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DESCRIPCION
Intercambio de nucleétidos seleccionados mejorado con oligonucleétidos modificados por propinilo.
Campo de la invencion

La presente invencion versa acerca de un procedimiento para la alteracion especifica y selectiva de una secuencia
de nucleétidos en un sitio especifico del ADN en una célula diana mediante la introduccién de un oligonucleétido en
esa célula. El resultado es el intercambio seleccionado de uno o mas nucleétidos para que la secuencia del ADN
diana se convierta en el del oligonucleétido cuando sean diferentes. Mas en particular, la invencion versa acerca del
intercambio de nucleétidos seleccionados usando oligonucleétidos modificados. La invencién versa, ademas, acerca
de oligonucleoétidos y kits. La invencién también versa acerca de la aplicacion del procedimiento.

Antecedentes de la invencion

La modificacion genética es el procedimiento de creacion deliberada de cambios en el material genético de células
vivas con el propoésito de modificar o una mas propiedades biologicas codificadas genéticamente de esa celula, o de
un organismo del cual forma parte la célula o en el cual puede regenerarse. Estos cambios pueden adoptar la forma
de una delecion de partes del material genético, una adicion de material genético exégeno o cambios en la
secuencia de nucleétidos existente del material genético. Se conocen procedimientos para la modificacién genética
de organismos eucariotas hace mas de 20 afios y han encontrado una aplicacion generalizada en células vegetales,
humanas y animales y en microorganismos para mejoras en los campos de la agricultura, la salud humana, la
calidad de los alimentos y la proteccion medioambiental. Los procedimientos comunes de modificacion genética
consisten en afadir fragmentos de ADN exégeno al genoma de una célula, que entonces conferird una nueva
propiedad a esa célula o a su organismo sobre y por encima de las propiedades codificadas por genes ya existentes
(incluyendo aplicaciones en las que la expresion de los genes existentes sera suprimida por ello). Aunque muchos
de tales ejemplos son efectivos en la obtencion de las propiedades deseadas, estos procedimientos, no obstante, no
son muy precisos, porque no hay ningun control sobre las posiciones genémicas en las que han de insertarse los
fragmentos de ADN exdgeno (y, por ende, sobre los niveles definitivos de expresion), y porque el efecto deseado
tendra que manifestarse sobre las propiedades naturales codificadas por el general original y bien equilibrado. Por el
contrario, procedimientos de modificacion genética que den como resultado la adicion, la delecién o la conversién de
nucleétidos en /oci gendmicos predefinidos permitiran la modificacion precisa de genes existentes.

El intercambio de nucledtidos seleccionados dirigido por oligonucledtidos (TNE, a veces ODTNE) es un
procedimiento que se basa en el suministro al nicleo de la célula eucariota de oligonucleétidos sintéticos (moléculas
consistentes en tramos cortos de restos de tipo nucleétido que se asemejan al ADN en sus propiedades de
apareamiento de bases de Watson-Crick, pero que pueden ser quimicamente diferentes del ADN) (Alexeev y Yoon,
Nature Biotechnol. 16: 1343, 1998; Rice, Nature Biotechnol. 19: 321, 2001; Kmiec, J. Clin. Invest. 112: 632, 2003).
Disefiando deliberadamente un nucleétido discrepante en la secuencia de homologia del oligonucleétido, el
nucleodtido discrepante puede ser incorporado en la secuencia genémica de ADN. Este procedimiento permite la
conversion de nucleétidos aislados o, como mucho, de algunos nucledtidos en Joci existentes, pero puede ser
aplicado para crear codones finalizadores en genes existentes, dando como resultado una alteracion de su funcion,
o crear cambios en los codones, dando como resultado genes que codifican proteinas con una composicion alterada
de aminoécidos (ingenieria de proteinas).

El intercambio de nucleétidos seleccionados (TNE) ha sido descrito en células vegetales, animales y de levadura.
Los primeros informes sobre TNE utilizaban lo que se denominaba quimera, que consistia en un oligonucleétido
autocomplementario que esta disefiado para intercalarse en el sitio de la diana cromosémica. La quimera contiene
un nucleétido discrepante que forma la plantilla para introducir la mutacion en la diana cromosémica. Para
seleccionar eventos de TNE, la mayoria de los estudios intentan introducir un cambio de un solo nucleétido en un
gen enddgeno que conduce a la resistencia a herbicidas. Los primeros ejemplos que usaban quimeras procedian de
células humanas (véase la resefia: Rice y otros Nat. Biotech. 19: 321-326). El uso de quimeras también ha tenido
éxito en las especies vegetales tabaco, arroz y maiz (Beetham y otros 1999 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 8774-
8778; Kochevenko y otros 2003 Plant Phys. 132: 174-184; Okuzaki y otros 2004 Plant Cell Rep. 22: 509-512). Sin
embargo, se descubrié que la actividad de las quimeras era dificil de reproducir y, por ello, se ha sometido ha
ensayo la actividad del TNE de oligonucleétidos monocatenarios (mc). Se ha descubierto que estos dan resultados
mas reproducibles en células de trigo, de levadura y humanas (Liu y otros 2002 Nuc. Acids Res. 30: 2742-2750;
resefna, Parekh-Olmedo y otros 2005 Gene Therapy 12: 639-646; Dong y otros 2006 Plant Cell Rep. 25: 457-65).

Varios grupos han demostrado que también puede detectarse el TNE usando extractos de proteina total celular.
Tales ensayos de busqueda de actividad de TNE se denominan ensayos libres de células (Cole-Strauss y otros
1999 Nucleic Acids Res. 27: 1323-1330; Gamper y otros 2000 Nucleic Acids Res. 28, 4332-4339; Kmiec y otros
2001 Plant J. 27: 267-274; Rice y otros 2001 40: 857-868). El ensayo se configura como sigue. Se muta un plasmido
que contiene dos genes bacterianos de resistencia a los antibiéticos (kanamicina y carbenicilina) para que uno de los
genes de resistencia a los antibiéticos (por ejemplo, kanamicina) contenga un codén finalizador dentro del marco de
lectura debido a la alteracién de un solo nucledtido (por ejemplo, TAT a TAG). A continuacion se incuba este
plasmido mutado con proteina total celular y un oligonucleétido monocatenario disefiado para corregir el codén
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finalizador en el gen de resistencia a los antibiéticos. Las proteinas para el TNE estan presentes en el extracto
celular y utilizan el oligonucleétido para alterar el codon finalizador en el gen de resistencia a los antibiéticos,
restaurando el fenotipo de resistencia. A continuacion se purifica el ADN plasmidico a partir de la mezcla de reaccion
y se transforma en E. coli. Acto seguido, las bacterias son cultivadas en placas sobre medios que contienen
kanamicina, y el nimero de colonias bacterianas representa el numero de eventos de reparacion de TNE. Se calcula
la eficacia de la electroporacion contando el nimero de colonias que se desarrollan en medios que contienen
carbenicilina. La eficacia del TNE puede ser cuantificada calculando la proporcion de plasmidos reparados con
respecto al numero total de plasmidos transformados.

En un experimento de este tipo, el oligonucleétido efectia una sustituciéon, alterando TAG a TAC. Ademas, el
sistema libre de células también puede usarse para estudiar la posibilidad de usar oligonucleétidos para producir
inserciones de nucleétidos individuales. Pueden producirse plasmidos que tengan delecionado un tnico nucleétido
del gen de resistencia a los antibiéticos, generando una mutacién del marco de lectura. En el ensayo libre de células,
se repara la delecion mediante la adiciéon de un nucleétido mediado por el oligonucleétido.

El mayor problema afrontado por la aplicacion del TNE en células de organismos superiores como las plantas es la
poca eficacia que se ha documentado hasta ahora. En el maiz, Zhu y otros (2000 Nature Biotech. 18: 555-558)
documentaron una frecuencia de conversion de 1 x 10*. Estudios posteriores en el tabaco (Kochevenko y otros
2003 Plant Phys. 132: 174-184) y el arroz (Okuzaki y otros 2004 Plant Cell Rep. 22: 509-512) han documentado
frecuencias de 1 x 10° y 1 x 10, respectivamente. Estas frecuencias siguen siendo demasiado bajas para la
aplicacion practica del TNE.

La replicacion fiel de ADN es uno de los criterios clave que media el mantenimiento de la estabilidad gendémica y
garantiza que la informacién genética contenida en el ADN se transmite libre de mutacion de una generacion a la
siguiente. Surgen muchos errores de la lesion a la cadena de ADN parental o son generados por agentes que
reaccionan con bases de ADN (luz UV, toxinas medioambientales). Todo organismo debe mantener una
salvaguardia para evitar o corregir estas mutaciones. Se cree que el sistema de reparacion de discrepancias (MRM)
reconoce y corrige bases discrepantes o no pareadas causadas durante la replicacion del ADN en la vigilancia de
lesiones del ADN y en la prevencion de la recombinacion entre secuencias no idénticas (Fedier y Fink, 2004 Int. J
Oncol. 2004; 24 (4):1039-47), y contribuye a la fidelidad de la replicacion del ADN en células vivas.

El TNE ha sido descrito en varias solicitudes de patente de Kmiec, infer alia en WO0173002, WO03/027265,
wWO001/87914, WO99/58702, WO97/48714, WO02/10364. En WO 01/73002 se contempla que la baja eficacia de la
alteracion de genes obtenida usando oligonucleétidos de ADN no modificados se cree de forma generalizada que es
consecuencia de la degradaciéon de los oligonucledtidos donadores por nucleasas presentes en la mezcla de
reaccion o la célula diana. Para remediar este problema, se propone incorporar nucleétidos modificados que vuelvan
los oligonucleétidos resultantes resistentes a las nucleasas. Ejemplos tipicos incluyen nucleétidos con enlaces de
fosforotioato, analogos de 2-O-metilo o &cidos nucleicos bloqueados (ANB). Estas modificaciones se sitdan
preferentemente en los extremos del oligonucledtido, dejando un dominio central de ADN rodeando la base
seleccionada. Ademas, la publicacion estipula que hay implicadas interacciones quimicas especificas entre el
oligonucleétido conversor y las proteinas implicadas en la conversion. Es imposible predecir el efecto de tales
interacciones quimicas para producir fermini resistentes a las nucleasas usando modificaciones distintas de la
incorporaciéon de ANB, enlaces de fosforotioato o analogos de 2-O-metilo en el oligonucleétido, porque no se
conocen aun las proteinas implicadas en el proceso de alteracion ni su interaccion quimica con los sustituyentes del
oligonucleétido y, segun los inventores de W00173002, no pueden predecirse.

Dado que la eficacia de los procedimientos actuales de ODTNE es relativamente baja (segin se ha afirmado
anteriormente, entre 10® y 107, pese a tasas elevadas documentadas de suministro del oligonucleétido del 90%),
existe la necesidad en la técnica de dar con procedimientos para el TNE que sean mas eficaces. En consecuencia,
los presentes inventores se han propuesto mejorar la tecnologia de TNE existente.

Descripcion de la invencion

En las reivindicaciones adjuntas se dan a conocer realizaciones de la presente invencion. Los presentes inventores
han descubierto ahora que incorporando nucleétidos al oligonucleétido donador para el TNE que sean capaces de
enlazarse con mas fuerza al ADN aceptor que los correspondientes nucleétidos no modificados como A, C, To G, la
tasa del TNE puede aumentar significativamente. Sin restringirse con consideraciones tedricas, los presentes
inventores creen que mediante la incorporacién de nucleétidos modificados en el oligonucleétido donador, el
oligonucleétido donador se enlaza con mas fuerza al ADN aceptor y, por ende, aumenta la proporcién del TNE. Los
presentes inventores han descubierto que los oligonucleétidos que comprenden pirimidinas modificadas con propino
5 y/o purinas modificadas con propinilo C7 mejoran significativamente la eficacia del TNE.

Con este fin, se ha investigado el efecto del uso de oligonucleétidos que incorporan nucleésidos propinilados en la
frecuencia del TNE en el sistema libre de células. Se compar6 la actividad del TNE de tales oligonucleétidos con la
actividad del TNE de oligonucledtidos compuestos de ADN normal. Se encontré que los oligonucledtidos que
contenian pirimidinas de propino C5 y/o purinas de propino C7 aumentaban la eficacia del TNE tanto para
sustituciones como para inserciones en el ensayo libre de células hasta un nivel no observado hasta el momento.
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Los oligonucleétidos que contenian nucledtidos propinilados eran hasta 10 veces mas eficaces en el ensayo libre de
células en comparacion con los oligonucleétidos compuestos de ADN normal. También se hallé que la eficacia del
TNE podia mejorar mas aumentando el nimero de nucleétidos propinilados en el oligonucleétido y, ademas, que la
mejora observada era independiente del /ucus, indicando que los oligonucledtidos que contenian pirimidinas de
propino C5 y/o purinas de propinilo C7 son capaces de proporcionar frecuencias mejoradas de TNE de una manera
independiente de la especie, como en células vegetales y animales.

La presente divulgacion se basa, asi, en la consideracion dada a conocer de que el intercambio de nucledtidos
seleccionados deseado puede lograrse mediante el uso de oligonucledtidos de pirimidinas modificadas
(parcialmente) con propino C5 y/o de purinas modificadas con propino C7. La ubicacion, el tipo y la cantidad de
modificacion (es decir, el estado) del oligonucleétido pueden variarse, tal como se dara a conocer en lo que sigue en
el presente documento.

Asi, la presente divulgacion, en un aspecto, proporciona oligonucleétidos (de pirimidina (plenamente) modificada con
propino C5 y/o purinas modificadas con propino C7). Los oligonucleétidos mc modificados pueden ser usados para
introducir cambios genéticos especificos en células vegetales, animales o humanas. La divulgacion es aplicable en
los campos de la investigacion biomédica, la agricultura y para construir plantas y animales, incluyendo seres
humanos, mutados especificamente. La divulgacién también es aplicable en el campo de la medicina y de la terapia
génica.

La secuencia de un oligonucleétido de la divulgacion es homéloga a la cadena diana salvo la parte que contiene una
base discrepante que introduce el cambio de base en la cadena diana. Se introduce la base discrepante en la
secuencia diana. Manipulando la modificacion (en comparacion con A, C, T o G convencionales) de los nucleotidos
y, mas en particular, manipulando la ubicaciéon y la cantidad del oligonucleétido modificado con propino que
introduce la discrepancia, puede mejorar la eficacia (o el grado de incorporacion exitosa del nucleétido deseado en
la posicion deseada en el doblete de ADN).

Otro aspecto de la divulgacion reside en un procedimiento para la alteracion seleccionada de una cadena de ADN
parental (primera cadena, segunda cadena) poniendo en contacto el doblete de ADN parental con un oligonucleétido
que contenga al menos un nucleétido discrepante en comparacion con la cadena parental, conteniendo el
oligonucleétido donador una seccién que estd modificada con pirimidinas sustituidas con propino C5 y/o purinas
sustituidas con propino C7 para que tenga una mayor capacidad de enlace que la cadena parental (aceptora) en
presencia de proteinas que sean capaces de intercambio de nucleétidos seleccionados.

Asi, el quid de la divulgacion se encuentra en la mejora en la capacidad de enlace del oligonucleétido intercalante (a
veces denominado donador) con oligonucledtidos mc modificados con propino con respecto al oligonucleétido
intercalante no modificado.

Descripcion detallada de la divulgacion

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un oligonucleétido modificado con propino para la alteracion seleccionada
de una secuencia de ADN bicatenario. La secuencia de ADN bicatenario contiene una primera secuencia de ADN y
una segunda secuencia de ADN. La segunda secuencia de ADN es el complemento de la primera secuencia de
ADN y se empareja con ella formando un doblete. El oligonucleétido comprende un dominio que comprende al
menos una discrepancia con respecto a la secuencia de ADN bicatenario que ha de ser alterada. Preferentemente,
el dominio es la parte del oligonucledtido que es complementaria de la primera cadena que incluye la al menos una
discrepancia.

Preferentemente, la discrepancia en el dominio es con respecto a la primera secuencia de ADN. El oligonucleétido
comprende una seccion que esta modificada (contiene pirimidina modificada con propino C5 y/o purinas modificadas
con propino C7) para que tenga una mayor afinidad de enlace que la (parte correspondiente de la) segunda
secuencia de ADN.

El dominio que contiene la discrepancia y la seccion que contiene el o los nucleétidos modificados pueden estar
solapados. Asi, en ciertas realizaciones, el dominio que contiene la discrepancia esta situado sobre el
oligonucleétido en una posicion diferente de la seccién cuya modificacién se considera. En ciertas realizaciones, el
dominio incorpora la seccion. En ciertas realizaciones, la seccién puede incorporar el dominio. En ciertas
realizaciones, el dominio y la seccion estan situados en la misma posicién sobre el oligonucleétido y tiene la misma
longitud, es decir, coinciden en longitud y posicion. En ciertas realizaciones, puede haber mas de una seccion dentro
de un dominio.

Para la presente divulgacion, esto significa que la parte del oligonucleétido que contiene la discrepancia que ha de
incorporarse en el doblete de ADN puede situarse en una posicion diferente de la parte del oligonucleétido que se
modifica. En particular, en ciertas realizaciones en las que el sistema de reparacion de la célula (o, al menos, las
proteinas implicadas en este sistema, o, al menos, las proteinas que estan implicadas en el TNE) determina cual de
las cadenas contiene la discrepancia y qué cadena ha de usarse como plantilla para la correccion de la discrepancia.
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En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende una seccion que contiene al menos uno, preferentemente al
menos 2, mas preferentemente al menos tres nucleétidos modificados con propino. En ciertas realizaciones, la
seccion sobre el oligonucledtido puede contener mas de 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucleétidos modificados con propino. En
ciertas realizaciones, la seccion estd completamente modificada, es decir, todas las pirimidinas del oligonucleétido
portan una sustitucion con propino C5 y/o todas las purinas portan una sustitucién con propino C7. En ciertas
realizaciones, al menos el 10% de los nucleédtidos del oligonucleétido esta sustituido con su homélogo propinilado.
En ciertas realizaciones, al menos el 25%, mas preferentemente al menos el 50%, aun mas preferentemente al
menos el 75% y en algunos casos se prefiere que al menos el 90% de los nucledtidos estén sustituidos por sus
homélogos propinilados.

En ciertas realizaciones, puede introducirse mas de una discrepancia, ya sea simultdnea o sucesivamente. El
oligonucleétido puede acomodar mas de una discrepancia en ubicaciones ya sean adyacentes o separadas en el
oligonucleétido. En ciertas realizaciones, el oligonucledtido puede comprender dos, tres, cuatro o mas nucleétidos
discrepantes que pueden ser adyacentes o remotos (es decir, no adyacentes). El oligonucleétido puede comprender
dominios y secciones adicionales para acomodar esto y, en particular, puede comprender varias secciones. En
ciertas realizaciones, el oligonucleétido puede incorporar un inserto potencial que ha de ser insertado en la cadena
aceptora. Tal inserto puede variar en longitud desde mas de § nucleédtidos hasta 100. De forma similar, en ciertas
realizaciones, pueden introducirse deleciones de variaciones de longitudes similares (de 1 a 100 nucleétidos).

En un aspecto adicional de la divulgacion, el disefio del oligonucledtido puede lograrse:

— determinando la secuencia de la cadena aceptora, o al menos de una seccion de la secuencia en torno al
nucleétido que ha de intercambiarse. Normalmente, esto puede estar en el orden de al menos 10,
preferentemente 15, 20, 25 o 30 nucleétidos adyacentes a la discrepancia, preferentemente a cada lado de la
discrepancia (por ejemplo, GGGGGGXGGGGGG, siendo X la discrepancia);

— disefiando un oligonucledtido donador que sea complementario de una o ambas secciones adyacentes a la
discrepancia y contenga el nucleétido deseado que ha de ser intercambiado (por ejemplo CCCCCCYCCCCCC);

— proporcionando (por ejemplo, por sintesis) el oligonucleétido con las modificaciones con propino en las
posiciones deseadas. Las modificaciones pueden variar mucho, dependiendo de las circunstancias. Ejemplos
son crcreremememyemememememe”, cmcemecmcyecmccmee™e, cceececeyermememememe™,
Cc"C™CMCMC™CMYCCCCCC, CCCeeemycmceece,  cmccceceycmceece,  cmccceeycceecee™,
C™CCCCCYCCCCCC, etcétera, representando C™ un resto nucledtido modificado con propino. Para una
secuencia aceptora diferente, por ejemplo ATGCGTACXGTCCATGAT, pueden disefiarse correspondientes
oligonucleétidos donadores, por ejemplo TACGCATGYCAGGTACTA, con una modificacion tan variable como
se ha esbozado anteriormente en el presente documento;

— sometiendo el ADN que ha de modificarse con el oligonucleétido donador en presencia de proteinas que sean
capaces de intercambio de nucledtidos seleccionados, por ejemplo, y en particular, a proteinas que sean
funcionales en el mecanismo celular de reparacion de discrepancias.

Sin la restriccion de consideraciones teoricas, se cree que la afinidad mejorada de enlace aumenta la probabilidad
de que un oligonucledtido encuentre su diana y permanezca unido a ella, mejorando asi la eficacia del TNE. Muchas
modificaciones quimicas diferentes del esqueleto o la base del azicar confieren una afinidad de eniace mejorada.
Sin embargo, los presentes inventores decidieron centrarse en oligonucleétidos modificados con propino. Los
oligonucledtidos que contienen nucledtidos de pirimidina con un grupo propinilo en la posicién C5 forman dobletes y
tripletes mas estables que sus correspondientes derivados de pirimidina. Las purinas con el mismo sustituyente de
propino en la posicion 7 forman dobletes aiin mas estables y son por ello preferidas. Asi, en ciertas realizaciones
preferentes, la eficacia aumenté6 mas mediante el uso de nucleédtidos de purina de 7-propinilo (derivados 7-propinilo
de 8-aza-7-deaza-2’-deoxiguanosina y 8-aza-7-deaza-2'-deoxiadenina), que mejoran la afinidad de enlace hasta un
grado aun mayor que los nucleétidos de pirimidina de propino C5. Tales nucledtidos son dados a conocer, inter alia,
en He y Seela, 2002 Nucleic Acids Res. 30: 5485-5496.

Un grupo propinilo es una cadena de tres carbonos con un triple enlace. El triple enlace esta ligado de forma
covalente a la estructura basica del nucleétido, que se sitta en ia posicién C’dela pirimidina y en la posicién 7 del
nucledtido de purina (Fig. 2). Tanto la citosina como la timidina pueden ser equipadas con un grupo propinilo C5,
dando como resultado CS5-propinilcitosina y C5-propiniltimidina, respectivamente. Un solo resto de C5-
propinilcitosina aumenta la T, en 2,8°C; un solo resto de C5-propiniltimidina en 1,7°C (Froehler y otros 1993
Tetrahedron Letters 34: 1003-6; Lacroix y otros 1999 Biochemistry 38: 1893-1901; Ahmadian y otros 1998 Nucleic
Acids Res. 26: 3127-3135; Colocci y otros 1994 J. Am. Chem. Soc 116: 785-786). Esto se atribuye a la naturaleza
hidréfoba de los grupos 1-propino en la posicién C5 y también permite mejor apilamiento de las bases, dado que el
grupo propino es plano con respecto a la base heterociclica.

Las propiedades mejoradas de enlace de los oligonucledtidos que contienen grupos pirimidina sustituidos con
propino C5 han sido aprovechadas para alterar un proceso celular. Un oligonucleétido antisentido que contenga
grupos propino C5 forma un doblete mas estable con su ARNm diana, lo que lleva a un aumento en la inhibicién de
la expresion de genes (Wagner y otros 1993 Science 260: 1510-1513; Flanagan y otros 1996 Nature Biotech. 14:
1139-1145; Meunier y otros 2001 Antisense & Nucleic Acid Drug Dev. 11: 117-123). Ademas, estos experimentos
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demuestran que tales oligonucleétidos son biolégicamente activos y que pueden ser tolerados por la célula. En la
técnica sobre el TNE, la modificaciéon de pirimidinas con propino C5 ha sido enumerada en una lista de posibles
modificaciones de oligonucleétidos como alternativas de las moléculas quiméricas usadas en el TNE. Sin embargo,
no hay indicacién alguna en la técnica hasta ahora que sugiera que los oligonucleétidos de ADN monocatenario
modificado con propino C5 mejore significativamente la eficacia del TNE hasta el extremo descubierto ahora.

El suministro del oligonucleétido puede lograrse mediante electroporacion u otras técnicas convencionales que sean
capaces de suministrar ya sea al nucleo o al citoplasma. Puede lograrse un ensayo in vitro de la presente
divulgacion usando el sistema libre de células tal como es descrito, inter alia, en los documentos WO01/87914,
WO003/027265, W099/58702, WO01/92512.

Tal como se usa en el presente documento, la capacidad del oligonucleétido donador de influir en el TNE depende
del tipo, la ubicacion y la cantidad de nucleétidos modificados que se incorporen en el oligonucleétido donador. Esta
capacidad puede ser cuantificada, por ejemplo, normalizando la afinidad de enlace (o la energia de enlace (energia
libre de Gibbs)) entre nucledtidos convencionales en 1, es decir, para los enlaces tanto AT como GC, la afinidad de
enlace se normaliza en 1. Para los oligonucleétidos de la presente invencion, la afinidad relativa de enlace (RBA) de
cada nucledtido modificado es > 1. Esto se ejemplifica en una formula a continuacion:

RBA= i RBA(modiﬁcado) - i RBA( no modiﬁcado) >0,

en la que RBA es la afinidad relativa de enlace total, RBA(modificado) es la suma de la afinidad relativa de enlace
del oligonucleétido modificado con una longitud de n nucleétidos y RBA(no modificado) es la suma de la afinidad
relativa de enlace del oligonucledtido no modificado con una longitud de m nucledtidos. Por ejemplo, un
oligonucleétido de 100 pb contiene 10 modificaciones, cada una con una afinidad relativa de enlace de 1,1. La RBA
total es entonces igual a: RBA = [(10*1,1) + (90*1,0)] - (100*1,0) = 1.

Obsérvese que la definicion de RBA es, en principio, independiente de la longitud de la cadena de nucledtidos que
se compara. Sin embargo, cuando se comparan RBA de cadenas diferentes, se prefiere que las cadenas tengan
aproximadamente la misma longitud o que se tomen secciones de longitud comparable. Obsérvese que la RBA no
tiene en cuenta que las modificaciones pueden agruparse entre si en una cadena. Asi, un mayor grado de
modificacion de una cierta cadena A en comparacion con una cadena B significa que RBA(A) > RBA(B). Para las
secciones corriente arriba y corriente abajo, pueden definirse y usarse valores de RBA correspondientes. Para
acomodar el efecto de la posicion del nucleétido modificado puede introducirse un factor de ponderacion en el valor
de RBA. Por ejemplo, el efecto de un nucleétido modificado en el oligonucledtido donador adyacente a la
discrepancia puede ser mayor que el de un nucleétido modificado que esté situado a una distancia separada cinco
nucleétidos de la discrepancia. En el contexto de la presente divulgacion, RBA (donador)> RBA (aceptor).

En ciertas realizaciones, el valor de RBA del donador puede ser al menos 0,1 mayor que el de la RBA del aceptor.
En ciertas realizaciones, el valor de RBA del donador puede ser al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,
1,5, 2,0, 2,5 mayor que la RBA del aceptor. Los valores de RBA pueden derivarse del analisis convencional de la
afinidad de enlace del nucleétido, tal como mediante modelado molecular, mediciones termodinamicas, etc.
Alternativamente, pueden determinarse mediante medicién de diferencias de T entre cadenas modificadas y no
modificadas. Alternativamente, la RBA puede expresar como la diferencia en T, entre la cadena no modificada y la
modificada, ya sea por medicién o por calculo usando formulas convencionales para el célculo de la T, de un
conjunto de nucledtidos, o mediante una combinacién de calculo y mediciones.

Los oligonucleétidos donadores segun la divulgacion pueden contener modificaciones adicionales para mejorar las
caracteristicas de hibridacion, de forma que el donador presente una mayor afinidad hacia la cadena de ADN diana
para que la intercalacién del donador resuite mas facil. El oligonucleétido donador también puede ser modificado
adicionalmente para que se vuelva mas resistente a las nucleasas, para estabilizar la estructura triple o cuadruple.
La modificacién de oligonucleétidos donadores de pirimidina sustituida con propino C5 puede comprender la
modificacion con fosforotioato, sustituciones de 2-OMe, el uso de ANB (acidos nucleicos bloqueados), APN (acidos
peptidonucleicos), ribonucledtidos y otras bases que modifiquen, preferentemente mejoren, la estabilidad del hibrido
entre el oligonucledtido y la cadena aceptora.

Particularmente utiles entre tales modificaciones son los APN, que son analogos de oligonucleédtidos en los que el
esqueleto de desoxirribosa del oligonucledtido es sustituido por un esqueleto peptidico. Se construye un esqueleto
peptidico de ese tipo de unidades de repeticién de N-(2-aminoetil) glicina ligadas a través de enlaces amida. Cada
subunidad de esqueleto peptidico esta unida a una nucleobase (también denominada “base”), que puede ser una
base presente de manera natural, no presente de manera natural o0 modificada. Los oligémeros de APN se enlazan
especificamente a una secuencia de ADN o ARN complementarios con mayor afinidad que tanto el ADN como el
ARN. En consecuencia, los dobletes resultantes de APN/ADN o APN/ARN tienen temperaturas de fusion (Tm)
mayores. Ademas, la Tm de los dobletes de APN/ADN o APN/ARN es mucho menos sensible a la concentracion de
sal que los dobletes de ADN/ADN o ADN/ARN. El esqueleto de poliamida de los APN también es mas resistente a la
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degradacion enzimatica. Se describe la sintesis de los APN, por ejemplo, en los documentos WO 92/20702 y WO
92/20703. Se ilustran otros APN, por ejemplo, en el documento W093/12129 y en la patente estadounidense n°
5.539.082, expedida el 23 de julio de 1996. Ademas, muchas publicaciones cientificas describen la sintesis de los
APN, asi como sus propiedades y usos. Véanse, por ejemplo, Patel, Nature, 1993, 365, 490; Nielsen y otros,
Science, 1991, 254, 1497, Egholm, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 1895; Knudson y otros, Nucleic Acids Research,
1996, 24, 494; Nielsen y otros, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 2287; Egholm y otros, Science, 1991, 254, 1497,
Egholm y otros, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 1895; y Egholm y otros, J Am. Chem. Soc., 1992, 114, 9677.

También hay modificaciones Utiles adicionales de los oligonucleétidos de pirimidina sustituida con propino C5 de ia
presente invencion conocidas como Super A y Super T, obtenibles en Epoch Biosciences, Alemania. Estos
nucleédtidos modificados contienen un sustituyente adicional que se adhiere en el surco principal del ADN, en el que
se cree que mejora el apilamiento de bases en el doblete de ADN. Véase también la Fig. 4.

Modificaciones utiles adicionales también incluyen uno o mas mondémeros de la clase de moléculas sintéticas
conocidas como acidos nucleicos bloqueados (ANB). Los ANB son andlogos de nucleésidos y nucleétidos biciclicos
y triciclicos y los oligonucledtidos que contienen tales analogos. Las caracteristicas estructurales y funcionales
basicas de los ANB y sus andlogos relacionados se exponen en diversas publicaciones y patentes, incluyendo WO
99/14226, WO 00/56748, WO000/66604, WO 98/39352, la patente estadounidense n° 6.043.060 y la patente
estadounidense n° 6.268.490.

Los oligonucledtidos donadores de la divulgacion también pueden ser creados quiméricos, es decir, contener
secciones de ADN, ARN, ANB, APN o de combinaciones de los mismos.

Asi, en ciertas realizaciones, el oligonucleétido de la invencion contiene, ademas, otros nucleétidos modificados,
opcionalmente no metilados.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido es resistente a las nucleasas. Esto resulta ventajoso para evitar que el
oligonucleétido sea degradado por nucleasas y aumenta la probabilidad de que el oligonucleétido donador pueda
encontrar su (molécula aceptora) diana.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, puede modificarse el nucleétido del oligonucleétido en la posicion de la
discrepancia. Que pueda modificarse o no la discrepancia dependera en buena medida del mecanismo exacto del
intercambio de nucledtidos seleccionados o de que el mecanismo celular de reparacion de ADN use la diferencia en
la afinidad entre las cadenas donadora y aceptora. Lo mismo es valido para la ubicacion exacta de las otras
posiciones modificadas en las inmediaciones o el vecindario de la discrepancia. Sin embargo, con base en la
divulgacion presentada en este documento, tal nucledtido puede ser disefiado y comprobado inmediatamente,
teniendo en cuenta los procedimientos de ensayo para oligonucledtidos adecuados, tal como se describe en otro
lugar del presente documento. En ciertas realizaciones, no se modifica el nucledtido en la posicion de la
discrepancia. En ciertas realizaciones, la modificacion estd adyacente a la discrepancia, preferentemente a menos
de 2, 3, 4, 5, 6 o 7 nucledtidos de la discrepancia. En ciertas realizaciones, la modificacion se situa corriente debajo
de la discrepancia. En ciertas realizaciones, la modificacion se sitia en una posicion corriente arriba de la
discrepancia. En ciertas realizaciones, la modificacion esta situada entre 10 pb y 10 kb de la discrepancia,
preferentemente entre 50 y 5000 pb, mas preferentemente entre 100 y 500 pb de la discrepancia.

Los oligonucleétidos que se usan como donadores pueden variar en longitud, pero generalmente varian en longitud
entre 10 y 500 nucleétidos, con una preferencia para 11 a 100 nucledtidos, preferentemente de 15 a 90, mas
preferentemente de 20 a 70, siendo lo mas preferente de 30 a 60 nucleotidos.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un procedimiento para la alteracion seleccionada de una secuencia de
ADN aceptor bicatenario que comprende la combinacién de la secuencia de ADN aceptor bicatenario con un
oligonucleétido donador, conteniendo la secuencia de ADN aceptor bicatenario una primera secuencia de ADN y una
segunda secuencia de ADN que es el complemento de la primera secuencia de ADN, y comprendiendo el
oligonucleétido donador un dominio que comprende al menos una discrepancia con respecto a la secuencia de ADN
aceptor bicatenario que ha de ser alterada, preferentemente con respecto a la primera secuencia de ADN, y
maodificandose una seccidn del oligonucleétido donador con pirimidinas sustituidas con propinilo C5 para expresar un
mayor grado de afinidad con la primera secuencia de ADN en comparacion con un nucleétido no modificado en esa
posicion del oligonucledtido y/o estando metilada la segunda secuencia de ADN con un grado de metilaciéon menor
que la correspondiente seccion del oligonucledtido donador, en presencia de proteinas que sean capaces de
intercambio de nucleétidos seleccionados.

La divulgacion es, en su forma mas amplia, aplicable genéricamente a todo tipo de organismos tales como seres
humanos, animales, plantas, peces, reptiles, insectos, hongos, bacterias, etcétera. La divulgacion es aplicable para
la modificacion de cualquier tipo de ADN, tal como ADN derivado de ADN genémico, ADN lineal, cromosomas
artificiales, ADN cromosomico nuclear, ADN cromosémico de organulos, cromosomas artificiales bacterianos y
cromosomas artificiales de levadura. La divulgacion puede ser realizada in vivo, asi como ex vivo.
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La divulgacion es, en su forma mas amplia, aplicable para muchos fines para alterar una célula, corregir una
mutacion mediante la restauracion a la forma natural, inducir una mutacion, desactivar una enzima mediante
alteracion de la region codificante, modificar la bioactividad de una enzima alterando la regién codificante, modificar
una proteina alterando la region codificante.

La divulgacion también versa sobre el uso de oligonucleédtidos, esencialmente tal como se describe en lo que
antecede del presente documento, para alterar una célula, corregir una mutacién mediante la restauracion a la forma
natural, inducir una mutacién, desactivar una enzima mediante alteracion de la regién codificante, modificar la
bioactividad de una enzima alterando la regién codificante, modificar una proteina alterando la region codificante,
reparacion de discrepancias, alteracion seleccionada de material genético (vegetal), incluyendo mutacion de genes,
reparacion de genes seleccionados y bloqueo de genes.

La divulgacion versa, ademas, acerca de kits, que comprenden uno o mas oligonucleétidos, segun se define en otra
parte del presente documento, opcionalmente en combinacién con proteinas que son capaces de inducir MRM y, en
particular, que son capaces de TNE.

La divulgacion versa, ademas, acerca de material genético modificado obtenido por medio del procedimiento de la
presente divulgacion, acerca de células y organismos que comprenden el material genético modificado, y acerca de
plantas o partes de plantas que se obtienen asi.

La divulgacion versa en particular acerca del uso del procedimiento de TNE usando los oligonucleétidos modificados
con propino de la invencién para proporcionar resistencia a los herbicidas en plantas. En particular, la divulgacién
versa acerca de plantas que han sido dotadas de resistencia a los herbicidas, en particular la kanamicina, glifosato
y/o carbenicilina.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica del intercambio de nucledtidos seleccionados. Se pone en contacto una
cadena de ADN bicatenario aceptor que contiene un nucleétido (X) que ha de intercambiarse con un oligonucleétido
donador de pirimidina modificada con propino C5 (dado esquematicamente como NNNTNNNTYNN"NN™) que
contiene el nucleétido (Y) que ha de insertarse. La estructura triple es sometida a un entorno, o puesta en contacto
con el mismo, que es capaz de TNE o, al menos, con proteinas que son capaces de llevar a cabo el TNE, tales
como las conocidas como la mezcla de enzimas libre de células o un extracto libre de células (véanse, infer alia, los
documentos WO099/58702, WO01/73002).

Figura 2: Estructuras quimicas de 5-propinil-deoxitimidina, 5-propinil-deoxicitosina, 2’-deoxi-7-propinil-7-deaza-
adenosina y 2’-deoxi-7-propinil-deaza-guanosina.

Figura 3: La eficacia de reparacion por TNE de oligonucleétidos que contienen nucleétidos de pirimidina de propino
C5 segun se miden usando el ensayo libre de células. Para cada experimento se determind la eficacia de la
reparacion usando el oligonucleétido de ADN normal y se fijé en un valor de 1. El nimero de aumentos indica el
incremento en reparacion visto usando oligonucleétidos que contienen pirimidina de propino C5 en comparacion con
la eficacia de reparacion obtenida cuando se usa el oligonucleétido de ADN normal. Se obtuvieron resultados
similares usando purinas propiniladas.

Ejemplo
Materiales y procedimientos

Se compraron en Trilink Biotech o GeneLink oligonucledtidos que contenian pirimidinas de propino C5. Las
secuencias de los oligos usados se muestran a continuacién. El plasmido usado en los experimentos fue un
derivado de pCR2.1 (Invitrogen) que contiene genes que confieren resistencia tanto a la kanamicina como a la
carbenicilina. Se introdujeron codones finalizadores y deleciones dentro del marco de lectura en la kanamicina y la
carbenicilina segun se ha descrito previamente (Sawano y otros 2000 Nucleic Acids Res. 28: e78). El plasmido
KmY22stop tiene una mutacion de TAT a TAG en el codén Y22 en el ORF de la kanamicina, mientras que el
plasmido CbY44stop tiene una conversion de TAC a TAG en el codon Y44 en el ORF de la carbenicilina. En el
plasmido KmY22, se delecioné el tercer nucleétido del codéon Y22 (TAT), dando un desplazamiento en el marco de
lectura.

Genes defectuosos de kanamicina y carbenicilina y los oligonucleétidos usados en el sistema libre de células:
Km WT GAG AGG CTA TTC GGC TAT GAC TGG GCA CAA CAG
E R L F G Y D W

KmyY22stop GAG AGG CTA TTC GGC TAG GAC TGG GCA CAA CAG

E R L F G *
8



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 239327713

KmY224A GAG AGG CTA TTC GGC TA GAC TGG GCA CAA CAG
E R L F G *

Cb WT GGT GCA CGA GTG GGT TAC ATC GAA CTG GAT CTC
G A R \ G Y I E L D L

CbY44stop GGT GCA CGA GTG GGT TAG ATC GAA CTA GAT CTC

G A R v G *

Oligo | Secuencia % de grupos propinilo | ID SEC
K1 tgtgcccagtygzagecgaatage 8 1
K2 tatgyyyagtygtagyygaatagy 29 2
K3 zgzgcccagzcegzagecgaazage | 20 3
K4 zgzgyyyagzygzagyygaazagy | 50 4
C4 aygagzgggzzatazygaayzgga | 33 5

Se muestran la secuencia relevante de los marcos de lectura de la kanamicina y la carbenicilina y los aminoacidos
codificados. Se introdujeron las mutaciones de un solo nucleétido que producen un codon finalizador (TAG, *) segun
se ha descrito anteriormente (Sawano y otros 2000 Nucleic Acids Res. 28: €78). Se muestran las secuencias de los
oligonucleétidos usados en los experimentos. Los oligonucleétidos K1-K4 se usaron para reparar el KmY22stop y la
mutacion KmY22A a un codén alternativo codificante de tirosina (TAC). De manera similar, se us6 el oligonuclettido
C1 para cambiar la mutacion CbY44 (TAG) al codén alternativo de tirosina (TAT). Se subraya el nucleétido
discrepante en cada oligonucleétido. Se indican los nucleétidos derivados del propino (Y=5-propinilo-deoxicitidina,
Z=5-propinilo-deoxiuracilo). Se subrayan las regiones de enlace de oligonucleétidos en los ORF de la kanamicina y
la carbenicilina. Los oligonucledtidos K1-K4 son complementarios de la secuencia de codificacion de la kanamicina,
mientras que C1 es complementario de la cadena no codificante de la carbenicilina.

Los ensayos libres de células se llevaron a cabo como sigue. Se recogieron yemas florales de Arabidopsis thaliana
(ecotipo Col-0) y se molieron en atmésfera de nitrdgeno. Se arfiadieron 200 ul de tampon de aislamiento de proteinas
(20 mM HEPES pH 7,5, 5 mM KC1, 1,5 mM MgClz, 10mM DTT, 10% (v/v) glicerol, 1% (w/v) PVP). Se peletizaron los
restos vegetales mediante centrifugacion a 14k RPM durante 30 minutos y se almacend el sobrenadante a -80°C. Se
midié la concentracion de proteinas usando el kit NanoOrange (Molecular Probes, Inc.). Un aislamiento tipico dio
como resultado una concentracion de proteinas de aproximadamente 3-4 pg/ul. Las reacciones libres de células
contenian los componentes siguientes: 1 ug ADN plasmidico (KmY22stop o CbY44stop), 100 ng de oligonucleétido,
30 pg de proteina vegetal total, 4 yl de ADN de esperma cizallado de salmén (3 pg/ul), 2 pl de mezcla inhibidora de
proteasas (conc. 50x: comprimidos Complete de céctel inhibidor de proteasas libre de EDTA, Roche Diagnostics),
50 pl de tampén de reaccion 2x libre de células (400 mM Tris pH 7,5, 200 mM MgClz, 2 mM DTT, 0,4mM
espermidina, 50 mM ATP, 2 mM de cada uno de CTP, GTP, UTP, 0,1 mm de cada uno de dNTP Y 10 mM NAD)
compensados con agua hasta un volumen total 100 ul. Se incub6 la mezcla a 37°C durante 1 hora. Después se aislo
como sigue el ADN plasmidico. Se afiadieron 100 pl de H>O a cada reaccién para aumentar el volumen, seguido por
200 pl de fenol con tampodn alcalino (pH 8-10). Esto se sometié brevemente a agitacion vorticial y luego se centrifugo
a 13k rpm durante 3 minutos. Se transfirié la fase superior acuosa a un nuevo tubo y se afiadieron entonces 200 pl
de cloroformo. Esto fue sometido brevemente a agitacién vorticial, centrifugado a 13k rpm durante 3 minutos y la
fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo. Se precipité el ADN mediante la adicién de 0,7 volimenes de 2-propanol y
la perla fue resuspendida en TE. Para eliminar cualquier oligonucleétido copurificado, se hizo pasar el ADN por una
columna de purificacion de PCR Qiagen y se eluyé el ADN plasmidico en un volumen final de 30 ul. Se
electroporaron 2l de ADN plasmidico en 18 pl de células electrocompetentes DH10B (Invitrogen). Después de la
electroporacién, se permitié que las células se recuperaran en un medio de SOC durante 1 hora a 37°C. Después de
este periodo, para los experimentos que usaban KmY22stop y KmY22, se afiadi6 kanamicina hasta una
concentraciéon de 100 pg/ml y las células fueron incubadas durante 3 horas adicionales. Para los experimentos que
usaban CbY44stop, las células fueron cultivadas en placas directamente sobre un medio sélido después del periodo
de recuperacion. El medio sélido contenia 100 ug/ml de kanamicina o carbenicilina. Para los experimentos con
KmY22stop y KmY22, se detect6 el nimero de eventos de TNE sobre el medio de kanamicina y se calculd la
eficacia de electroporacion contando el nimero de colonias obtenidas a partir de una disolucion de 10™ y 10° de la
electroporacion dispuesta en placas sobre el medio de carbenicilina. Para los experimentos realizados usando
CbY44stop, se invirtieron estas condiciones de seleccion. Se calculo la eficacia del TNE dividiendo el nimero de
eventos de TNE por el nimero total de células transformadas.

Resultados
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Los oligonuclettidos fueron disefiados para producir una unica sustitucion de nucleétido en el codon finalizador
(TAG) introducido en los ORF de la kanamicina o la carbenicilina de KmY22stop y CbY44stop para que el codon
codifique nuevamente el aminoacido correcto. En el plasmido KmY22, los oligonucleétidos fueron disefiados para
afiadir un Unico nucleétido, restaurando asi el ORF. Para establecer el niimero 6ptimo de pirimidinas de propino C5,
se creb una serie de oligonucledtidos. El oligo K1 contiene dos pirimidinas de propino C5 que flanquean el nucleétido
discrepante. En el oligo K2, todos los nucleétidos de citosina estan sustituidos por '5-propinilo-deoxicitidina. En el
oligo K3, todos los nucleétidos de timidina estan sustituidos por 5-propinilo-deoxiuracilo. En los oligos K4 y C4, todas
las pirimidinas estan sustituidas por pirimidinas de propino C5. En cada experimento se usaron en paralelo
oligonucleétidos de ADN no modificados y oligonucledtidos modificados con propino C5. En cada experimento, se
establecio arbitrariamente como 1 la eficacia del TNE obtenida usando el oligonucledtido de ADN normal, y la
eficacia del TNE de los oligonucleétidos modificados con propino C5 fue expresada subsiguientemente como un
numero de aumentos con respecto al oligonucleétido de ADN normal. Tal como se muestra en la Figura 3, los
oligonucleétidos modificados con propino C5 funcionaron mas eficazmente que el ADN normal en el ensayo de los
inventores. Aumenté la eficacia tanto de sustituciones como de inserciones. La eficacia total de reparacién de las
sustituciones fue mayor que la de las inserciones. La mejora que se observa depende del porcentaje de nucleétidos
de propino C5 presentes. Los oligonucledtidos (24meros) que contienen 2 (K1), 7 (K2) o 5 (K3) pirimidinas de
propino C5 muestran todos un aumento de 2-3 con respecto a los oligonucleétidos del ADN. Sin embargo, el mayor
aumento en la eficacia de reparacion (6-10 veces) se observa usando oligonucleétidos en los que la totalidad de los
12 nucledtidos de pirimidina es sustituida por pirimidinas de propino C5 (K4 y C4). Es importante hacer notar que
este efecto no esta limitado Gnicamente a la reparacion en KmY22, ya que la reparaciéon del codon finalizador en
CbY44 también mejora cuando se usan oligonucleétidos modificados con propino C5.

Se purificaron los plasmidos a partir de colonias en las que los inventores dieron por sentado que habia ocurrido la
conversion del codon finalizador, y los genes de resistencia a los antibidticos fueron secuenciados
subsiguientemente para confirmar que los codones de finalizacién habian sido alterados realmente.

Asi, se descubrié que los oligonucleétidos que contienen nucleétidos de pirimidina de propino C5 han mejorado las
propiedades no codificantes. Se demostré que, usando un ensayo de TNE in vitro, el sistema libre de células, los
oligonucledtidos que contienen nucleétidos de pirimidina de propino C5 muestran, efectivamente, mayores niveles
de TNE en comparacion con la eficacia del TNE obtenida usando oligonucledtidos de ADN normal. Esta mejora
puede ser de hasta 10 veces, y es independiente de la secuencia del oligonuclettido o del /ocus que ha de ser
alterado. Esta mejora se hizo mayor seleccionando secuencias ricas en pirimidina para maximizar el porcentaje de
los nucledtidos de pirimidina de propino C5. La eficiencia también aumenté mediante el uso de nucleétidos de purina
de 7-propinilo, que mejoran la afinidad de enlace hasta un grado ain mayor que los nucleétidos de pirimidina de
propino C5 (He & Seela, 2002 Nucleic Acids Res. 30: 5485-5496). Combinando las purinas y las pirimidinas de
propino permite la produccion de oligonucleétidos en los que todos los nucleétidos portan grupos propinilo en las
bases.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la alteracién seleccionada de una secuencia de ADN aceptor bicatenario que comprende
la combinacion de la secuencia de ADN aceptor bicatenario con un oligonucleétido donador, en el que la secuencia
de ADN aceptor bicatenario contiene una primera secuencia de ADN y una segunda secuencia de ADN que es el
complemento de la primera secuencia de ADN y en el que el oligonucleétido donador comprende un dominio que
comprende al menos una discrepancia con respecto a la secuencia de ADN aceptor bicatenario que ha de ser
alterada, preferentemente con respecto a la primera secuencia de ADN, y en el que el oligonucleétido comprende al
menos una seccion que contiene al menos un nucledtido modificado que tiene una mayor afinidad de enlace en
comparacion con las A, C, T o G presentes de manera natural, y en el que el nucleétido modificado se enlaza con
mas fuerza a un nucleétido en la posicion opuesta de la primera secuencia de ADN en comparacién con un
nucleétido presente de manera natural complementario al nucleétido en una posicién opuesta de la primera
secuencia de ADN en presencia de proteinas que sean susceptibles de intercambio de nucleétidos seleccionados,
en el que el nucledtido modificado es una purina de propino C7 o una pirimidina de propino C5, en el que en el
oligonucleétido al menos el 50% de las pirimidinas y las purinas esta sustituido por sus derivados propinilados y no
siendo dicho procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o el cuerpo animal mediante cirugia o terapia, y
no siendo dicho procedimiento para la alteracion seleccionada del ADN en seres humanos.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que en el oligonucleétido al menos el 75% de las pirimidinas y
las purinas esta sustituido por sus derivados propinilados, preferentemente al menos el 90%.

3. El procedimiento segun las reivindicaciones 1-2 en el que la purina es adenosina o guanosina y/o la pirimidina es
citosina, uracilo o timidina.

4. El procedimiento segun las reivindicaciones 1-3 en el que el nucleétido modificado es una pirimidina.
5. El procedimiento segun las reivindicaciones 1-3 en el que el nucleétido modificado es una purina.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el nucleétido en ia posicion
de la discrepancia no esta modificado.

7. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el oligonucleétido tiene una
longitud de 10 a 500 nucleétidos.

8. El procedimiento segln la reivindicacion 1 en el que la alteracion esta dentro de una célula seleccionada
preferentemente del grupo constituido por una célula vegetal, una célula flingica, una célula de roedor, una célula de
primate, una célula humana o una célula de levadura.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que las proteinas estan derivadas de un extracto celular.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 9 en el que el extracto celular se selecciona del grupo constituido por un
extracto de células vegetales, un extracto de células fungicas, un extracto de células de roedor, un extracto de
células de primate, un extracto de células humanas o un extracto de células de levadura.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que la alteracion es una delecion, una sustituciéon o una insercion
de al menos un nucleétido.

12. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que la célula es una célula
eucariota, una célula vegetal, una célula de mamifero no humano o una célula humana.

13. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el ADN diana procede de
hongos, bacterias, plantas, mamiferos o seres humanos.

14. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el ADN bicatenario procede de
ADN gendmico, ADN lineal, cromosomas artificiales de mamifero, cromosomas artificiales bacterianos, cromosomas
artificiales de levadura, cromosomas artificiales vegetales, ADN cromosémico nuclear, ADN cromosémico de
organulos o ADN episomatico.

15. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes para alterar una célula, corregir una
mutacién mediante la restauracion a la forma natural, inducir una mutacién, desactivar una enzima mediante
alteracion de la region codificante, modificar la bioactividad de una enzima alterando la region codificante, modificar
una proteina alterando la region codificante.

16. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el procedimiento se lleva a
cabo ex vivo.
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17. El uso de un oligonucledtido segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 - 16 en una alteracion
seleccionada de una secuencia de ADN aceptor bicatenario, en el que el uso es ex vivo si el organismo es humano o
animal.
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Fig 1
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Fig 3

ES 239327713

numero de aumentos

Coeficiente de aumento medio en TNE sobre oligo ADN

16,00

14,00

12,00

10,00
8,00

6,00

m KmY22stop
KmY22delta
m CbY44stop

4,00

—.'

2,00 -

0,00 -

Q
N
N\
N

18




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



