparan WT con mutantes - extension 3° mediante ligamiento de una sola
base para la sintesis de oligonucleétidos con modificacion de base de 2’MOE y uniones fosfato

Se fusionaron ligasas mc de tipo natural o mutantes (SEQ ID NO: 67 y 88 a 92) cada una en el extremo N-terminal
a 6xHis. Se sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli
BL21(DE3) Star usando métodos de clonacién, expresion y extraccion convencionales. Se purificaron proteinas
usando Ni-NTA usando métodos convencionales y se usaron directamente. Se determind la concentraciéon de
proteina por medio de electroforesis capilar microfluidica.

Se establecieron las reacciones segun la tabla 39, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones a 25 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 70 °C durante
30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se
analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 87.

Tabla 39

Concentracion final en la | Volumen por reaccion

reaccion (mM) ()
Cebador: (22MOE) - SEQ ID NO: 86 0,1 3
Monomero: Adenosin-3,5-bisfosfato (2’MOE 1 3
PAD)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 0,25 0,68
Cloruro de magnesio (MgCly) 10 0,3
Ligasa - SEQ ID NO: 67 0 88 a 92 0,01 7,5
Tampoén (Tris 20 MM a pH 8) 15,53
Volumen de reaccién final: 30

Tabla 40: Resultados de las reacciones:

Conversion (%) en

Nombre del gen SEQID NO producto*

Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 18,34
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Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal 88 7418
de fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal 89 7234
de fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal 90 75.75
de fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal 91 73.99
de fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal 92 55.05
de fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
*Conversion (%) en producto - % de area de SEQ ID NO: 86 frente a pico de SEQ ID NO: 87 a una longitud
de onda de 258 nm

Ejemplo 23: Reacciones que comparan WT con mutantes - extension 3° mediante ligamiento de una sola
base para la sintesis de oligonucleétidos con modificacion de base de 2’MOE y uniones fosforotioato

Se fusionaron ligasas mc de tipo natural o mutantes (SEQ ID NO: 67 y 88 a 92) cada una en el extremo N-terminal
a 6xHis. Se sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli
BL21(DE3) Star usando métodos de clonacion, expresion y extraccién convencionales. Se purificaron proteinas
usando Ni-NTA usando métodos convencionales y se usaron directamente. Se determiné la concentracion de
proteina por medio de electroforesis capilar microfluidica.

Se establecieron las reacciones segun la tabla 41, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones a 25 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 70 °C durante
30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se
analizaron entonces las reacciones mediante HPLC para detectar la presencia de SEQ ID NO: 87.

Tabla 41
Concentracion final en la | Volumen por
reaccion (mM) reaccion (pl)

Cebador: (2MOE) - SEQ ID NO: 86 0,1 3

Monémero: Adenosin-3-fosfafo-5-tiofosfato (2’OMe 1 3

psAp)

Adenosin trifosfato trisdédico (ATP) 0,25 0,68

Cloruro de magnesio (MgCly) 10 0,3

Ligasa - SEQ ID NO: 67 0 88 a 92 0,01 75

Tampén (Tris 20 mM a pH 8) 15,53

Volumen de reaccién final: 30

Tabla 42: Resultados de las reacciones:
Conversion (%) en
Nombre del gen SEQ ID NO producto*

Ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas - ‘RNA8’ 67 0
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 88 19 81
fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 89 6.05
fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 90 1256
fago IME13 de Stenotrophomonas) ’
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 91 1244
fago IME13 de Stenotrophomonas) ’

Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 92 0
fago IME13 de Stenotrophomonas)

*Conversion (%) en producto - % de area de SEQ ID NO: 86 frente a pico de SEQ ID NO: 87 a una longitud de
onda de 258 nm

Ejemplo 24: Extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’MOE y uniones fosforotioato - adenosina

Se fusion6 ligasa mc mutante (SEQ ID NO: 88) en el extremo N-terminal a 6xHis. Se sintetizé el gen, se clon6 en
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pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacion,
expresion y extraccion convencionales. Se purificaron proteinas usando Ni-NTA usando métodos convencionales
y se usaron directamente. Se determind la concentracion de proteina por medio de electroforesis capilar
microfluidica.

Se establecieron las reacciones segun la tabla 43, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones a 25 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 70 °C durante
30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se
analizaron entonces las reacciones mediante HPLC y CLEM para detectar la presencia de SEQ ID NO: 87.

Tabla 43

Concentracion final en la | Volumen por

reaccion (mM) reaccion (pl)
Cebador: (2’MOE) - SEQ ID NO: 86 0,05 10
Mondmero: Adenosin-3-fosfafo-5-tiofosfato (22 OMe

0,5 10
psAp)
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 2 40
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 2
Ligasa - SEQ ID NO: 88 0,01 21,7
Tampoén (Tris 20 MM a pH 8) 116,3
Volumen de reaccién final: 200

Tabla 44: Resultados de la reaccion:
Nombre del gen SEQID NO Conversion (%) en

producto*

Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal 88 94.39
de fago IME13 de Stenotrophomonas) ’

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 86 frente a pico de SEQ ID NO: 87 a una
longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 25: Extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’MOE y uniones fosforotioato - 5-metilcitidina

Se fusion6 ligasa mc mutante (SEQ ID NO: 88) en el extremo N-terminal a 6xHis. Se sintetiz6 el gen, se clon6 en
pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacién,
expresién y extraccién convencionales. Se purificé la proteina usando Ni-NTA usando métodos convencionales y
se uso directamente. Se determind la concentracion de proteina por medio de electroforesis capilar microfluidica.

Se establecieron las reacciones segun la tabla 45, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones a 25 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 70 °C durante
30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se

analizaron entonces las reacciones mediante HPLC y CLEM para detectar la presencia de SEQ ID NO: 93.

Tabla 45

Concentracion final en la | Volumen por

reaccion (mM) reaccion (pl)
Cebador: (2’MOE) - SEQ ID NO: 86 0,05 10
Monémero: 5-Metilcitidin-3-fosfato-5-tiofosfato 05 10
(2°0OMe psCp) ’
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 2 40
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 2
Ligasa - SEQ ID NO: 88 0,01 21,7
Tampoén (Tris 20 MM a pH 8) 116,3
Volumen de reaccién final: 200
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Tabla 46: Resultados de la reaccion:

Conversion (%) en

Nombre del gen SEQID NO producto*

Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 88 69.27
fago IME13 de Stenotrophomonas) ’

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 86 frente a pico de SEQ ID NO: 93 a una

longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 26: Extension 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’MOE y uniones fosforotioato - timidina

Se fusiono ligasa mc mutante (SEQ ID NO: 88) en el extremo N-terminal a 6xHis. Se sintetizé el gen, se clon6 en
pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli BL21(DE3) Star usando métodos de clonacion,
expresién y extraccién convencionales. Se purificé la proteina usando Ni-NTA usando métodos convencionales y
se uso directamente. Se determiné la concentracion de proteina por medio de electroforesis capilar microfluidica.

Se establecieron las reacciones segln la tabla 47, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se incubaron las
reacciones at 25 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta 70 °C durante
30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se
analizaron entonces las reacciones mediante HPLC y CLEM para detectar la presencia de SEQ ID NO: 94.

Tabla 47

Concentracion final en la | Volumen por

reaccion (mM) reaccion (pl)
Cebador: (2’MOE) - SEQ ID NO: 86 0,05 10
Mondmero: Timidin-3-fosfato-5-tiofosfato (2’OMe 05 10
psCp) ’
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 2 40
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 2
Ligasa - SEQ ID NO: 88 0,01 21,7
Tampoén (Tris 20 MM a pH 8) 116,3
Volumen de reaccién final: 200

Tabla 48: Resultados de la reaccion:

Conversion (%) en
Nombre del gen SEQID NO producto*
Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 88 94.38
fago IME13 de Stenotrophomonas) ’

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 86 frente a pico de SEQ ID NO: 94 a una

longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 27: Extensiéon 3’ mediante ligamiento de una sola base para la sintesis de oligonucleétidos con
modificacion de base de 2’MOE y uniones fosforotioato, seguido por defosforilacién en 3’ y un segundo
ligamiento de una sola base y segunda defosforilacion - secuencia de reaccion.

Se fusionaron ligasa mc mutante (SEQ ID NO: 88) y fosfatasa de tipo natural (SEQ ID NO: 95) en el extremo N-
terminal a 6xHis. Se sintetizaron genes, se clonaron en pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli
BL21(DE3) Star usando métodos de clonacién, expresion y extraccion convencionales. Se purificaron proteinas
usando Ni-NTA usando métodos convencionales y se usaron directamente. Se determind la concentraciéon de
proteina por medio de electroforesis capilar microfluidica.

Se establecié la primera reaccién de ligamiento segun la tabla 49, con adicién de ligasa en ultimo lugar. Se
incubaron las reacciones a 25 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta
70 °C durante 30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial
de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC y CLEM para detectar la presencia de SEQ ID
NO: 87. El resto de las reacciones se purificaron mediante cromatografia de intercambio iénico, se liofilizaron y se
usaron directamente en la primera desproteccién (es decir desfosforilacion).
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Tabla 49

Concentracion final en la | Volumen por

reaccion (mM) reaccion (pl)
Cebador: (2’MOE) - SEQ ID NO: 86 0,05 10
Monomero: Adenosin-3-fosfafo-5-tiofosfato 05 10
(2MOE psAp) ’
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 2 40
Cloruro de magnesio (MgClz) 10 2
Ligasa - SEQ ID NO: 88 0,01 21,7
Tampon (Tris 20 MM a pH 8) 116,3
Volumen de reaccién final: 200

Tabla 50: Resultados de la primera reaccién de ligamiento:

Conversion (%) en
Nombre del gen SEQID NO producto*

Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 88 94.99
fago IME13 de Stenotrophomonas) '

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 86 frente a pico de SEQ ID NO: 87 a una
longitud de onda de 258 nm

Se establecio la primera reaccién de desproteccion/desfosforilacién segln la tabla 51, con adicién de fosfatasa en
ultimo lugar. Se incubaron las reacciones a 37 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones
calentando hasta 70 °C durante 30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de
sobrenadante a un vial de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC y CLEM para detectar la
presencia de SEQ ID NO: 96. El resto de las reacciones se purificaron mediante cromatografia de intercambio
iénico, se liofilizaron y se usaron directamente en la segunda reaccién de ligamiento.

Tabla 51
Concentracion final en la reacciéon | Volumen por reaccion
(mM) (1D
Primer producto de ligamiento: (2’MOE) - 0.05 10
SEQ ID NO: 84 ’
Fosfatasa - SEQ ID NO 95 0,00036 20
Tampon (Tris 20 MM a pH 8) 170
Volumen de reaccién final: 200

Tabla 52: Resultados de la primera reaccion de desfosforilacion:

Nombre del gen SEQ ID NO Conversion (%) en
producto*

Secuencia de proteina de fosfatasa de tipo natural (Pandalus 95 96.44
borealis) - ‘SAP’ ’

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 85 frente a pico de SEQ ID NO: 96 a una
longitud de onda de 258 nm

Se establecié la segunda reaccién de ligamiento segin la tabla 53, con adiciéon de ligasa en ultimo lugar. Se
incubaron las reacciones a 25 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones calentando hasta
70 °C durante 30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial
de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC y CLEM para detectar la presencia de SEQ ID
NO: 96. El resto de las reacciones se purificaron mediante cromatografia de intercambio idnico, se liofilizaron y se
usaron directamente en la segunda reaccién de desproteccion/desfosforilacion.

Tabla 53
Concentracion final en la | Volumen por
reaccion (mM) reaccion (ul)
Primer producto de desproteccion: (2’MOE) - SEQ 0.05 10
ID NO: 96 ’
Monomero: Adenosin-3-fosfafo-5-tiofosfato 05 10
(2’MOE psAp) ’
Adenosin trifosfato trisédico (ATP) 2 40
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Cloruro de magnesio (MgCl2) 10 2
Ligasa - SEQ ID NO: 88 0,01 21,7
Tampon (Tris 20 MM a pH 8) 116,3
Volumen de reaccién final: 200

Tabla 54: Resultados de la segunda reaccion de ligamiento:

Conversion (%) en

Nombre del gen SEQID NO producto*

Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de 88 91.15
fago IME13 de Stenotrophomonas) ’

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 97 frente a pico de SEQ ID NO: 96 a una

longitud de onda de 258 nm

Se establecié la segunda reacciéon de desproteccion/desfosforilacion seguln la tabla 55, con adicién de fosfatasa
en Ultimo lugar. Se incubaron las reacciones a 37 °C durante 24 horas. Entonces se extinguieron las reacciones
calentando hasta 70 °C durante 30 min, se centrifugaron a 4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de
sobrenadante a un vial de HPLC. Se analizaron entonces las reacciones mediante HPLC y CLEM para detectar la
presencia de SEQ ID NO: 98.

Tabla 55
Concentracion final en la reaccion | Volumen por reaccion
(mM) (ul)
Segundo producto de ligamiento: (2’MOE) - 0.05 10
SEQ ID NO: 97 ’
Fosfatasa - SEQ ID NO: 94 0,00036 20
Tampon (Tris 20 MM a pH 8) 170
Volumen de reaccién final: 200

Tabla 56: Resultados de la segunda reaccion de desfosforilacion:

Conversion (%) en
Nombre del gen SEQ ID NO producto*
Secuencia de proteina de fosfatasa de tipo natural (Pandalus 95 9263
borealis) - ‘SAP’ ’

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 97 frente a pico de SEQ ID NO: 98 a una

longitud de onda de 258 nm

Ejemplo 28: Escision especifica de la cadena mediante endonucleasa para la liberacion de la secuencia de
oligonucledtido de segmento o de producto que tiene modificaciones de base de 2’MOE y uniones
fosforotioato

Se fusiond endonucleasa de tipo natural (SEQ ID NO: 100) en el extremo N-terminal a CBD. Se sintetizaron genes,
se clonaron en pET28a y se produjo proteina que codifica el gen en E. coli BL21(DE3) A1 usando métodos de
clonacién, expresién y extraccion convencionales. Se purificaron las proteinas mediante unién a celulosa en perlas
seguido por escision con proteasa TEV usando métodos convencionales y se usaron directamente.

Se establecid la reaccién segun la tabla 58, con adicion de endonucleasa en Ultimo lugar. Se incubd la reaccién a
65 °C durante 16 horas. Entonces se extinguié la reaccion calentando hasta 95 °C durante 5 min, se centrifugé a
4000 x g durante 15 min y se transfirieron 10 pl de sobrenadante a un vial de HPLC. Se analiz6 entonces la reaccion
mediante HPLC y CLEM para detectar la presencia de SEQ ID NO: 101 y ACTIA (modificaciones especificas
establecidas en la tabla 57).

Tabla 57
SEQ ID NO Secuencia
99 ACT/ideoxil/A*G*A*5mC(MOE)*5mC(MOE)*A(MOE)*5mC(MOE)*G(MOE)
101 /5phos/G+*A*5mC(MOE)*5mC(MOE)*A(MOE)*5mC(MOE)*G(MOE)
N/A ACTIA

49



10

15

20

25

30

35

ES2914591 T3

Tabla 58
Concentracion final en la | Volumen por
reaccion (mM) reaccion (pl)
Oligonucledtido: (2’MOE, PS) - SEQ ID NO: 99 20 2
Endonucleasa - SEQ ID NO: 100 88
Tampodn (cloruro de sodio 50 mM, Tris-HCI 10 mM, cloruro 10
de magnesio 10 mM, BSA 100 pug/ml a pH 7,9)
Volumen de reaccién final: 100

Tabla 59: Resultados de la reaccion:

Conversion (%) en

Nombre del gen SEQID NO producto

Endonucleasa V de Archaeoglobus fulgidus de tipo natural 100 47,69

*Conversion (%) en producto - % de area de pico de SEQ ID NO: 100 frente a pico de SEQ ID NO: 101 y ACTIA
a una longitud de onda de 258 nm

Conclusiones globales

Los inventores han demostrado que es posible sintetizar oligonucleétidos enzimaticamente en disolucion,
incluyendo oligonucleétidos con una gama de modificaciones quimicas terapéuticamente relevantes, partiendo de
derivados de nucledsidos simples estables al agua y aire, en primer lugar mediante el uso de una enzima ARN
ligasa para producir segmentos de oligonucleétidos cortos y en segundo lugar ensamblando los segmentos cortos
sobre un molde complementario. Entonces, los segmentos pueden ligarse entre si para producir un oligonucleétido
de producto que puede separarse tanto de las impurezas como de su molde complementario en un proceso
eficiente que es escalable y adecuado para la fabricacion de oligonucle6tidos terapéuticos a gran escala.

Al sintetizar oligonucleétidos en disolucién, los inventores han evitado las restricciones del aumento de escala
impuestas por los métodos en fase soélida. Al usar las propiedades inherentes del ADN para reconocer secuencias
complementarias especificamente y unirse a secuencias complementarias con una afinidad que refleja tanto la
fidelidad de la secuencia complementaria como la longitud de la secuencia complementaria, los inventores han
sido capaces de producir oligonucleétidos de alta pureza sin necesidad de cromatografia, lo que mejora tanto la
eficiencia del proceso de producciéon como la escalabilidad del proceso. Al recuperar el molde en un estado sin
cambios durante el proceso de separacién, los inventores son capaces de reutilizar el molde para rondas
adicionales de sintesis y asi han evitado las consecuencias econdémicas de tener que preparar un equivalente de
molde por cada equivalente de oligonucleétido de producto formado.

Finalmente, aunque se sabe que las ligasas de tipo natural ligan ADN y ARN normales de manera eficaz, se ha
demostrado que modificaciones en el ADN o el ARN dan como resultado una disminucién de la eficiencia de
ligamiento y que multiples modificaciones en el ADN o el ARN tienen un efecto aditivo en la disminucién de la
eficiencia de ligamiento que puede hacer, en algunos casos, que la ADN o ARN ligasa sea completamente ineficaz.
Se ha demostrado que, mediante la mutacién y evolucién apropiadas de ADN y ARN ligasas, puede restaurarse la
eficiencia de ligamiento y que ADN y ARN ligasas modificadas apropiadamente son catalizadores eficaces para
sintetizar oligonucleétidos que contienen multiples modificaciones.

LISTA DE SECUENCIAS

SEQID NO | Identificador de secuencia
Secuencia de oligonucleétido de producto deseado del ejemplo 1 (“diana”)

Secuencia de oligonucleétido molde de los ejemplos 1-4,6, 10y 11

Secuencia de proteina de ADN ligasa de T4 de tipo natural

Secuencia de proteina de ADN ligasa de T4 de tipo natural (cuando esta fusionada a CBD)

Secuencia diana del ejemplo 2

Secuencia de proteina de ADN ligasa de fago CC31 de enterobacterias de tipo natural

Secuencia de proteina de ADN ligasa de fago CC31 de enterobacterias de tipo natural (cuando
esté fusionada a CBD)

Secuencia de proteina de ADN ligasa de fago Shf125875 de Shigella de tipo natural

© O N |ojga|d~|lO|IN|—=

Secuencia de proteina de ADN ligasa de fago Shf125875 de Shigella de tipo natural (cuando

esta fusionada a CBD)
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10 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

11 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

12 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

13 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

14 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

15 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

16 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

17 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

18 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

19 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

20 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

21 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

22 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de T4)

23 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago CC31 de enterobacterias
- clon A4)

24 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago CC31 de enterobacterias)

25 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago CC31 de enterobacterias)

26 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago CC31 de enterobacterias)

27 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago CC31 de enterobacterias)

28 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago Shf125875 de Shigella)

29 Secuencia de proteina de ligasa de Chlorella de tipo natural

30 Secuencia de oligonucleétido molde de los ejemplos 5,8 y 9

31 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

32 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

33 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

34 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

35 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

36 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

37 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

38 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

39 Secuencia de oligonucle6tido molde del ejemplo 5

40 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

41 Secuencia de oligonucle6tido molde del ejemplo 5

42 Secuencia de oligonucle6tido molde del ejemplo 5

43 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

44 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

45 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 5

46 Secuencia de oligonucleétido de “20 meros” del ejemplo 14

47 Secuencia de oligonucleétido molde del ejemplo 7

48 Ligasa de virus de Chlorella de Paramecium bursaria NE-JV-4

49 Ligasa de virus de Chlorella de Paramecium bursaria NYs1

50 Ligasa de virus de Chlorella de Paramecium bursaria NE-JV-1

51 Ligasa de virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea Canal-1

52 Ligasa de virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea Br0604L

53 Ligasa de virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea NE-JV-2

54 Ligasa de virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea TN603.4.2

55 Ligasa de virus de Chlorella de Acanthocystis turfacea GM0701.1
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56 Ligasa de fago S-CRMO01 de Synechococcus

57 Ligasa de metagenoma de sedimento marino

58 Ligasa de Mycobacterium tuberculosis (cepa ATCC 25618/H37Rv)

59 Ligasa de Enterococcus faecalis (cepa ATCC 700802/V583)

60 Ligasa de Haemophilus influenzae (cepa ATCC 51907/DSM 11121/ KW20/Rd)

61 Ligasa de Staphylococcus aureus

62 Ligasa de Streptococcus pneumoniae (cepa P1031)

63 Secuencia de proteina de ARN ligasa 1 de fago T4 de enterobacterias de tipo natural - ‘Rnl1’

64 Secuencia de proteina de ARN ligasa 2 de fago T4 de enterobacterias de tipo natural - ‘Rnl2’

65 Secuencia de proteina de ligasa de virus Aeh1 de Aeromonas de tipo natural- ‘RNA3’

66 Secuencia de proteina de ligasa de fago JD18 de Klebsiella de tipo natural - ‘RNA6’

67 Secuencia de proteina de ligasa de fago IME13 de Stenotrophomonas de tipo natural - ‘RNAS8’

68 Secuencia de proteina de ligasa de fago JSE de Escherichia de tipo natural- ‘RNA9’

69 Secuencia de proteina de ligasa de fago Acj61 de Acinetobacter de tipo natural - ‘RNA16’

70 Secuencia de proteina de ligasa de fago VH7D de Vibrio de tipo natural- ‘RNA20’

71 Secuencia de proteina de ligasa de fago JS98 de Escherichia de tipo natural - ‘RNA22’

72 Secuencia de proteina de ligasa de fago vB_EcoM_112 de Escherichia de tipo natural - ‘RNA23’

73 Secuencia de proteina de ligasa de fago CC2 de Aeromonas de tipo natural - ‘RNA28’

74 Secuencia de proteina de ligasa de fago RB69 de enterobacterias de tipo natural - ‘RNA29’

75 Secuencia de proteina se ligasa de fago Ac42 de Acinetobacter de tipo natural - ‘RNA31

76 Secuencia de proteina de ligasa de fago CBB de Pectobacterium de tipo natural - ‘RNA33’

77 Secuencia de proteina de ligasa de fago phiAS5 de Aeromonas de tipo natural - ‘RNA35

78 Secuencia de proteina de ligasa de fago vB_SenMS16 de Salmonella de tipo natural - ‘RNA36

79 Secuencia de proteina de ligasa de fago KVP40 de Vibrio de tipo natural - ‘RNA39’

80 Secuencia de proteina de ligasa de virus CP220 de Campilobacter de tipo natural - ‘RNA49’

81 Secuencia de proteina de ligasa de fago phiPMW de Pseudomonas de tipo natural - ‘RNA59’

82 S?qc’tljzr;la de proteina de ligasa de fago vB_PaeM_C2-10_Ab1 de Pseudomonas de tipo natural

83 Secuencia de proteina de ligasa de Butyrivibrio proteoclasticus de tipo natural - ‘RNA82’

84 Secuencia de oligonucleétido cebador de los ejemplos 15y 16

85 Secuencia de oligonucleétido de producto de los ejemplos 15y 16

86 Secuencia de oligonucledtido cebador del ejemplo 17

87 Secuencia de oligonucleétido de producto del ejemplo 17

88 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago IME13 de
Stenotrophomonas)

89 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago IME13 de
Stenotrophomonas)

90 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago IME13 de
Stenotrophomonas)

91 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago IME13 de
Stenotrophomonas)

92 Secuencia de proteina de ligasa mutante (estructura principal de fago IME13 de
Stenotrophomonas)

93 Secuencia de oligonucleétido de producto del ejemplo 26

94 Secuencia de oligonucleétido de producto del ejemplo 26

95 Secuencia de proteina de fosfatasa de tipo natural (Pandalus borealis) - ‘SAP’

96 Secuencia de oligonucleétido de producto del ejemplo 27

97 Secuencia de oligonucledétido de producto del ejemplo 27

98 Secuencia de oligonucleétido de producto del ejemplo 27

99 Secuencia de oligonucledétido de producto del ejemplo 28
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100

Endonucleasa V de Archaeoglobus fulgidus de tipo natural

101

Secuencia de oligonucleétido de producto del ejemplo 28

SEQ ID NO: 1

GGCCAAACCTCGGCTTACCT

SEQID NO: 2

TTTAGGTAAGCCGAGGTTTGGCC

SEQID NO: 3

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEVIDVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 4

GSILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTL
ATRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSY DEKGINKNIK
FPAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKK
EPEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVELYSLPAFRLKYDV
RFSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEVIDVDLKIVGI
YPHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDY
VKLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQID NO: 5

GGC CAA ACC UCG GCU UAC cuU

SEQ ID NO: 6

MILDIINEIASIGSTKEKEAIIRRHKDNELLKRVFRMTYDGKLQYYIKKWDTRPKGDIHLTLEDMLYLLEEKLAKRV
VTGNAAKEKLEIALSQTSDADAEVVKKVLLRDLRCGASRSIANKVWKNLIPEQPQMLASSYDEKGIEKNIKFPAFA
QLKADGARAFAEVRGDELDDVKILSRAGNEYLGLDLLKQQLIEMTKEARERHPGGVMIDGELVYHASTLPAGPLD

DIFGDLPELSKAKEFKEESRTMSNGLANKSLKGTISAKEAAGMKFQVWDYVPLDVVYSEGKQSGFAYDVRFRALE
LMVQGYSQMILIENHIVHNLDEAKVIYRKYVDEGLEGIILKNIGAFWENTRSKNLYKFKEVITIDLRIVDIYEHSKQ
PGKAGGFYLESECGLIKVKAGSGLKDKPGKDAHELDRTRIWENKNDYIGGVLESECNGWLAAEGRTDYVKLFLPI
AIKMRRDKDVANTFADIWGDFHEVTGL
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SEQID NO: 7

GSILDIINEIASIGSTKEKEAIIRRHKDNELLKRVFRMTYDGKLQYYIKKWDTRPKGDIHLTLEDMLYLLEEKLAKR
VVTGNAAKEKLEIALSQTSDADAEVVKKVLLRDLRCGASRSIANKVWKNLIPEQPQMLASSYDEKGIEKNIKFPAF
AQLKADGARAFAEVRGDELDDVKILSRAGNEY LGLDLLKQQLIEMTKEARERHPGGVMIDGELVYHASTLPAGPL
DDIFGDLPELSKAKEFKEESRTMSNGLANKSLKGTISAKEAAGMKFQVWDYVPLDVVYSEGKQSGFAYDVRFRA

LELMVQGYSQMILIENHIVHNLDEAKVIYRKYVDEGLEGIILKNIGAFWENTRSKNLYKFKEVITIDLRIVDIYEHS

KQPGKAGGFYLESECGLIKVKAGSGLKDKPGKDAHELDRTRIWENKNDYIGGVLESECNGWLAAEGRTDYVKLF
LPTAIKMRRDKDVANTFADIWGDFHEVTGL

SEQID NO: 8

MILDILNQIAAIGSTKTKQEILKKNKDNKLLERVYRLTYARGIQYYIKKWPGPGERSQAYGLLELDDMLDFIEFTLA

TRKLTGNAAIKELMGYIADGKPDDVEVLRRVMMRDLEVGASVSIANKVWPGLIQLQPQMLASAYDEKLITKNIK

WPAFAQLKADGARCFAEVRDDGVQFFSRAGNEYHGLTLLADELMEMTKEARERHPNGVLIDGELVYHSFDIKKA

VSSGNDLSFLFGDNEESEEVQVADRSTSNGLANKSLQGTISPKEAEGMVLQAWDYVPLDEVY SDGKIKGQKYDV

RFAALENMAEGFKRIEPIENQLVHNLDEAKVVYKKYVDQGLEGIILKNRDSYWENKRSKNLIKFKEVIDIALEVWG

YYEHSKDPNKLGGVELVSRCRRITTDCGSGFKDTTHKTVDGVKVLIPLDERHDLDRERLMAEAREGKLIGRIADC
5 ECNGWVHSKGREGTVGIFLPIIKGFRFDKTEADSFEDVFGPWSQTGL

SEQID NO: 9

GSILDILNQIAAIGSTKTKQEILKKNKDNKLLERVYRLTYARGIQYYIKKWPGPGERSQAYGLLELDDMLDFIEFTL
ATRKLTGNAAIKELMGYIADGKPDDVEVLRRVMMRDLEVGASVSIANKVWPGLIQLQPQMLASAYDEKLITKNIK
WPAFAQLKADGARCFAEVRDDGVQFFSRAGNEYHGLTLLADELMEMTKEARERHPNGVLIDGELVYHSFDIKKA
VSSGNDLSFLFGDNEESEEVQVADRSTSNGLANKSLQGTISPKEAEGMVLQAWDYVPLDEVY SDGKIKGQKYDV
RFAALENMAEGFKRIEPIENQLVHNLDEAKVVYKKYVDQGLEGIILKNRDSYWENKRSKNLIKFKEVIDIALEVVG
YYEHSKDPNKLGGVELVSRCRRITTDCGSGFKDTTHKTVDGVKVLIPLDERHDLDRERLMAEAREGKLIGRIADC

ECNGWVHSKGREGTVGIFLPIIKGFRFDKTEADSFEDVFGPWSQTGL
10
SEQ ID NO: 10

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVETYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKRVIDVDLKIVGLY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

15 SEQID NO: 11

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKGVIDVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL
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SEQ ID NO: 12

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVETYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKKVIDVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 13

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE

PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVETYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEVILVDLKIVGIY

PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV

KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 14

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEVIKVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 15

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSY DEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE

PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR

FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEVIQVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 16
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MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVETYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEVIVVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 17

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEVIRVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 18

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEAIDVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 19

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKEKIDVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 20

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTY SRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKRVIVVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 21
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MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTY SRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE

PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKKVIEVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV

KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 22

MILKILNEIASIGSTKQKQAILEKNKDNELLKRVYRLTYSRGLQYYIKKWPKPGIATQSFGMLTLTDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIEELTGYITDGKKDDVEVLRRVMMRDLECGASVSIANKVWPGLIPEQPQMLASSYDEKGINKNIKF
PAFAQLKADGARCFAEVRGDELDDVRLLSRAGNEYLGLDLLKEELIKMTAEARQIHPEGVLIDGELVYHEQVKKE
PEGLDFLFDAYPENSKAKEFAEVAESRTASNGIANKSLKGTISEKEAQCMKFQVWDYVPLVEIYSLPAFRLKYDVR
FSKLEQMTSGYDKVILIENQVVNNLDEAKVIYKKYIDQGLEGIILKNIDGLWENARSKNLYKFKKVIHVDLKIVGIY
PHRKDPTKAGGFILESECGKIKVNAGSGLKDKAGVKSHELDRTRIMENQNYYIGKILECECNGWLKSDGRTDYV
KLFLPIAIRLREDKTKANTFEDVFGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 23

MILDIINEIASIGSTKEKEAIIRRHKDNELLKRVFRMTYDGKLQYYIKKWDTRPKGDIHLTLEDMLYLLEEKLAKRV
VTGNAAKEKLEIALSQTSDADAEVVKKVLLRDLRCGASRSIANKVWKNLIPEQPQMLASSYDEKGIEKNIKFPAFA
QLKADGARAFAEVRGDELDDVKILSRAGNEYLGLDLLKQQLIEMTKEARERHPGGVMIDGELVYHASTLPAGPLD
DIFGDLPELSKAKEFKEESRTMSNGLANKSLKGTISAKEAAGMKFQVWDYVPLDVVYSEGKQSGFAYDVRFRALE
LMVQGYSQMILIENHIVHNLDEAKVIYRKYVDEGLEGIILKNIGAFWENTRSKNLY KFKRVIVIDLRIVDIYEHSKQ
PGKAGGFYLESECGLIKVKAGSGLKDKPGKDAHELDRTRIWENKNDYIGGVLESECNGWLAAEGRTDYVKLFLPI
AIKMRRDKDVANTFADIWGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 24

MILDIINEIASIGSTKEKEAIIRRHKDNELLKRVFRMTYDGKLQYYIKKWDTRPKGDIHLTLEDMLYLLEEKLAKRYV
VTGNAAKEKLEIALSQTSDADAEVVKKVLLRDLRCGASRSIANKVWKNLIPEQPQMLASSYDEKGIEKNIKFPAFA
QLKADGARAFAEVRGDELDDVKILSRAGNEYLGLDLLKQQLIEMTKEARERHPGGVMIDGELVYHASTLPAGPLD
DIFGDLPELSKAKEFKEESRTMSNGLANKSLKGTISAKEAAGMKFQVWDYVPLDVVYSEGKQSGFAYDVRFRALE
LMVQGYSQMILIENHIVHNLDEAKVIYRKYVDEGLEGIILKNIGAFWENTRSKNLYKFKKVIKIDLRIVDIYEHSKQ

PGKAGGFYLESECGLIKVKAGSGLKDKPGKDAHELDRTRIWENKNDYIGGVLESECNGWLAAEGRTDYVKLFLPI
AIKMRRDKDVANTFADIWGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 25

MILDIINEIASIGSTKEKEAIIRRHKDNELLKRVFRMTYDGKLQYYIKKWDTRPKGDIHLTLEDMLYLLEEKLAKRV
VTGNAAKEKLEIALSQTSDADAEVVKKVLLRDLRCGASRSIANKVWKNLIPEQPQMLASSYDEKGIEKNIKFPAFA
QLKADGARAFAEVRGDELDDVKILSRAGNEYLGLDLLKQQLIEMTKEARERHPGGVMIDGELVYHASTLPAGPLD
DIFGDLPELSKAKEFKEESRTMSNGLANKSLKGTISAKEAAGMKFQVWDYVPLDVVYSEGKQSGFAYDVRFRALE
LMVQGYSQMILIENHIVHNLDEAKVIYRKYVDEGLEGIILKNIGAFWENTRSKNLYKFKGVIFIDLRIVDIYEHSKQ
PGKAGGFYLESECGLIKVKAGSGLKDKPGKDAHELDRTRIWENKNDYIGGVLESECNGWLAAEGRTDYVKLFLPI
AIKMRRDKDVANTFADIWGDFHEVTGL
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SEQ ID NO: 26

MILDIINEIASIGSTKEKEAIIRRHKDNELLKRVFRMTYDGKLQYYIKKWDTRPKGDIHLTLEDMLYLLEEKLAKRV
VTGNAAKEKLEIALSQTSDADAEVVKKVLLRDLRCGASRSIANKVWKNLIPEQPQMLASSYDEKGIEKNIKFPAFA
QLKADGARAFAEVRGDELDDVKILSRAGNEYLGLDLLKQQLIEMTKEARERHPGGVMIDGELVYHASTLPAGPLD
DIFGDLPELSKAKEFKEESRTMSNGLANKSLKGTISAKEAAGMKFQVWDYVPLDVVYSEGKQSGFAYDVRFRALE
LMVQGY SQMILIENHIVHNLDEAKVIYRKYVDEGLEGIILKNIGAFWENTRSKNLYKFKGVILIDLRIVDIYEHSKQ
PGKAGGFYLESECGLIKVKAGSGLKDKPGKDAHELDRTRIWENKNDYIGGVLESECNGWLAAEGRTDYVKLFLPI
AIKMRRDKDVANTFADIWGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 27

MILDIINEIASIGSTKEKEAIIRRHKDNELLKRVFRMTYDGKLQYYIKKWDTRPKGDIHLTLEDMLYLLEEKLAKRV
VTGNAAKEKLEIALSQTSDADAEVVKKVLLRDLRCGASRSIANKVWKNLIPEQPQMLASSYDEKGIEKNIKFPAFA
QLKADGARAFAEVRGDELDDVKILSRAGNEYLGLDLLKQQLIEMTKEARERHPGGVMIDGELVYHASTLPAGPLD
DIFGDLPELSKAKEFKEESRTMSNGLANKSLKGTISAKEAAGMKFQVWDYVPLDVVYSEGKQSGFAYDVRFRALE
LMVQGYSQMILIENHIVHNLDEAKVIYRKYVDEGLEGIILKNIGAFWENTRSKNLYKFKRVIFIDLRIVDIYEHSKQ
PGKAGGFYLESECGLIKVKAGSGLKDKPGKDAHELDRTRIWENKNDYIGGVLESECNGWLAAEGRTDYVKLFLPI
AIKMRRDKDVANTFADIWGDFHEVTGL

SEQ ID NO: 28

MILDILNQIAAIGSTKTKQEILKKNKDNKLLERVYRLTYARGIQYYIKKWPGPGERSQAYGLLELDDMLDFIEFTLA
TRKLTGNAAIKELMGYIADGKPDDVEVLRRVMMRDLEVGASVSIANKVWPGLIQLQPQMLASAYDEKLITKNIK
WPAFAQLKADGARCFAEVRDDGVQFFSRAGNEYHGLTLLADELMEMTKEARERHPNGVLIDGELVYHSFDIKKA
VSSGNDLSFLFGDNEESEEVQVADRSTSNGLANKSLQGTISPKEAEGMVLQAWDYVPLDEVY SDGKIKGQKYDV
RFAALENMAEGFKRIEPIENQLVHNLDEAKVVYKKYVDQGLEGIILKNRDSYWENKRSKNLIKFKRVIVIALEVVG
YYEHSKDPNKLGGVELVSRCRRITTDCGSGFKDTTHKTVDGVKVLIPLDERHDLDRERLMAEAREGKLIGRIADC
ECNGWVHSKGREGTVGIFLPIIKGFRFDKTEADSFEDVFGPWSQTGL

SEQ ID NO: 29

MAITKPLLAATLENIEDVQFPCLATPKIDGIRSVKQTQMLSRTFKPIRNSVMNRLLTELLPEGSDGEISIEGATFQD
TTSAVMTGHKMYNAKFSYYWFDYVTDDPLKKYIDRVEDMKNYITVHPHILEHAQVKIIPLIPVEINNITELLQYER
DVLSKGFEGVMIRKPDGKYKFGRSTLKEGILLKMKQFKDAEATIISMTALFKNTNTKTKDNFGYSKRSTHKSGKV
EEDVMGSIEVDYDGVVFSIGTGFDADQRRDFWQNKESYIGKMVKFKYFEMGSKDCPRFPVFIGIRHEEDR

SEQ ID NO: 30
TTTGGTGCGAAGCAGACTGAGGC
SEQ ID NO: 31
TTTGGTGCGAAGCAGAGTGAGGC
SEQ ID NO: 32
TTTGGTGCGAAGCAGATTGAGGC
SEQ ID NO: 33

TTTGGTGCGAAGCAGAATGAGGC
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SEQ ID NO: 34
TTTGGTGCGAAGCAGTCTGAGGC
SEQ ID NO: 35
TTTGGTGCGAAGCAGTGTGAGGC
SEQ ID NO: 36
TTTGGTGCGAAGCAGTTTGAGGC
SEQ ID NO: 37
TTTGGTGCGAAGCAGTATGAGGC
SEQ ID NO: 38
TTTGGTGCGAAGCAGCCTGAGGC
SEQ ID NO: 39
TTTGGTGCGAAGCAGCGTGAGGC
SEQ ID NO: 40
TTTGGTGCGAAGCAGCTTGAGGC
SEQ ID NO: 41
TTTGGTGCGAAGCAGCATGAGGC
SEQ ID NO: 42
TTTGGTGCGAAGCAGGCTGAGGC
SEQ ID NO: 43
TTTGGTGCGAAGCAGGGTGAGGC
SEQ ID NO: 44
TTTGGTGCGAAGCAGGTTGAGGC
SEQ ID NO: 45
TTTGGTGCGAAGCAGGATGAGGC
SEQ ID NO: 46
GCCUCAGTCTGCTTCGCACC

SEQ ID NO: 47

ES2914591 T3

TTTGGTGCGAAGCAGAAGGTAAGCCGAGGTTTGGCC

SEQ ID NO: 48

MAITKPLLAATLENIEDVQFPCLATPKIDGIRSVKQTQMLSRTFKPIRNSVMNRLLTELLPEGSDGEISIEGATFQD
TTSAVMTGHKMYNAKFSYYWFDYVTDDPLKKYSDRVEDMKNYITAHPHILDHEQVKIIPLIPVEINNITELLQYE
RDVLSKGFEGVMIRKPDGKYKFGRSTLKEGILLKMKQFKDAEATIISMTALFKNTNTKTKDNFGYSKRSTHKNGK
VEEDVMGSIEVDYDGVVFSIGTGFDADQRRDFWQNKESYIGKMVKFKY FEMGSKDCPRFPVFIGIRHEEDH
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SEQ ID NO: 49

MTIAKPLLAATLENLDDVKFPCLVTPKIDGIRSLKQQHMLSRTFKPIRNSVMNKLLSELLPEGADGEICIEDSTFQA
TTSAVMTGHKVYDEKFSYYWFDYVVDDPLKSYTDRVNDMKKYVDDHPHILEHEQVKIIPLIPVEINNIDELSQYE
RDVLAKGFEGVMIRRPDGKYKFGRSTLKEGILLKMKQFKDAEATIISMSPRLKNTNAKSKDNLGY SKRSTHKSGK
VEEETMGSIEVDYDGVVFSIGTGFDDEQRKHFWENKDSYIGKLLKFKYFEMGSKDAPRFPVFIGIRHEEDC

SEQ ID NO: 50

MTAIQKPLLAASFKKLTVADVKYPVFATPKLDGIRALKIDGAFVSRTFKPIRNRAIADALQDLLPNGSDGEILSGST
FQDASSAVMTAKAGIGANTIFYWFDYVKDDPNKPYLDRMTDMENYLKERPEILNDDRIKIVPLIPKKIETKDELD
TFEKICLDQGFEGVMIRSGAGKYKFGRSTEKEGILIKIKQFEDDEAVVIGFTPMQTNTNDKSMNELGDMKRSSHK
DGKVNLDTLGALEVDWNGITFSIGTGFDHALRDKLWSERDKLIGKIVKFKYFAQGVKTAPRFPVFIGFRDPDDM

SEQ ID NO: 51

MAIQKPLLAASLKKMSVGDLTFPVFATPKLDGIRALKVGGTIVSRTFKPVRNSAISEVLASILPDGSDGEILSGKTF
QESTSTVMTADAGLGSGTMFFWFDYVKDDPNKGYLDRIADMKSFTDRHPEILKDKRVTIVPLFPKKIDTTEELHE
FEKWCLDQGFEGVMVRNAGGKYKFGRSTEKEQILVKIKQFEDDEAVVIGVSALQTNTNDKKLNQLGEMRRTSH
QDGKVELEMLGALDVDWNGIRFSIGTGFDRDTRVDLWKRREGVIGKIVKFKYFSQGIKTAPRFPVFLGFRDKDD
M

SEQ ID NO: 52

MAIQKPLLAASLKKLSVDDLTFPVYATPKLDGIRALKIDGTLVSRTFKPIRNTTISKVLTSLLPDGSDGEILSGKTFQ
DSTSTVMSADAGIGSGT TFFWFDYVKDDPNKGYLDRIADIKKFIDCRPEILKDSRVIIVPLFPKKIDTAEELNVFEK
WCLDQGFEGVMVRNAGGKYKFGRSTEKEQILVKIKQFEDDEAVVIGVSALQTNTNDKKVNELGEMRRTSHQDG
KVDLDMLGALDVDWNGIRFGIGTGFDKDTREDLWKRRDSIIGKIVKFKY FSQGVKTAPRFPVFLGFRDKNDM

SEQ ID NO: 53

MAIQKPLLAASLKKLSVDDLTFPVYATPKLDGIRALKIDGTIVSRTFKPIRNTTISNVLMSLLPDGSDGEILSGKTF
QDSTSTVMSADAGIGSGT TFFWFDYVKDDPDKGYLDRIADMKKFVDSHPEILKDRRVTIVPLIPKKIDTVEELNV
FEQWCLDQGFEGVMVRNAGGKYKFGRSTEKEQILVKIKQFEDDEAVVIGVSALQTNVNDKKMNELGDMRRTSH
KDGKIDLEMLGALDVEWNGIRFGIGTGFDKDTREDLWKKRDSIIGKVVKFKYFSQGIKTAPRFPVFLGFRDEND
M

SEQ ID NO: 54

MAIQKPLLAASLKKMSVDNLTFPVYATPKLDGIRALKIDGTLVSRTFKPIRNTTISKVLASLLPDGSDGEILSGKTF
QDSTSTVMTTDAGIGSDTTFFWFDYVKDDPDKGYLDRIADMKTFVDQHPEILKDSCVTIVPLFPKKIDTPEELHV
FEKWCLDQGFEGVMVRTAGGKYKFGRSTEKEQILVKIKQFEDDEAVVIGVSALQTNTNDKKLNQLGEMRRTSH
QDGKVDLDMLGALDVDWNGIRFSIGTGFDKDTREDLWKQRDSIVGKVVKFKYFSQGIKTAPRFPVFLGFRDEN
DM

SEQ ID NO: 55
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MAIQKPLLAASLKKMSVDDLTFPVYTTPKLDGIRALKIDGTLVSRTFKPVRNSAISEVLASLLPDGSDGEILSGKTF
QDSTSTVMTTDAGIGSDT TFFWFDYVKDDPNKGYLDRIADMKTFIDQHPEMLKDNHVTIVPLIPKKIDTVEELNI
FEKWCLDQGFEGVMVRNAGGKYKFGRSTEKEQILVKIKQFEDDEAVVIGVSALQTNTNDKKLNQLGEMRRTSH

QDGKIDLEMLGALDVDWNGIRFSIGTGFDRDTRVDLWKRRDGIVGRTIKFKYFGQGIKTAPRFPVFLGFRDKDD
M

SEQ ID NO: 56

MLAGNFDPKKAKFPYCATPKIDGIRFLMVNGRALSRTFKPIRNEYIQKLLSKHLPDGIDGELTCGDTFQSSTSAIM
RIAGEPDFKAWIFDYVDPDSTSILPFIERFDQISDIIYNGPIPFKHQVLGQSILYNIDDLNRYEEACLNEGYEGVML
RDPYGTYKFGRSSTNEGILLKVKRFEDAEATVIRIDEKMSNQNIAEKDNFGRTKRSSCLDGMVPMETTGALFVRN
SDGLEFSIGSGLNDEMRDEIWKNKSSYIGKLVKYKYFPQGVKDLPRHPVFLGFRDPDDM

SEQ ID NO: 57

MDAHELMKLNEYAERQNQKQKKQITKPMLAASLKDITQLDYSKGYLATQKLDGIRALMIDGKLVSRTFKPIRNN
HIREMLEDVLPDGADGEIVCPGAFQATSSGVMSANGEPEFIYYMFDYVKDDITKEYWRRTQDMVQWLINQGPT
RTPGLSKLKLLVPTLIKNYDHLKTYETECIDKGFEGVILRTPDSPYKCGRSTAKQEWLLKLKRFADDEAVVIGFTEK
MHNDNEATKDKFGHTVRSSHKENKRPAGTLGSLIVRDIKTEIEFEIGTGFDDELRQKIWDARPEWDGLCVKYKH
FAISGVKEKPRFPSFIGVRDVEDM

SEQ ID NO: 58

MSSPDADQTAPEVLRQWQALAEEVREHQFRYYVRDAPIISDAEFDELLRRLEALEEQHPELRTPDSPTQLVGGA

GFATDFEPVDHLERMLSLDNAFTADELAAWAGRIHAEVGDAAHYLCELKIDGVALSLVYREGRLTRASTRGDGR
TGEDVTLNARTIADVPERLTPGDDYPVPEVLEVRGEVFFRLDDFQALNASLVEEGKAPFANPRNSAAGSLRQKDP
AVTARRRLRMICHGLGHVEGFRPATLHQAYLALRAWGLPVSEHTTLATDLAGVRERIDYWGEHRHEVDHEIDG

VVVKVDEVALQRRLGSTSRAPRWAIAYKYPPEEAQTKLLDIRVNVGRTGRITPFAFMTPVKVAGSTVGQATLHN

ASEIKRKGVLIGDTVVIRKAGDVIPEVLGPVVELRDGSEREFIMPTTCPECGSPLAPEKEGDADIRCPNARGCPGQ
LRERVFHVASRNGLDIEVLGYEAGVALLQAKVIADEGELFALTERDLLRTDLFRTKAGELSANGKRLLVNLDKAKA
APLWRVLVALSIRHVGPTAARALATEFGSLDAIAAASTDQLAAVEGVGPTIAAAVTEWFAVDWHREIVDKWRAA
GVRMVDERDESVPRTLAGLTIVVTGSLTGFSRDDAKEAIVARGGKAAGSVSKKTNYVVAGDSPGSKYDKAVELG
VPILDEDGFRRLLADGPASRT

SEQ ID NO: 59

MEQQPLTLTAATTRAQELRKQLNQYSHEYYVKDQPSVEDYVYDRLYKELVDIETEFPDLITPDSPTQRVGGKVLS
GFEKAPHDIPMY SLNDGFSKEDIFAFDERVRKAIGKPVAYCCELKIDGLAISLRYENGVFVRGATRGDGTVGENIT
ENLRTVRSVPMRLTEPISVEVRGECYMPKQSFVALNEEREENGQDIFANPRNAAAGSLRQLDTKIVAKRNLNTFL

YTVADFGPMKAKTQFEALEELSAIGFRTNPERQLCQSIDEVWAYIEEYHEKRSTLPYEIDGIVIKVNEFALQDELG
FTVKAPRWAIAYKFPPEEAETVVEDIEWTIGRTGVVTPTAVMAPVRVAGTTVSRASLHNADFIQMKDIRLNDHVI
IYKAGDIIPEVAQVLVEKRAADSQPYEMPTHCPICHSELVHLDEEVALRCINPKCPAQIKEGLNHFVSRNAMNIDG
LGPRVLAQMYDKGLVKDVADLYFLTEEQLMTLDKIKEKSANNIYTAIQGSKENSVERLIFGLGIRHVGAKAAKILA
EHFGDLPTLSRATAEEIVALDSIGETIADSVVTYFENEEVHELMAELEKAQVNLTYKGLRTEQLAEVESPFKDKTV
VLTGKLAQY TREEAKEKIENLGGKVTGSVSKKTDIVVAGEDAGSKLTKAESLGVTVWNEQEMVDALDASHF

SEQ ID NO: 60
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MTNIQTQLDNLRKTLRQYEYEYHVLDNPSVPDSEYDRLFHQLKALELEHPEFLTSDSPTQRVGAKPLSGFSQIRH
EIPMLSLDNAFSDAEFNAFVKRIEDRLILLPKPLTFCCEPKLDGLAVSILYVNGELTQAATRGDGTTGEDITANIRT
IRNVPLQLLTDNPPARLEVRGEVFMPHAGFERLNKYALEHNEKTFANPRNAAAGSLRQLDPNITSKRPLVLNAYGI
GIAEGVDLPTTHYARLQWLKSIGIPVNPEIRLCNGADEVLGFYRDIQNKRSSLGYDIDGTVLKINDIALQNELGFI
SKAPRWAIAYKFPAQEELTLLNDVEFQVGRTGAITPVAKLEPVFVAGVTVSNATLHNGDEIERLNIAIGDTVVIRR
AGDVIPQIIGVLHERRPDNAKPIIFPTNCPVCDSQIIRIEGEAVARCTGGLFCAAQRKEALKHFVSRKAMDIDGVG
GKLIEQLVDRELIHTPADLFKLDLTTLTRLERMGAKSAENALNSLENAKSTTLARFIFALGIREVGEATALNLANHF
KTLDALKDANLEELQQVPDVGEVVANRIFIFWREAHNVAVVEDLIAQGVHWETVEVKEASENLFKDKTVVLTGT
LTQMGRNEAKALLQQLGAKVSGSVSSKTDFVIAGDAAGSKLAKAQELNITVLTEEEFLAQITR

SEQ ID NO: 61

MADLSSRVNELHDLLNQYSYEYYVEDNPSVPDSEYDKLLHELIKIEEEHPEYKTVDSPTVRVGGEAQASFNKVNH
DTPMLSLGNAFNEDDLRKFDQRIREQIGNVEYMCELKIDGLAVSLKYVDGYFVQGLTRGDGTTGEDITENLKTIH
AIPLKMKEPLNVEVRGEAYMPRRSFLRLNEEKEKNDEQLFANPRNAAAGSLRQLDSKLTAKRKLSVFIYSVNDFT
DFNARSQSEALDELDKLGFTTNKNRARVNNIDGVLEYIEKWTSQRESLPYDIDGIVIKVNDLDQQDEMGFTQKS
PRWAIAYKFPAEEVVTKLLDIELSIGRTGVVTPTAILEPVKVAGTTVSRASLHNEDLIHDRDIRIGDSVVVKKAGDI
IPEVVRSIPERRPEDAVTYHMPTHCPSCGHELVRIEGEVALRCINPKCQAQLVEGLIHFVSRQAMNIDGLGTKIIQ
QLYQSELIKDVADIFYLTEEDLLPLDRMGQKKVDNLLAAIQQAKDNSLENLLFGLGIRHLGVKASQVLAEKYETID
RLLTVTEAELVEIHDIGDKVAQSVVTYLENEDIRALIQKLKDKHVNMIYKGIKTSDIEGHPEFSGKTIVLTGKLHQ
MTRNEASKWLASQGAKVTSSVTKNTDVVIAGEDAGSKLTKAQSLGIEIWTEQQFVDKQNELNS

SEQ ID NO: 62

MNKRMNELVALLNRYATEYYTSDNPSVSDSEYDRLYRELVELETAYPEQVLADSPTHRVGGKVLDGFEKYSHQY
PLYSLQDAFSREELDAFDARVRKEVAHPTYICELKIDGLSISLTYEKGILVAGVTRGDGSIGENITENLKRVKDIPL
TLPEELDITVRGECYMPRASFDQVNQARQENGEPEFANPRNAAAGTLRQLDTAVVAKRNLATFLYQEASPSTRD
SQEKGLKYLEQLGFVVNPKRILAENIDEIWNFIQEVGQERENLPYDIDGVVIKVNDLASQEELGFTVKAPKWAVA
YKFPAEEKEAQLLSVDWTVGRTGVVTPTANLTPVQLAGTTVSRATLHNVDYIAEKDIRKDDTVIVYKAGDIIPAV
LRVVESKRVSEEKLDIPTNCPSCNSDLLHFEDEVALRCINPRCPAQIMEGLIHFASRDAMNITGLGPSIVEKLFAAN
LVKDVADIYRLQEEDFLLLEGVKEKSAAKLYQAIQASKENSAEKLLFGLGIRHVGSKASQLLLQYFHSIENLYQADS
EEVASIESLGGVIAKSLQTYFATEGSEILLRELKETGVNLDYKGQTVVADAALSGLTVVLTGKLERLKRSEAKSKLE
SLGAKVTGSVSKKTDLVVVGADAGSKLQKAQELGIQVRDEAWLESL

SEQ ID NO: 63

MQELFNNLMELCKDSQRKFFYSDDVSASGRTYRIFSYNYASY SDWLLPDALECRGIMFEMDGEKPVRIASRPME
KFFNLNENPFTMNIDLNDVDYILTKEDGSLVSTYLDGDEILFKSKGSIKSEQALMANGILMNINHHRLRDRLKELA
EDGFTANFEFVAPTNRIVLAYQEMKIILLNVRENETGEYISYDDIYKDATLRPYLVERYEIDSPKWIEEAKNAENIE
GYVAVMKDGSHFKIKSDWYVSLHSTKSSLDNPEKLFKTIIDGASDDLKAMYADDEYSYRKIEAFETTYLKYLDRA
LFLVLDCHNKHCGKDRKTYAMEAQGVAKGAGMDHLFGIIMSLYQGYDSQEKVMCEIEQNFLKNYKKFIPEGY

SEQ ID NO: 64
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MFKKYSSLENHYNSKFIEKLY SLGLTGGEWVAREKIHGTNFSLIIERDKVTCAKRTGPILPAEDFFGYEIILKNYAD
SIKAVQDIMETSAVVSYQVFGEFAGPGIQKNVDYCDKDFYVFDIIVT TESGDVTYVDDYMMESFCNTFKFKMAPL
LGRGKFEELIKLPNDLDSVVQDYNFTVDHAGLVDANKCVWNAEAKGEVFTAEGYVLKPCYPSWLRNGNRVAIKC
KNSKFSEKKKSDKPIKAKVELSEADNKLVGILACYVTLNRVNNVISKIGEIGPKDFGKVYMGLTVQDILEETSREGIT
LTQADNP SLIKKELVKMVQDVLRPAWIELVS

SEQ ID NO: 65

MQSIKELYQNLINLCVDDNTKFYFAETVTSLGTKVRIFDYHVAGYNDWIRPDAMASRGIMFEMNGEIPVRIMSR
PMDKFFNYSEVIGWEKLETAGNMKMPDLNKIAYVIDKRDGSLISTYLDISGEIKNLLLKSKASIRSNQANDASVW
LYQEDHKDLLEFCTAYAENGFTVNMEWTAPHNQIVLCYNEHQLRILNIRHNETGEYVDFGELQKDPTFVKYAAD
FFEVPGDGKAWIDEVYQMTGIEGFVVVMEDYQMFKLKTDWYVALHHTKDSINNSERLIYACAENCTDDLRQMF
RDDENSLQKIEIFDNHFRDVVMDAMKKLTEAYEKYRGMERRDYAINMNNDFKNERHWFNIAMQMFAQRPDFS
MTDEIVAVIKKYPKTFIPKGY

SEQ ID NO: 66

MLELYKNLMNLCESSEVAKFFYKDFTGPMDGKFRVFSYHYASYSEWLKPDALECRGIMFEMDGDTPIRIASRPM
EKFFNLNENPMTMGIDISDVEYIMDKADGSLVSSYVDDGYLYLKSKTSLYSDQARQASALLNSEEY SSLHQVILEL
ALDGYTVNMEFVSPNNRVVLAYQEPQLFVLNVRNNTTGEYIKYDDLYANAKIRPYLINAYGISDPTTWVEGVRAL
EGVEGYIAVLNTGQRFKVKTEWYSALHHTKDSITSNERLFASVVSANSDDLRSLFAGDEYAIKKISAFEQAYLDYL
GKSLELCQSFYDEYRGRARKDYAIAAQKATVNQRHLFGVIMNMYEGTVDVDKLLKDLERVFLKYWAGYVPKEYE
KEIEISEE

SEQ ID NO: 67

MSRTIELFNNLMSVVEKSEKGNFYFKDVITSMGTKARIFSYFIASYTDWLQDDALECRGIMFELNDKNEPVRIMA
RPMQKFFNLKENPMTIGLDLTKMIGLMEKADGSLISSYHDQGYVYLKSKAAIFSDQANKAMALLNSPAYEKLRDA
IVRAGSDFTFNMEYVGPSNRVVLPYEEEELIVLNVRHNETGQYVEFSTLLDDPLIRHRMIGVYPCPDWSKVTPEE
WEAATRAETDIEGVIGIMPDGQLFKLKTDWY SSLHRTKDSINNNKALFQSIKERASDDLRGMFSDDNAALAKIE

AFESAYIDTVAKYHKICAEVFLRFARFLIVEVFAIEAQARMKDCRYLFSIVMQQYGRDWDGELAVEKIEEHIIKEYA
TYVVPMAYR

SEQ ID NO: 68

MEHKLCQQKKT TKKVLALFKNLMALCDGSDTFYYKDEITAMQTRMRIFSYLYLSKPEMWNKPDALECRGIMFEI
DDKDRPVRIASRPMEKFFNLGENDRARFKPEDVEMVMDKMDGSLVSTYIDNGYVQLKSKAALYSSQAERANGLL
YSEKYADLRAKIADIGSDYTFNFEYTAPSNRIVVEYSEPSLTLLNVRHNVTGEYVPHQMLFADAILRPHLVNALQV

DSARFSNILDEVRTAEGIEGIVARTKDGQMFKVKSEWYIGVHNIKNTSMFPNNLIYYVVESETDDLRAAYEGEPE
ALERIELFEEAFRSILRNAFTTATEFYNAHAGEDRKTYASNATIESRKHGDAQSYIFMCLMIAFDGLDYDRILASM
KTYYLRNYKKLIPADKIDW

SEQ ID NO: 69
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MKELFDNLMALQDPNDISKFFYKDVVTQPGTKCRIFSYNYAAYSDWLLPGALESRGIMFELDADNQPVRVMARP
MEKFFNLEENPFTMDLDLSQLEYAMTKADGSLISTYVDQGYLYTKSKGSISSSQAIESKQLLLDINYKPLAERALE
LAKDGFTCNFEYVAPNNRIVLNYAKKDLILLNVRHNETGEYVPMAELQKDPVLRNYLIDVYPPREDIDTNEMIKEI
REMVDIEGFVFQHASGLKFKLKTEWYSNLHRVKDTLNNSEALFMVVVAGGSDDMKSLFTDDLSRTKIESFETAFL
DYLKKTSNFVFDLQRQLIGSDRKTYAIECQTILRNTDQLELFGVMMELYKGADQEQTIKNINVVFMKNYKKYVPA
GFETLKNEY

SEQ ID NO: 70

MNVQELYKNLMSLADDAEGKFFFADHLSPLGEKFRVFSYHIASYSDWLLPGALEARGIMFQLDDNDEMIRIVSRP
MEKFFNLNENPFTMELDLTTTVQLMDKADGSLISTYLSGENFALKSKTSIFSEQAVAANRYIKKPENRDLWEFCD
DCTQAGLTVNMEWCAPNNRIVLEYPEAKLVILNIRDNETGDYVSFDDIPQSALMRVKQWLVDEYDPATAHEPDF
VEKLRDTKGIEGMILRLANGQSVKIKTQWYVDLHSQKDSVNVPKKLVTTILNGNHDDLYALFADDKPTIERIREF
DSHVTKTLTNSFNAVRQFYARNRHLARKDYAIAGQKVLKPWEFGVAMIAYQKQTVEGVYESLVTAYLKRPELAIP
EKYLNGV

SEQ ID NO: 71

MIELYDNLMTLVKNSTKSKFFFKDFQSALGVNYRIFSYNYASYSDWLEDGALECRGIMFEMDENGPVRIAARPM
QKFFNLDENPLTIGLDLSQENIDLVMAKEDGSLISTFMDRQYLSVKSKGSIHSSMVHDSLRFLRLPENEAFAARLE
EITKAGYTCNLEYVSPTNRIVLAYQETNLILLNVRNNETGEYIPYAELFKDGALRKHLVKSYELSEGDFVDNIRKQE
GIEGFIFVLKDGTFFKLKTAWYSALHHTKDSINNNERLFEVVVAGGTDDLRGLFSTDSFAIEKINAFERIHLDYLE
QSLALLEAAYSQLKGRDRKDYAVTGQLILKDFPGLFSILMQAYVDGINYDTVMDQINSVFLKNHKAQIPEKYLKEI
VVE

SEQ ID NO: 72

MVLYSKHKRGYTMQELFNNLMELCKDSQRKFFYSDDVSASGRTYRIFSYNYASYSDWLLPDALECRGIMFEMDG
EKPVRIASRPMEKFFNLNENPFTMNIDLNDVDYILTKEDGSLVSTYLDGDEILFKSKGSIKSEQALMANGILMNIN
HHQLRDRLKELAEDGFTANFEFVAPTNRIVLAYQEMKIILLNVRENETGEYISYDDIYKDAILRPYLVERYEIDSPK
WVEEAKNAENIEGYVAVMKDGSHFKIKSDWYVSLHSTKSSLDNPEKLFKTIIDGASDDLKAMYADDEY SYRKIEA
FETTYLKYLDRALFLVLDCHNKHCGKDRKTYAMEAQGVAKGAGMDHLFGIIMSLYQGYDSQEKVMCEIEQNFLK
NYKKFIPEGY

SEQ ID NO: 73

MKELYNNLLKLTEEHGDCFFFRDHWSSIGNHFRVFSYHIAGLTQWMLPDALECRGIMFELINGEPYRIASRPMEK
FFNLAERQAWNLTNSGVVGLDKLELDYSNIDRYEDKADGSLMSSYHFIDPEDDNRINYMLKSKTSINSDQANDA
NRWLVNHTDLLDFIIDCEEAGYTVNLEWCSPKNQIVIMYPEESLKILNVRHRDTGEYYSNNSLIRSPVFRKYAVD

QFMFEEGTDVNTAISNMYNETGIEGYILVMRDGSRVKIKTTSYVARHKLKDSITNNKDLVIAVAQGVSDDLRQLF

LDDSLSLTKIQEFEDHVVSVAGSTYTKIREAHKACAGMERREYAISMQNTFKQDRMFFNIVMKMFQAPDLEVMP
EIMSVIIKYPDEFVPTKWK

SEQ ID NO: 74
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MEKLYYNLLSLCKSSSDRKFFYSDDVSPIGKKYRIFSYNFASY SDWLLPDALECRGIMFEMDGETPLRIASRPMEK
FFNLNENPFTLSIDLNDVKYLMTKEDGSLVSTYLDGNMVRFKSKGSIKSDQAASATSILLDINHKDLADRLLELCN
DGFTANFEYVAPSNKIVLTYPEKRLILLNIRDNNTGKYIEYDDIYLDPVFRKYLVDRFEAPEGDWVPGVKSSTNIE
GYVAVMKDGSHFKLKTDWYVALHTTRDSISSPEKLFLAIMNGASDDLKAMYADDEFSFKKVELFEKAYLDFLDRS
FYICLDAYDKHKGKDRKTYAIEAQAICKGAQSPWLFGIIMNLYQGGSKEQMMTALESVFIKNHKNFIPEGY

SEQ ID NO: 75

MNELYNNLMTLIEPGKMSRFFLRDAVTPFGTRVRMFGYNYASYTDWLLPDALEARGIMFEMDENDQPIRVMAR
PMEKFFNLGENPFTIDLDLSTIEYFMDKSDGSLISSYVDNDTLFMKSKMSIGSVQAVAARQVIQDYVHRDLHDRY
LELAKDGFTCNFEYVAPDNRVVILYPERALVLLNVRNNETGEYVHIEELKRDPVLRRYLVNNYVIDPENFDQDTFV
NDIYQMVDIEGYVFRLMTGQHVKIKTEWYKMLHYAKDTINNNEALFAITVAAQLDDVRSLYSDDYALGKINKFE
EVFLGFLDTRLPILLNLHKELNGSSRKDYAIKSQTYFKQANELYLFGIFMQMFEGVPPREQLVEKLSEAFMKNYKL
FVPPEYDKVVEYDN

SEQ ID NO: 76

MRTKQIFDDLMNLTAKNDAFMWKDFVSPAGGLFRIFSYRLASYSDFLEPNALECRGSMFKVDDEGNFVGIASRT
PMKFFNAYENPFTMYDKDTLSSEIAVVMDKLDGSIISTFMDVDFVVRTKSHASLHSDHAYNSTAMLIADKELYNE
VHYAESMGYTVNMEYTSPEYRIVLPYQEDNLTVLNLRHRETGELLIGERLKEFSKILYERSVFAKHGEIDATFPMK
ETLKESIDAVRGMADIEGYVLILKDGRMCKIKTDWYCALHFTKDSINVDSRLYDAIITGASDDLKQMFSTDLYAM
KKIEKMEQLIFSCYNKLVHDVESFYEENKHLERKEYALKVQSTLPNELGMPGLAFSLYASKPVDYKGQMLKYMKD
VLVNFEV

SEQ ID NO: 77

MQSIKELYQNLVNLCVDDNTKFFFSETVTSLGTKVRIFDYHVAGYNDWIRPDAMACRGIMFEMNGEIPVRIMSR
PMDKFFNYSEVIGWEKLETHGNMKMPDLSKIKFVIDKRDGSLISTFMDVDNLLLKSKGSIRSNQANDASVWLYQ
DDQADLLEFCRAYAKEGFTVNMEWTAPHNQIVLCYTDHQLRILNIRHNETGEYVDFAELQKDSVFRKYAADFYE
VPQDGAEWIKNVYGMTGIEGYVVVMEDYQMFKLKTDWYVALHHTKDSINDSKRLISACAENATDDLRQMFRD

DPNSLAKIEVFDAKFRDVVSSAMQALTNAY SKYKALERREYAISMTNEFKNERHWFNIAMQMFSTRPDFSLADEI
VAVIKKYPEKFVPQGY

SEQ ID NO: 78

MKELFDNLMNLCNDTDESRFFYRDDISPSGLKYRIFSYNYASYSDWLLPDALECRGIMFEMIDGVPVRIASRPME
KFFNLNETPFTMNLDLSNAVHMMKKEDGSLVSSYLDGNILRFKSKSSLKSEQAYLSSAMLTSITHEALLWRLLELA
RDGFTANFEYVSPENRIVLAYQKKDLILLNIRENDTGAYVPYNEIAKDPVLRQYLVESYEIPEGDFVSDIKAMEGIE
GYVFVMDNGLRFKLKTDWYTALHHTKDSITKNDRLFEVIVNNASDDLKGLFSNDAY SLKKINKFEEVYLDYLRRS
LSFISTSYQKLRGLDRKTYAGEAKRLADAERLPFLFTILMLMFNDSMDYDTTIKKVNELFMKNYKTFIPKEYE

SEQ ID NO:79

MTTQELYNHLMTLTEDAEGKFFFADHISPLGEKLRVFSYHIASYSDWLLPGALEARGIMFQLDEQDKMVRIVSRP
MEKFFNLNENPFTMDLDLTTTVQLMDKADGSLISTYLTGENFALKSKTSIFSEQAVAANRYIKLPENRDLWEFCD

DLTQAGCTVNMEWCAPNNRIVLEYPEAKLVILNIRDNETGDYVSFDDIPLPALMRVKKWLVDEYDPETAHVDDF
VEKLRATKGIEGMILRLANGQSVKIKTQWYVDLHSQKDSVNVPKKLVTTILNNNHDDLYALFADDKPTIDRIREF

DSHVSKTVSASFHAVSQFYVKNRHMSRKDY ATIAGQKALKPWEFGVAMIAY QKKTVEGVYEALVGAYLKRPELLIP
EKYLNEA
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SEQ ID NO: 80

MNYLELKNMAENLKDSNYRSTKLNNFKFYTYIFSDYKNFKENNTFFIRGLMIDSKSILNKDTLAPGISIPMPKFFNI
NENEDWLLPDSTNLEDFTIVTKYDGSLMIPYEY DGIKFRTKMSIDNDQTKLANKYIKNNPDILDLIKNNPDTQYF
FELISPLNRIVVDYNKTELKLIAELDLRTLEFKIHETNEFNFKDLNIKTLKDLKDYINTISNYEGVILQHKVTKKVYKL
KTQEYLDLHNTMTNLDLKVIYKMILEETIDDVLPKLSPEAVAYIDSVSNSVKVKLNEILDSIDSNYIKTKDLETPAL
YIKDLNIDPIAKDCLFKLCKNKLNLDDVLNQVKKSMLKYNKLRDIKVFLKWIH

SEQ ID NO: 81

MKVIEFLKNAPSITDGLASLHLELGIKAKIYEDEGLIVLNYSQIDSPKTHPIVQECRGLIIDNDLTVVARPFDRFFNY
GEALNVMPEIDWENASIFEKVDGSLIKIYFHKGRWEVATRGTAFAESECMGHGITFKELVFNALKVHDDDGFQY
LMNNAYLFRDTTYLFELTCVENRVVRHYHGYNLHFLAARDNVSGNY SEECRDWLRSPDCILYGIVKHPKRYALG
SADEALQAAKELKNLDEGFIVYQNAVPIAKIKSPAYVAVHHIRGEGLNPKRIMELVLSGEHDEYLSYFPEDRPIIQP
YVDSLLDMLNITAVTYPRLNQATTPKAFAAAIKHAGIDKQKASVYFMARRDNKDPVQVFHGMKT TFKMDMLRK
WMMV

SEQ ID NO: 82

MPNCRIEIRRSRMEGNLNIAMYKDLIANKLVTVKHFNGMSIIKYARKVFYENLWNEHPLLLEARGHVFDQHSGD
CIVRPFEKVFNLGENGAGSFLHPKFRVRLIEKVNGFMFSVTKHNGSLIFSTTGSLTSDYVALGQKYVSNNPDDYIA
GFTYNFEICSPDDPHIVEEEEGAYLIGIRDIFTGGQLSEYILDSHALGVTDHSSVKILRPEHIECSWEHAKGLLSSC
EKEGYMVQTGLGTVKCKSTHYLGKKFIMRMGSKKVNSMYQDPAGFKQTLDEEFYPLVDFLVNEVEEVRFTEMT
DAQRRLLIETYFDMARI

SEQ ID NO: 83

MKSRILEFIKNNPDTWEEKLNEKFIRTNHNGDLVCFKYATEADFSDPLVCEARGIIIDVAQLVVVCWPFDKFFNV
QEKYAADIDWNSARVLEKIDGSMIKLFWYKGAWRFATSSTCDAKDAAIPGYNELTYADIIARAENVNEIPFEELN
KDYTYIFELVSPLSQIVVRYEMTELFFLTARNNLTGEELDTELLQFRRPRSFALKSMNECLDAALALNKGDEIEDE
GFVVVDEKHNRVKIKSPAYVAMHRLSTNKVFTVKRMAEFFCNGEDLSKLAKDFPANAHIIKYYDWQFAEMKHKA
EDMMLYSRRLYEEYDHDRKAVAMTIKDSPYAWAGFRAIGNDKDITDIMAVLAPANVEKLIVEYPEISN

SEQ ID NO: 84
ACUCCUCGGU
SEQ ID NO: 85
ACUCCUCGGUA
SEQ ID NO: 86
ACTCATCGAT
SEQ ID NO: 87
ACTCATCGATA

SEQ ID NO: 88
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MSRTIELFNNLMSVVEKSEKGNFYFKDVITSMGTKARIFSHKIASYTDWLQDDALECRGIMFELNDKNEPVRIMA
RPMQKFFNLKENPMTIGLDLTKMIGLMEKADGSLISSYHDQGYVYLKSKTSIFSDQANKAMALLNSPAYEKLRDA
IVRAGSDFTFNMEYVGPSNRVVLPYEEEELIVLNVRHNETGQYVEFSTLLDDPLIRHRMIGVYPCPDWSKVTPEE
WEAATRAETDIEGVIGIMPDGQLFKLKTDWYSSLGRTKFSINNNKALHQSIKERASVALRGMFSDDNAALAKIEA
FESAYIDTVAKYHKICAEVFLRFARFLIVEVFAIEAQARMKDCRY LFSIVMQQYGRDWDGELAVEKIEEHIIKEYAT
YVPMAYR

SEQ ID NO: 89

MSRTIELFNNLMSVVEKSEKGNFYFKDVITSMGTKARIFSHQIASYTDWLQDDALECRGIMFELNDKNEPVRIMA
RPMQKFFNLKENPMTIGLDLTKMIGLMEKADGSLISSYHDQGYVYLKSKTSIFSDQANKAMALLNSPAYEKLRDA
IVRAGSDFTFNMEYVGPSNRVVLPYEEEELIVLNVRHNETGQYVEFSTLLDDPLIRHRMIGVYPCPDWSKVTPEE
WEAATRAETDIEGVIGIMPDGQLFKLKTDWYSSLGRTKFSINNNKALHQSIKERASGALRGMFSDDNAALAKIEA
FESAYIDTVAKYHKICAEVFLRFARFLIVEVFAIEAQARMKDCRYLFSIVMQQYGRDWDGELAVEKIEEHIIKEYAT
YVPMAYR

SEQ ID NO: 90

MSRTIELFNNLMSVVEKSEKGNFYFKDVITSMGTKARIFSYFIASYTDWLQDDALECRGIMFELNDKNEPVRIMA
RPMQKFFNLKENPMTIGLDLTKMIGLMEKADGSLISSYHDQGYVYLKSKTSIFSDQANKAMALLNSPAYEKLRDA
IVRAGSDFTFNMEYVGPSNRVVLPYEEEELIVLNVRHNETGQYVEFSTLLDDPLIRHRMIGVYPCPDWSKVTPEE
WEAATRAETDIEGVIGIMPDGQLFKLKTDWYSSLGRTKYSINNNKALNQSIKERASVALRGMFSDDNAALAKIEA
FESAYIDTVAKYHKICAEVFLRFARFLIVEVFAIEAQARMKDCRYLFSIVMQQYGRDWDGELAVEKIEEHIIKEYAT
YVPMAYR

SEQ ID NO: 91

MSRTIELFNNLMSVVEKSEKGNFYFKDVITSMGTKARIFSHNIASYTDWLQDDALECRGIMFELNDKNEPVRIMA
RPMQKFFNLKENPMTIGLDLTKMIGLMEKADGSLISSYHDQGYVYLKSKTTIFSDQANKAMALLNSPAYEKLRDA
IVRAGSDFTFNMEYVGPSNRVVLPYEEEELIVLNVRHNETGQYVEFSTLLDDPLIRHRMIGVYPCPDWSKVTPEE
WEAATRAETDIEGVIGIMPDGQLFKLKTDWY SSLGRTKY SINNNKALHQSIKERASYDLRGMFSDDNAALAKIE
AFESAYIDTVAKYHKICAEVFLRFARFLIVEVFAIEAQARMKDCRYLFSIVMQQYGRDWDGELAVEKIEEHIIKEYA
TYVPMAYR

SEQ ID NO: 92

MSRTIELFNNLMSVVEKSEKGNFYFKDVITSMGTKARIFSHKIASY TDWLQDDALECRGIMFELNDKNEPVRIMA
RPMQKFFNLKENPMTIGLDLTKMIGLMEKADGSLISSYHDQGYVY LKSKAAIFSDQANKAMALLNSPAYEKLRDA
IVRAGSDFTFNMEYVGPSNRVVLPYEEEELIVLNVRHNETGQYVEFSTLLDDPLIRHRMIGVYPCPDWSKVTPEE
WEAATRAETDIEGVIGIMPDGQLFKLKTDWYSSLHRTKDSINNNKALFQSIKERASDDLRGMFSDDNAALAKIE

AFESAYIDTVAKYHKICAEVFLRFARFLIVEVFAIEAQARMKDCRYLFSIVMQQYGRDWDGELAVEKIEEHIIKEYA
TYVPMAYR

SEQ ID NO: 93
ACTCATCGATC
SEQ ID NO: 94

ACTCATCGATT
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SEQ ID NO: 95

MEEDKAYWNKDAQDALDKQLGIKLREKQAKNVIFFLGDGMSLSTVTAARIYKGGLTGKFEREKISWEEFDFAAL
SKTYNTDKQVTDSAASATAYLTGVKTNQGVIGLDANTVRTNCSYQLDESLFTYSIAHWFQEAGRSTGVVTSTRV
THATPAGTYAHVADRDWENDSDVVHDREDPEICDDIAEQLVFREPGKNFKVIMGGGRRGFFPEEALDIEDGIPG
EREDGKHLITDWLDDKASQGATASYVWNRDDLLAVDIRNTDYLMGLFSYTHLDTVLTRDAEMDPTLPEMTKVA
IEMLTKDENGFFLLVEGGRIDHMHHANQIRQSLAETLDMEEAVSMALSMTDPEETIILVTADHGHTLTITGYADR
NTDILDFAGISDLDDRRYTILDYGSGPGYHITEDGKRYEPTEEDLKDINFRYASAAPKHSATHDGTDVGIWVNGP
FAHLFTGVYEENYIPHALAYAACVGTGRTFCD

SEQ ID NO: 96
ACTCATCGATA
SEQ ID NO: 97
ACTCATCGATAA
SEQ ID NO: 98
ACTCATCGATAA
SEQ ID NO: 99

ACTIAGACCACG

SEQ ID NO: 100

MLQMNLEELRRIQEEMSRSVVLEDLIPLEELEYVVGVDQAFISDEVVSCAVKLTFPELEVVDKAVRVEKVTFPYIPT
FLMFREGEPAVNAVKGLVDDRAAIMVDGSGIAHPRRCGLATYIALKLRKPTVGITKKRLFGEMVEVEDGLWRLLD
GSETIGYALKSCRRCKPIFISPGSYISPDSALELTRKCLKGYKLPEPIRTADKLTKEVKRELTPTSKLK

SEQ ID NO: 101

GACCACG

68



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2914591 T3

REIVINDICACIONES

Procedimiento para producir un producto de oligonucleétido terapéutico monocatenario que tiene al
menos un residuo de nucleodtido modificado, en el que la modificacion se selecciona del grupo que consiste
en modificacion en la posicion 2° del resto de azucar, modificacién de la nucleobase y modificacion de la
estructura principal, y en el que el producto tiene 20-30 nucleétidos de longitud, que comprende:

a) proporcionar un conjunto de oligonucle6tidos (I) que comprende segmentos de la secuencia del
producto, en el que al menos un segmento de la secuencia del producto contiene al menos un residuo de
nucleétido modificado, en el que la modificacién se selecciona del grupo que consiste en modificacion en
la posicién 2’ del resto de azucar, modificacién de la nucleobase y modificacion de la estructura principal,
y en el que cada segmento se ha producido mediante sintesis enzimatica;

b) proporcionar un oligonucleétido molde (ll) complementario a la secuencia del producto de
oligonucleétido monocatenario, teniendo dicho molde una propiedad que permite que se separe del
producto y se recicle para su uso en futuras reacciones;

¢) poner en contacto (I) y (ll) en condiciones para permitir el apareamiento de los oligonucleétidos de
segmento con el oligonucleétido molde;

d) unir los oligonucleétidos de segmento usando una ligasa para formar el producto;

e) cambiar las condiciones para desnaturalizar el molde apareado y cualquier hebra de oligonucleétido de
impureza, y separar las impurezas;

f) cambiar las condiciones para desnaturalizar el molde apareado y las hebras de oligonucleétidos de
producto, y separar el producto de oligonucleétido monocatenario; y

g) reciclar el oligonucleétido molde para su uso en futuras reacciones.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que uno o mas o todos los oligonucleétidos de segmento
se producen usando una ligasa monocatenaria (ligasa mc), opcionalmente una ARN ligasa.

Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que el procedimiento para producir un oligonucleétido de
segmento usando una ligasa mc comprende:

(i) afadir un nucleétido, un dinucleétido, un trinucledtido o un tetranucleétido; que tiene un resto o bien
fosfato, tiofosfato o bien ditiofosfato en el extremo 3’; y un resto o bien fosfato, tiofosfato o bien ditiofosfato
en el extremo 5’; al 3'-OH de un cebador de oligonucleétido monocatenario usando una ligasa mc;

(ii) eliminar el 3-fosfato, 3'-tiofosfato o ditiofosfato usando una fosfatasa;

(iii) repetir las etapas (i) y (ii) para extender el oligonucleétido para producir la secuencia de segmento; y

(iv) liberar el oligonucleétido de segmento del cebador de oligonucleétido usando una endonucleasa
especifica de secuencia.

Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que se afade un 3',5-nucleétido-bisfosfato, que tiene uno
0 mas de cualquiera de los oxigenos del fosfato sustituidos por azufre, al 3'-OH de un cebador de
oligonucleétido monocatenario usando una ligasa mc en la etapa (i).

Procedimiento segln la reivindicacién 3 o 4, en el que se anade un 3',5-bistiofosfato, un 3'-fosfato-5'-
tiofosfato, un 3’-tiofosfato-5'-fosfato, un 3',5’ bisditiofosfato, un 3'-fosfato-5'-ditiofosfato o un 3’-ditiofosfato-
5'-fosfato al 3'-OH de un cebador de oligonucleétido monocatenario usando una ligasa mc en la etapa (i).

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que uno o mas o todos los oligonucleétidos
de segmento se producen usando una transferasa.

Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que el procedimiento para producir un oligonucleétido de
segmento usando una transferasa comprende:

(i) afadir un nucleotido-5'-trifosfato, alfa-tiotrifosfato o alfaditiotrifosfato, que tiene un grupo protector en
su 3'-OH, al 3'-OH de un cebador de oligonucleétido monocatenario, usando una transferasa;

(i) desproteger la posicion 3’ para regenerar el 3'-OH;
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(iii) repetir las etapas (i) y (ii) para extender el oligonucleétido para producir la secuencia de segmento;

(iv) liberar el oligonuclettido de segmento del cebador de oligonucleétido usando una endonucleasa
especifica de secuencia.

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el procedimiento es semicontinuo o
continuo.

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el producto se produce a una escala de
gramos o kilogramos y/o el procedimiento se lleva a cabo en un reactor de al menos 1 .

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, mediante el cual la desnaturalizacion resulta de un
aumento de temperatura, un cambio en el pH o un cambio en la concentraciéon de sal en una disolucion
tamponante.

Procedimiento segun la reivindicacién 10, en el que el procedimiento incluye dos etapas de aumento de
la temperatura: i) para desnaturalizar los duplex de molde:impureza y ii) para desnaturalizar los duplex de
molde:producto.

Procedimiento segln cualquier reivindicacion anterior, en el que los segmentos tienen de 3 a 15
nucleétidos de longitud.

Procedimiento segln cualquier reivindicacion anterior, en el que la longitud del producto es de 20 a 25
nucleétidos de longitud.

Procedimiento segun la reivindicacion 13, en el que dicho producto tiene 20 nucleétidos de longitud y
comprende tres oligonucleétidos de segmento que comprenden:

(i) un segmento 5 que tiene 7 nucleétidos de longitud, un segmento central que tiene 6 nucleé6tidos de
longitud y un segmento 3’ que tiene 7 nucledtidos de longitud;

(if) un segmento 5’ que tiene 6 nucledtidos de longitud, un segmento central que tiene 8 nucledtidos de
longitud y un segmento 3’ que tiene 6 nucleétidos de longitud;

(iii) un segmento 5’ que tiene 5 nuclettidos de longitud, un segmento central que tiene 10 nucledtidos de
longitud y un segmento 3’ que tiene 5 nucleotidos de longitud;

(iv) un segmento 5 que tiene 4 nucleétidos de longitud, un segmento central que tiene 12 nucleétidos de
longitud y un segmento 3’ que tiene 4 nucleétidos de longitud; o

(v) un segmento 5’ que tiene 3 nucleétidos de longitud, un segmento central que tiene 14 nucleétidos de
longitud y un segmento 3’ que tiene 3 nucleétidos de longitud.

Procedimiento segln cualquier reivindicacion anterior, en el que el molde esta unido a un material de
soporte.

Procedimiento segun la reivindicacién 15, en el que el material de soporte es un material de soporte
soluble, opcionalmente en el que el material de soporte se selecciona del grupo que consiste en
polietilenglicol, un polimero orgénico soluble, ADN, una proteina, un dendrimero, un polisacarido, un
oligosacarido y un hidrato de carbono.

Procedimiento segun la reivindicacién 15, en el que el material de soporte es un material de soporte
insoluble, opcionalmente en el que el material de soporte insoluble se selecciona del grupo que consiste
en: una perla de vidrio, una perla polimérica, un soporte fibroso, una membrana, una perla recubierta con
estreptavidina y celulosa, o forma parte del propio recipiente de reaccion, por ejemplo una pared de
reaccion.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que se unen multiples copias
repetidas del molde de manera continua por medio de un solo punto de unién al material de soporte.

Procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que el molde se une al material
de soporte en multiples puntos de union.

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la modificacion es en la posicion 2’ del

resto de azlcar y se selecciona del grupo que consiste en 2'-F, 2-OMe, 2'-MOE y 2’-amino, o en el que
el oligonucleétido comprende un PMO, un LNA, un PNA, un BNA o un SPIEGELMER.
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Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la modificacion es en la nucleobase y se
selecciona del grupo que consiste en una 5-metilpirimidina, una 7-deazaguanosina y un nucle6tido
abasico.

Procedimiento segin cualquier reivindicacion anterior, en el que la modificacién es en la estructura
principal y se selecciona del grupo que consiste en fosforotioato, fosforamidato y fosforodiamidato.

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el producto de oligonucleétido
monocatenario resultante tiene una pureza de al menos el 90 %, opcionalmente en el que el producto de
oligonucleétido monocatenario tiene una pureza de al menos el 95 %, opcionalmente en el que el producto
de oligonucleétido monocatenario tiene una pureza de al menos el 98 %.

Procedimiento segun cualquier reivindicacién anterior, en el que el procedimiento produce un gapmero.
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FIG. 1B

1) Adicion; Ligamiento de base/bases al cebadorl AI*

2) Desproteccion 1
Repetir las etapas 1y 2 1

3) Escision: Cadena detectada a partir del cebadorl
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