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DESCRIPCION
Proceso de clonacion limpia
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un proceso de clonaciéon de una secuencia de acido nucleico que flanquea a una
secuencia de acido nucleico de secuencia de nucledtidos conocida en ADN gendmico o ARN. La invencién también
se refiere a un proceso de insercion de una secuencia de acido nucleico de interés, que puede ser de secuencia de
nucleé6tidos desconocida, en un acido nucleico aceptor o vector aceptor. La secuencia de acido nucleico de
secuencia de nucleétidos desconocida puede secuenciarse después de la etapa de insercién o clonacién, por
ejemplo, para determinar la localizaciéon de la secuencia de acido nucleico de secuencia de nucleétidos conocida en
el genoma.

Antecedentes de la invencion

Desde su desarrollo, la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) ha revolucionado el campo de la biologia
molecular. La PCR es un proceso por el que cualquier secuencia de ADN de interés (de un tamafio razonable)
localizada entre dos secuencias conocidas puede amplificarse usando dos cebadores homélogos a estas dos
secuencias conocidas, siendo un cebador un cebador directo y siendo el otro cebador (que se une a la cadena
complementaria) un cebador inverso. La PCR permite clonar faciimente cualquier secuencia de interés, con tal de
que estén disponibles dos secuencias flanqueantes conocidas. No es necesario ningun conocimiento de la
secuencia localizada entre los dos sitios de unién a cebador.

Un problema relacionado aunque diferente en la biologia molecular es la identificacion de secuencias desconocidas
que flanquean a una region de secuencia de nucleétidos conocida. La PCR no puede usarse directamente para
amplificar un fragmento que contiene la secuencia conocida y desconocida, puesto que se conoce la secuencia en
so6lo un extremo del fragmento a amplificar. Los ejemplos de problemas de este tipo incluyen la determinacién de la
secuencia de nucleétidos que flanquea a un transgén integrado de forma estable (por ejemplo, en un ADN-T), la
secuencia de nuclettidos que flanquea a una insercién de transposén, o la secuencia de nucleétidos de la regién
variable de un anticuerpo para el que soélo se conoce el isotipo. Los dos primeros ejemplos se refieren a moléculas
de ADN, mientras que el tercer ejemplo se refiere a moléculas de ARN. Esta diferencia no es importante ya que las
moléculas de ARN pueden convertirse en ADNc por transcripcion inversa usando un cebador que se una a la region
conocida.

Con los afios, se han desarrollado muchos protocolos para proporcionar soluciones para identificacion de
secuencias desconocidas que flanquean a secuencias conocidas. Muchos de estos protocolos usan la unién de un
adaptador al extremo de la secuencia desconocida o usan una PCR que usa uno o varios cebadores inespecificos
(cebadores que contienen de hecho tanto una secuencia constante conocida, una secuencia adaptadora, seguida de
una secuencia variable inespecifica o aleatoria) que se unen aleatoriamente al ADN, incluyendo a secuencias en las
proximidades de la secuencia conocida. Después se realizan dos o tres PCR usando combinaciones de cebadores
adaptadores y cebadores especificos de region conocida (o cebadores especificos de gen, abreviados en la
presente memoria mediante “gsp”). Después de la primera PCR, se obtienen tipicamente productos tanto
especificos como inespecificos. La proporcién de productos especificos aumenta en la segunda PCR realizada
usando un cebador adaptador y un cebador especifico de secuencia conocida anidado, pero todavia estan
presentes muchos productos inespecificos. La identificacion de la secuencia desconocida puede realizarse
secuenciando el producto amplificado. Sin embargo, si se espera que se amplifiquen en la misma amplificacion
varios productos especificos (por ejemplo, un genoma podria contener varios transgenes o varios transposones, o
una poblacién de ARN podria contener un gran nimero de anticuerpos diferentes), la secuenciacién directa no sera
util. Mas bien, el producto amplificado tendrd que clonarse y los plasmidos recombinantes secuenciarse
individualmente.

Hay muchas estrategias para la clonacion de productos de PCR. La clonacion se realiza tipicamente ligando entre si
fragmentos de ADN que se han preparado por digestién con enzimas de restriccion de tipo Il. Este proceso requiere
habitualmente varias etapas: (1) los plasmidos (o productos de PCR) que contienen el fragmento a subclonar o el
vector receptor se digieren con una o dos enzimas de restriccion, (2) los fragmentos digeridos se separan usando
electroforesis en gel y, después, los fragmentos deseados se extraen del gel, (3) los fragmentos de vector purificado
e inserto se ligan entre si usando una ADN ligasa tal como la ADN ligasa T4, (4) la ligacién se usa para transformar
células de E. coli competentes.

Una limitacién de técnicas de clonacién convencionales es que los sitios de restriccion seleccionados para la
clonaciéon no deben estar presentes dentro del fragmento a clonar. Puesto que para el problema analizado en la
presente memoria, no se conoce una parte de la secuencia a clonar, puede esperarse que el uso de enzimas de
restriccion para la clonacién dé como resultado la pérdida de parte de la secuencia de algunos de los fragmentos
amplificados, o incluso impida completamente la clonacién de algunos de los productos.
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Se ha desarrollado una estrategia de clonacién totalmente diferente que no requiere enzimas de restriccion: esta
estrategia depende de la generacion de extremos de ADN que son monocatenarios tanto en el inserto de ADN como
en el vector. Los salientes monocatenarios complementarios en el inserto de ADN y en el vector de clonaciéon
hibridaran. Si la regién hibridada es de mas de 12-15 nucleétidos y los dos extremos de un inserto lineal hibridan con
los dos extremos de un vector plasmidico linealizado, puede conseguirse una clonacion sin ligacion. Las células
hospedadoras tales como células de E. coli transformadas con el producto hibridado repararan las mellas,
conduciendo a la formacién de un plasmido circular capaz de replicarse (Li y Evans, 1997, Nucleic Acids Res., 25,
4165-4166).

Uno de los primeros métodos de clonacién que se desarrollaron basandose en este principio fue la clonacién con
UDG. Se realizé la amplificacion por PCR de un fragmento de ADN usando cebadores que contenian una extension
de 12 nucledtidos arbitrarios que contenian al menos 4 uracilos. El vector también se amplificé por PCR usando
cebadores que contenian una extensién de 12 nucle6tidos complementaria a la extension en los cebadores para el
inserto. Después de la amplificacion por PCR, el inserto y el vector se trataron con uracilo ADN glicosilasa, que abre
las extensiones de ADN en el vector y en el inserto (la UDG cataliza la hidrolisis del enlace N-glicosilico entre el
uracilo y el azicar), creando extremos de ADN monocatenarios. Después de hibridar el vector y el inserto, la mezcla
se uso6 para transformar E. coli usando células quimicamente competentes. Después, las E. coli recortan y reparan
los extremos en el sitio de unién (Nisson P. E., Rashtchian A., y Watkins P. C., 1991, PCR Methods Appl., 1: 120-
123).

La ventaja de esta estrategia es que es eficaz y da como resultado muy pocas construcciones de vectores vacios.
Los inconvenientes son que (1) los cebadores que contienen uracilo son caros, (2) el vector completo tiene que
amplificarse por PCR y (3) la extension de cebadores tiene que contener 4 uracilos y 4 adeninas (complementarias a
los uracilos en la extension del fragmento complementario) y, por lo tanto, no puede consistir en cualquier secuencia
de 12 nucleétidos de eleccion.

Otra estrategia desarrollada todavia anteriormente, la clonacién independiente de ligacion (LIC), se desarrolld
basandose en la actividad exonucleasa de 3’ a 5" de la polimerasa T4 (Aslanidis C. y de Jong, P. J., 1990, Nucleic
Acids Res., 18: 6069-6074). Como con la clonacién con UDG, se amplifica un fragmento de PCR con dos cebadores
que contienen extensiones de 12 nucleédtidos, careciendo estas extensiones de uno de los 4 nucleédtidos, por
ejemplo G. Este fragmento amplificado se trata después con polimerasa T4 en un tampdn que contiene dGTP pero
ninguno de los otros nucleétidos. La actividad exonucleasa de 3’ a 5 de la polimerasa T4 elimina todos los
nucledtidos hasta que se encuentra la primera G, punto en el cual se detiene puesto que se obtiene un equilibrio
entre eliminacion e incorporacion de este nucledtido. Por lo tanto, este tratamiento crea una extensidon
monocatenaria de 12 nt (nt representa nucleétido en la presente memoria) que puede usarse para la hibridacién de
vector e inserto. El vector contiene extremos que son compatibles con el inserto y se generan por digestién con
polimerasa T4 en presencia de dCTP.

En un trabajo similar, se traté el ADN y el inserto con polimerasa T4, pero sin adicion de ningun nucleétido (Yang et
al., 1993, Nucleic Acids Res., 21: 1889-1893). Puesto que la extension monocatenaria podria ser mas larga de 12-15
nucleédtidos, la mezcla hibridada se traté por adicion de los 4 desoxinucleétidos y de la polimerasa T4 para rellenar
los huecos monocatenarios.

Otro procedimiento similar a ambas técnicas descritas anteriormente (clonacién independiente de ligacion y
secuencia: SLIC) se describe en el documento US 2007/0292954. El procedimiento es similar al trabajo de Yang et
al, pero los huecos en el heteroduplex hibridado no se rellenan con ADN polimerasa. Este trabajo también describe
el ensamblaje de hasta 10 fragmentos en un vector.

Estas tres estrategias relacionadas son eficaces y permiten la clonacion sin usar sitios de restriccion convencionales
en los sitios de union entre vector e inserto. Sin embargo, pueden clonarse productos de amplificacion inespecificos
obtenidos cuando uno de los cebadores hibrida con una secuencia aleatoria inespecificamente o dimeros de
cebadores ademas de los productos especificos. Por lo tanto, existe la necesidad de una estrategia de clonacién
mas limpia.

Descripcion general de la invencion

Partiendo de la técnica anterior, un problema de la invencién es proporcionar un proceso de clonaciéon de una
secuencia de acido nucleico de interés que comprende un segmento de secuencia U de secuencia de nucleétidos
desconocida y un segmento de secuencia de secuencia conocida en un acido nucleico aceptor tal como un vector de
clonacion, por lo que se suprime la clonacion de productos de PCR inespecificos.

Este problema se resuelve mediante los procesos descritos en la presente memoria. Por lo tanto, la invencion
proporciona:

(1) Un proceso de insercién de una secuencia de acido nucleico de interés en un acido nucleico aceptor, que
comprende las etapas siguientes:
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amplificar por PCR un ADN que comprende, en el siguiente orden, un segmento de secuencia U, un
segmento de secuencia de acido nucleico K2 y un segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia
conocida K3 usando un cebador directo que define un primer extremo del ADN amplificado y un cebador
inverso que define un segundo extremo del ADN amplificado,

tratar las moléculas de ADN bicatenario lineales contenidas en el producto de PCR obtenido en la etapa
anterior con una exonucleasa para obtener un saliente monocatenario en el primer extremo del ADN y un
saliente monocatenario que comprende los segmentos de acido nucleico K2 y K3 en el segundo extremo
del ADN;

hibridar el producto de la etapa anterior con un acido nucleico aceptor bicatenario linealizado que tiene en
un primer extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al saliente monocatenario del
primer extremo del ADN y, en un segundo extremo del mismo, un saliente monocatenario complementario
al segmento de secuencia monocatenaria K2 del segundo extremo del ADN; y

usar el producto de reaccion obtenido en la etapa anterior para transformar una célula hospedadora.

(2) El proceso de acuerdo con (1), que comprende ademas generar un molde para dicha PCR, que comprende
unir una secuencia de unién a cebador a una secuencia de acido nucleico que comprende, en el siguiente
orden, el segmento de secuencia de acido nucleico U, un segmento de secuencia de acido nucleico de
secuencia conocida K2 y un segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K3, hibridando
dicho cebador directo con la secuencia de unién a cebador.

(3) El proceso de acuerdo con (2), en el que la secuencia de unién a cebador es un segmento de secuencia de
nucleétidos homooligomérica unido usando una desoxirribonucleétido transferasa terminal.

(4) El proceso de acuerdo con (2) o (3), en el que dicho cebador directo comprende un segmento de secuencia
adaptadora y un segmento de secuencia complementario a la secuencia de unién a cebador.

(5) El proceso de acuerdo con (1), que comprende ademas generar un molde para dicha PCR, que comprende
unir una secuencia adaptadora a una secuencia de acido nucleico que comprende, en el siguiente orden, el
segmento de secuencia de acido nucleico U en el primer extremo de la secuencia de &cido nucleico, un
segmento de secuencia de &cido nucleico de secuencia conocida K2 y un segmento de secuencia de acido
nucleico de secuencia conocida K3.

(6) El proceso de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (5), en el que dicho acido nucleico aceptor no contiene
una porcion de secuencia complementaria al segmento de secuencia monocatenaria K3 en el saliente
monocatenario en el segundo extremo del &cido nucleico aceptor.

(7) El proceso de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (6), en el que la exonucleasa es una exonucleasa 3'-5'.
Son ejemplos para la exonucleasa la ADN polimerasa T4 de E. coli, el fragmento grande de la polimerasa |
fragmento grande de E. coli (polimerasa Klenow), nucleasa lambda, nucleasa T7 o exonucleasa I,
preferentemente es la ADN polimerasa T4 de E. coli.

(8) El proceso de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (7), en el que dicha célula hospedadora es una célula
bacteriana tal como E. coli o Agrobacterium tumefaciens.

(9) EIl proceso de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (8), en el que se realiza una etapa de preamplificacion
por PCR antes de dicha reaccion de PCR definida en la reivindicacion 1, usando un cebador directo que define
el primer extremo del producto de PCR de la etapa de preamplificacién, y un cebador inverso que termina en su
extremo 3’ en una secuencia de nucleétidos de segmento de secuencia de acido nucleico K3.

(10) El proceso de acuerdo con (2) 6 (5), en el que la etapa de unién se realiza en una mezcla que comprende
ADN gendémico aislado a partir de células procariotas o eucariotas.

(11) El proceso de acuerdo con (2) 6 (5), en la que dicha etapa de unién se realiza en el extremo 3’ de un ADNc
retrotranscrito a partir de un ARNm.

(12) EIl proceso de acuerdo con cualquiera de (1) a (11), en el que el acido nucleico aceptor no contiene un
segmento de secuencia de mas de 10 nt que tenga homologia con el segmento K3 dentro de un intervalo hecho
monocatenario en la etapa de tratamiento con exonucleasa del segundo extremo del acido nucleico aceptor, tal
como dentro de una regién de 100 nt desde el segundo extremo del acido nucleico aceptor.

(13) Un proceso de insercién de una secuencia de acido nucleico de interés, que comprende un segmento de
secuencia de acido nucleico U de secuencia de nucleétidos desconocida en un acido nucleico aceptor, que
comprende las etapas siguientes:
unir una secuencia de unién a cebador a una secuencia de acido nucleico que comprende, en el siguiente
orden, el segmento de secuencia de acido nucleico U en el primer extremo de la secuencia de acido
nucleico, un segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K2 y un segmento de
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secuencia de 4cido nucleico de secuencia conocida K3;

amplificar por PCR un ADN que comprende, en el siguiente orden, el segmento de secuencia de acido
nucleico U, segmento de secuencia de acido nucleico K2 y un segmento de secuencia de acido nucleico K3
usando un cebador directo que hibrida con la secuencia de unién a cebador y que define un primer extremo
del ADN amplificado, y un cebador inverso que define un segundo extremo del ADN amplificado,
terminando dicho cebador inverso en su extremo 3’ en una secuencia de nucleétidos de segmento de
secuencia K3;

tratar las moléculas de ADN bicatenario lineales contenidas en el producto de PCR obtenido en la etapa
anterior con una exonucleasa para obtener un saliente monocatenario en el primer extremo del ADN y un
saliente monocatenario que comprende los segmentos de acido nucleico K2 y K3 en el segundo extremo
del ADN;

hibridar el producto de la etapa previa con un acido nucleico aceptor bicatenario linealizado que tiene en un
primer extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al saliente monocatenario del primer
extremo del ADN y en un segundo extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al
segmento de secuencia monocatenaria K2 del segundo extremo del ADN; y

usar el producto de reaccion obtenido en la etapa anterior para transformar una célula hospedadora.

(14) Un proceso de insercién de una secuencia de acido nucleico de interés, que comprende un segmento de
secuencia de acido nucleico U de secuencia de nucleétidos desconocida en un acido nucleico aceptor, que
comprende las etapas siguientes:

unir una secuencia adaptadora a una secuencia de acido nucleico que comprende, en el siguiente orden, el
segmento de secuencia de &cido nucleico U en el primer extremo de la secuencia de acido nucleico, un
segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K2 y un segmento de secuencia de acido
nucleico de secuencia conocida K3;

amplificar por PCR un ADN que comprende, en el siguiente orden, una secuencia adaptadora, el segmento
de secuencia de acido nucleico U, segmento de secuencia de acido nucleico K2 y segmento de secuencia
de acido nucleico K3 usando un cebador directo que define un primer extremo del ADN amplificado y un
cebador inverso que define un segundo extremo del ADN amplificado, terminando dicho cebador inverso en
su extremo 3’ en una secuencia de nucleétidos de segmento de secuencia K3;

tratar las moléculas de ADN bicatenario lineales contenidas en el producto de PCR obtenido en la etapa
anterior con una exonucleasa para obtener un saliente monocatenario que comprende la secuencia
adaptadora en el primer extremo del ADN y un saliente monocatenario que comprende los segmentos de
acido nucleico K2 y K3 en el segundo extremo del ADN;

hibridar el producto de la etapa anterior con un acido nucleico aceptor bicatenario linealizado que tiene en
un primer extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al saliente monocatenario del
primer extremo del ADN y en un segundo extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al
segmento de secuencia monocatenaria K2 del segundo extremo del ADN; y

usar el producto de reaccion obtenido en la etapa anterior para transformar una célula hospedadora.

(15) Un proceso de insercion de un ADNc en una secuencia de ARN de interés en un acido nucleico aceptor,
que comprende las etapas siguientes:

aislar ARN a partir de una célula;

retrotranscribir ARN para formar una cadena no codificante de ADNC;

amplificar por PCR dicho ADNc que comprende, en el siguiente orden, un segmento de secuencia U, un
segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K2 y un segmento de secuencia de acido
nucleico de secuencia conocida K3 usando un cebador directo que define un primer extremo del ADN
amplificado y un cebador inverso que define un segundo extremo del ADN amplificado, terminando dicho
cebador inverso en su extremo 3’ en una secuencia de nucleétidos de segmento de secuencia K3;

tratar las moléculas de ADN bicatenario lineales contenidas en el producto de PCR obtenido en la etapa
anterior con una exonucleasa para obtener un saliente monocatenario en el primer extremo del ADN y un
saliente monocatenario que comprende segmentos de acido nucleico K2 y K3 en el segundo extremo del
ADN;

hibridar el producto de la etapa anterior con un acido nucleico aceptor bicatenario linealizado que tiene en
un primer extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al saliente monocatenario del
primer extremo del ADN y en un segundo extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al
segmento de secuencia monocatenaria K2 del segundo extremo del ADN; y

usar el producto de reaccion obtenido en la etapa anterior para transformar una célula hospedadora.

(16) El proceso de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (14), en el que la secuencia de interés comprende en
direccién 5 a 3’ un segmento de secuencia U, un segmento de secuencia K2 de secuencia de nucleétidos
conocida y un segmento de secuencia K3 de secuencia de nucleétidos conocida.

(17) El proceso de acuerdo con (14), que comprende proporcionar un molde para dicha PCR uniendo una
secuencia de unién a cebador al extremo 3’ de dicho ADNc, en el que el cebador directo usado en dicha PCR
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hibrida con dicha secuencia de unién a cebador.
(18) El proceso de acuerdo con (14), en el que el ARN es ARNm.

(19) El proceso de acuerdo con (14), en el que el ARN codifica una cadena de inmunoglobulina, la secuencia U
es parte de una regién variable de la inmunoglobulina y las secuencias conocidas K2 y K3 son parte de una
region constante de la inmunoglobulina.

En la presente invencion, se clonaron productos de PCR basandose en la homologia entre las secuencias presentes
tanto en el acido nucleico aceptor (que puede ser un vector aceptor o de clonacién) como en el ADN amplificado
(inserto). Los salientes monocatenarios presentes en el ADN amplificado y en el acido nucleico aceptor son
complementarios y pueden hibridar. Los procesos de la invenciéon permiten la clonacién de un producto de PCR que
contiene una regién conocida (regién K) y una regiéon desconocida (U) muy eficazmente, religandose una cantidad
muy pequefia de vector vacio; lo que es mas importante, productos no deseados tales como dimeros de cebadores
no se clonan en ninguna medida significativa. En procesos de insercion de acidos nucleicos de la técnica anterior
que comprenden un segmento de secuencia de nucleétidos desconocida y conocida, la especificidad para la
clonacién del producto deseado se determina exclusivamente mediante el uso de un cebador de PCR en el lado del
acido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos conocida. Cualquier unién inespecifica del cebador puede, en
la técnica anterior, amplificar secuencias de ADN no deseadas que se insertaran en el acido nucleico aceptor (o
vector de clonacion), ya que la hibridacién con el acido nucleico aceptor estd determinada por la secuencia de
nucleotidos introducida en el producto de PCR por el cebador. Por el contrario, se toman dos medidas para
conseguir especificidad en la clonaciéon de un acido nucleico deseado en la presente invencion. En primer lugar, la
union de cebador a un segmento de secuencia conocida del molde usado en la etapa de PCR se usa en la etapa de
amplificaciéon antes de la hibridacion. En segundo lugar, un segmento de secuencia de la secuencia conocida (K2)
diferente del segmento de secuencia usado para la unién de cebador se usa para hibridar el producto de PCR con el
vector aceptor. Puesto que los acidos nucleicos producto de PCR inespecificos obtenidos por unién de cebadores
inespecificos generalmente no contendran el segmento de secuencia K2 usado para la hibridacion con el acido
nucleico aceptor (o vector aceptor), dichos acidos nucleicos producto de PCR inespecificos no se insertan en el
vector aceptor en una medida significativa. Ademas, no se insertan dimeros de cebadores en el vector aceptor
(Figura 1b). Los procesos de la invencion tienen una eficacia extraordinariamente elevada para clonar acidos
nucleicos de interés. Estas dos medidas se consiguen en la invencion mediante una eleccién adecuada de la region
de unién a cebador usada en la etapa de PCR y una eleccién adecuada de la region de secuencia del producto de
PCR usado para la clonacion por homologia con el vector aceptor. Curiosamente, la especificidad de esta estrategia
de clonacién permite la “limpieza” del producto de PCR, incluso cuando se usa el producto de la primera etapa de
amplificacion por PCR usando ADN genomico como molde o ARN total aislado de células. Aunque el producto de la
primera amplificacion por PCR puede ser una mezcla de productos de amplificacion especificos e inespecificos, se
insertan esencialmente exclusivamente productos especificos en el vector aceptor. El hecho de que se clonen
productos especificos esencialmente exclusivamente permite secuenciar plasmidos de colonias crecidas a partir de
células hospedadoras transformadas sin una etapa de preexploracion y, por lo tanto, se consigue una determinacion
conveniente de la secuencia de nucleétidos de segmento U.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Principio de la estrategia de clonacion limpia. Un inserto que se va a clonar se amplifica por PCR con
un cebador con homologia con la diana (region K3) y un cebador homdlogo a una secuencia adaptadora (A)
afiadida en el extremo de la region flanqueante de la secuencia desconocida (U).

(Figura 1a). El fragmento se clona por homologia en un vector que contiene secuencias (A) y (K2). Puesto que
la secuencia de K2 no esta presente en los cebadores usados para la amplificacién, no pueden clonarse
productos inespecificos y dimeros de cebadores (Figura 1b). A’ y K3’ son secuencias derivadas de A y K3,
respectivamente.

Figura 2: Clonacion de secuencias flanqueantes a partir de un molde de ARN: preparacion de inserto para
clonacion limpia. gsp: cebador especifico de gen; BAPpC: cebador usado para PCR que contiene una
secuencia adaptadora denominada “BAP” y una cola 3’ de nuclebtidos de citosina. La secuencia oligo-G
mostrada es la SEC ID N°: 1. BAP-CCCCCCCCCC es la SEC ID N°: 9. La regién denominada “variable” es un
segmento de secuencia cuya secuencia de nuclettidos puede ser desconocida (también denominado en la
presente memoria segmento de secuencia U), tal como una secuencia variable de un anticuerpo.

La regién denominada “constante” es un segmento de secuencia K de secuencia de nucleotidos conocida, que
comprende un segmento de secuencia K2. Sin embargo, pueden aparecer polimorfismos en la regién constante
en muestras de pacientes diferentes. La regién de secuencia constante puede ser la secuencia constante de un
anticuerpo. El segmento de secuencia K2 no se usa como region de unién a cebador para PCR, pero puede
usarse para clonacion por homologia en un acido nucleico aceptor. En el lado a la derecha del segmento de
secuencia K2, se muestra el segmento de secuencia K3 que se usa para la unién de cebador y la amplificacion
por PCR. Si se realiza una segunda PCR anidada en la etapa 6, la primera PCR se considera una
preamplificacion. En general, sin embargo, no es necesaria una preamplificacion para conseguir cantidades
suficientes de producto especifico en la estrategia mostrada en la Figura 2.

Figura 3: Preparacion de vector para clonacion limpia y clonacién limpia de un inserto. El vector de clonacion
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mostrado aqui contiene un gen LacZ para seleccién por azul-blanco. También puede usarse un vector que no
contiene LacZ. El vector se linealiza usando una enzima de restriccidon tal como Pstl. Después de la hibridacion,
el vector se transforma en una célula hospedadora tal como E. coli. Después de la clonacion, el inserto puede
secuenciarse usando un cebador especifico de vector seqpr.

Figura 4: Clonacién de secuencias flanqueantes a partir de un molde de ADN: preparacién de inserto para
clonacion limpia, estrategia 1. Se aisla ADN genomico que generalmente contiene una pluralidad de diferentes
fragmentos de ADN gendmico (se muestran dos fragmentos de ADN bicatenario diferentes en la parte superior).
En la etapa siguiente, a los fragmentos de ADN gendmico se les afiade una cola de G usando una transferasa
terminal en sitios en los que el ADN se rompe durante el procedimiento de extraccién. Se realiza una (o dos)
PCR (anidadas). Después, el producto de PCR amplificado se somete a tratamiento con exonucleasa para
obtener salientes monocatenarios 5’. Generalmente se realizan en esta estrategia tanto la PCR1 como la PCR2,
ya que la proporcién de productos de PCR deseados respecto a productos de PCR inespecificos puede no ser
satisfactoria si s6lo se realiza una PCR.

Figura 5: Clonacién de secuencias flanqueantes a partir de un molde de ADN: preparacién de inserto para
clonacion limpia, estrategia 2. En lugar de depender de extremos de ADN rotos en el ADN gendmico como en la
estrategia 1 (Figura 4), se realiza una amplificacién lineal por PCR usando solamente un cebador especifico de
gen gsp. Después, a este producto se le afiade una cola de G usando una transferasa terminal. Después, se
realiza una PCR usando cebadores BAPpC y un segundo cebador especifico de gen Gsp2, seguido de
tratamiento con exonucleasa.

Figura 6: Esquema que muestra la construccion del vector de clonacion limpia pICH36166. Se realiza una PCR
usando los cebadores igclon1 y nospclon1 usando pICH30086. Los segmentos C y D de los cebadores también
estan presentes en el vector pICH36833. bap2 es una secuencia adaptadora que se insertara en el vector
aceptor pICH36166 que se producira. CS representa la secuencia de captura, que es un ejemplo para un
segmento de secuencia K2. La secuencia de nucleétidos de CS se muestra y se denomina en la presente
memoria SEC ID N°: 2. El producto de PCR puede insertarse en el vector pICH36833 mediante clonacién por
homologia, que implica el tratamiento tanto del producto de PCR como del pICH36833 con la actividad
exonucleasa de la polimerasa T4.

Figura 7: Estructura del ARN de anticuerpo IGM con secuencias constantes y variables, productos de PCR con
cola de G y vectores de clonacioén limpia usados en los ejemplos.

Figura 8: Posicion de secuencias de captura (segmentos de secuencia K2) y cebadores de amplificacion Mu2N
y Mu3N usados en secuencias constantes de IgM (cadena Mu de inmunoglobulina) humana. La secuencia de
nucleé6tidos mostrada se denomina en la presente memoria SEC ID N°: 3.

Figura 9: Posicion de secuencias de captura y cebadores de amplificacién usados en secuencias constantes de
IgK (cadena Kappa de inmunoglobulina) humana. La secuencia de nucle6tidos mostrada se denomina en la
presente memoria SEC ID N°: 4.

Figura 10: Ensayo de actividad exonucleasa T4 a diferentes temperaturas y concentraciones de nucleoétidos. L:
Escalera de ADN Plus de 1 kb GeneRuler (Fermentas). Condiciones de reaccion:

ADN: pICH10990 digerido con Sacll/Ndel (10 pl/50 wl), (Tamafios de fragmento: 3595, 1563, 1158, 125 pb) 2,5
/10 pl usados para tratamiento con polimerasa T4 (Pol. T4).

Polimerasa T4: 0,5 pl/10 wl = 1.5 U/10 pl en 2 NEB + BSA

Incubacion: 10 min a 25°C, 20°C, 15°C o 10°C, todo inactivado térmicamente: 5 min a 80°C; C = control sin T4;
H = control de inactivacion térmica (después de la adicion de polimerasa T4 5 min a 80°C). Tratamiento con
nucleasa de judia Mung: adicion de 1,5 pul de tampdn de nucleasa de judia Mung, 1 ul de nucleasa de judia
Mung (10 U/ul), a 15 ul de H20, 20 min 25°C.

Figura 11: Clonacion limpia con T4: ensayo de diferentes tiempos de digestion con polimerasa T4 a temperatura
ambiente.

Figura 12: Clonacion de secuencia flanqueante en ADN de una planta de Nicotiana benthamiana transgénica
para la construccion pICH30649. El ADN-T contiene en el borde derecho el terminador Nos y una secuencia de
vector viral (3’ NTR). Se define una “secuencia de captura” (CS, equivalente a la regién K2) en la 3'NTR y se
clona en un vector de clonaciéon pICH36166. bap2: secuencia adaptadora. “Desconocida” indica un segmento de
secuencia de secuencia de nucleétidos desconocida U. La secuencia de captura CS se denomina en la
presente memoria SEC ID N°: 5. 3'NTR: regién no traducida 3. Se indican las regiones K1, K2 y K3. K1 es un
segmento de secuencia de secuencia de nucleétidos conocida entre el segmento de secuencia desconocida U y
el segmento de secuencia K2.

Figura 13: PCR de secuencias flanqueantes (F-PCR) en plantas de Nicotiana benthamiana transgénicas para la
construccion pICH30649.

Figura 14: PCR de colonias sobre productos de F-PCR clonados (transgén pICH30649).

Figura 15: F-PCR con y sin preamplificaciéon. La secuencia de captura CS se denomina en la presente memoria
SEC ID Ne: 2.

Figura 16: F-PCR y clonacién de secuencias flanqueantes de plCH18693 a partir de la planta transgénica
nbi160-7.

Figura 17: Ensayo de actividad exonucleasa de polimerasa Klenow con diferentes temperaturas y tiempos de
incubacion, y ensayo de clonacion. ¢ = inserto, PCR en pICH3491x (biblioteca de Arabidopsis) ecolib3+4.
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Tratamiento con Klenow:

e 2,5 ul/10 pl de pICH10990 digerido con Sacll/Ndel (10 ul/50 pl), (Tamafios de fragmento: 3595, 1563, 1158,
125 pb)

e 1 /10 w =10 U/10 pl de Klenow en 2 NEB + BSA

¢ 30, 60, 90, 120 min a 37°C o temperatura ambiente (25°C), todo inactivado térmicamente: 5 min a 80°C;

0 min = control sin T4;

¢ Tratamiento con nucleasa de judia Mung:

+ 1,5 ul de tampon de nucleasa de judia Mung, 1 pl de nucleasa de judia Mung (10 U/ul), a 15 pl de H20, 20
min a 25°C

Clonacién con Klenow:

e 1 ul/10 pl de vector = pICH31401 Pstl, 0,5 ul de inserto = PCR sobre pICH3491x (biblioteca de Arabidopsis)
ecolib3 + 4,

© 0,5 ul =2,5 U/10 pl de Klenow,

¢ 30, 60, 120 min a 37°C, 5 min a 80°C

e Los 10 ul se usan para transformar células DH10B quimicamente competentes, se afiaden 500 pl de LB, se
siembran 25 pl en placas de LB con Carb y X-Gal después de una agitacién de 15 min a 37°C.

Descripcion detallada de la invencion

La secuencia de 4cido nucleico de interés que se va a clonar o insertar en un acido nucleico aceptor puede ser ADN
o ARN. Si es ARN, se clona después de su transcripcion inversa en ADNc. El acido nucleico aceptor es
generalmente ADN bicatenario. Por lo tanto, la clonacién de una secuencia de ARN de interés significa clonar un
ADNCc de la secuencia de ARN de interés. La clonacién de una secuencia de acido nucleico de interés en la presente
memoria significa insertar la secuencia de acido nucleico de interés en un acido nucleico aceptor. La secuencia de
acido nucleico de interés puede insertarse en el acido nucleico aceptor como parte de una molécula de acido
nucleico de mayor tamafio que contiene, ademas de la secuencia de acido nucleico de interés, una secuencia
adaptadora y un segmento K2 que se usan para la clonacién por homologia. La clonacion por homologia en la
presente memoria significa insertar una secuencia de acido nucleico de interés en un acido nucleico aceptor, por lo
que tanto la secuencia de &cido nucleico de interés como el acido nucleico aceptor se proporcionan con salientes
monocatenarios, y por lo que los salientes monocatenarios en ambos lados de la secuencia de acido nucleico de
interés hibridan con salientes monocatenarios del acido nucleico aceptor linealizado por emparejamiento de bases.
La clonacién puede comprender ademas usar el acido nucleico aceptor que tiene integrado el acido nucleico de
interés para transformar una célula hospedadora adecuada. La clonacién puede comprender ademas cultivar clones
separados a partir de las células hospedadoras transformadas.

El acido nucleico aceptor es generalmente un vector de clonacion. Las expresiones “vector de clonacion” y “acido
nucleico aceptor” significan una molécula de ADN bicatenario que puede mantenerse en células hospedadoras
adecuadas. El acido nucleico aceptor puede tener un origen de replicaciéon para permitir la replicacion en las células
hospedadoras empleadas. Ademas, o adicionalmente, el acido nucleico aceptor (o vector de clonacién) puede tener
un marcador de seleccion que permita la selecciéon de las células hospedadoras adecuadas que contienen el acido
nucleico aceptor.

Los procesos de la invencién tienen su aplicacion principal en la clonacion, determinacion e identificacion de
secuencias de acido nucleico desconocidas que flanquean a una secuencia de acido nucleico de secuencia de
nucleotidos conocida. Sin embargo, el concepto de la presente invencidn no requiere que una secuencia de acido
nucleico de interés que se va a clonar tenga un segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia de
nucleétidos desconocida en un extremo. Si se conoce la secuencia de nucleétidos en ambos extremos del acido
nucleico de interés que se va a clonar, las etapas de unir una secuencia de union a cebador o una secuencia
adaptadora pueden omitirse, y tanto el cebador directo como el inverso usados en la etapa de PCR pueden
disefiarse para unirse especificamente con fines de PCR a ambos extremos del acido nucleico de interés presente
en el molde de PCR. En cualquier caso, después de haber unido una secuencia de unién a cebador o una secuencia
adaptadora a un segmento de secuencia de acido nucleico U de secuencia desconocida presente en una secuencia
de acido nucleico de interés, la secuencia de acido nucleico obtenida contendra en ambos extremos segmentos de
secuencia de secuencia de nucleétidos conocida que pueden usarse para la unién de cebadores en la etapa de PCR
de la invencion.

Generalmente, la secuencia de acido nucleico de interés comprende un segmento de secuencia U que puede ser de
secuencia de nucleétidos desconocida. La secuencia de acido nucleico de interés puede comprender ademas un
segmento de secuencia de acido nucleico (en resumen “segmento”) de secuencia de nucleétidos conocida tal como
un segmento K2 o parte del mismo. El segmento K2 se usa para insertar un acido nucleico de interés en el acido
nucleico aceptor por emparejamiento de bases entre el segmento monocatenario K2 y un segmento monocatenario
complementario del vector aceptor denominado K2’. El segmento K2 también se denomina en la presente memoria
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“secuencia de captura”, ya que se captura por el segmento K2’ del acido nucleico aceptor. El segmento K3 tiene la
secuencia de nucleétidos del cebador inverso en la etapa de amplificacion por PCR de la invencion y define el
segmento K3 en el ADN amplificado. Un segmento de secuencia en el molde de PCR usado en la etapa de PCR que
es homologo al cebador inverso de modo que se consigue la hibridacion de cadenas complementarias en dicha PCR
también puede denominarse segmento K3. El segmento K3 no se inserta en el acido nucleico aceptor y por lo tanto
no es parte de la secuencia de acido nucleico de interés. En la presente memoria, el extremo de una secuencia de
acido nucleico que contiene un segmento U mas préximo al segmento de secuencia U se denomina en la presente
memoria “primer extremo” del acido nucleico respectivo. El otro extremo de un acido nucleico que esta mas préoximo
al segmento de secuencia de acido nucleico K2 se denomina “segundo extremo” del acido nucleico respectivo.

El proceso de la invencion comprende una etapa de amplificar por PCR un ADN que comprende, en el siguiente
orden, un segmento de secuencia U, un segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K2 y un
segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K3 usando un cebador directo que define un
primer extremo del ADN y un cebador inverso que define un segundo extremo del ADN. El ADN mencionado en esta
etapa de proceso es el ADN amplificado en esta etapa. Por lo tanto, este ADN también se denomina en la presente
memoria “ADN amplificado”. El cebador inverso termina en su extremo 3’ en una secuencia de nucle6tidos de
segmento de secuencia de acido nucleico K3. EI ADN termina en su primer extremo mediante la secuencia de
nucleétidos determinada por el cebador directo, y termina en su segundo extremo mediante la secuencia de
nucleotidos determinada por el cebador inverso. Aparte de los segmentos U, K2 y K3, el ADN puede tener ademas
otras porciones de secuencia presentes en el molde usado para PCR, tales como un segmento de secuencia de
acido nucleico adicional K1 entre los segmentos U y K2. El segmento K1 puede ser de secuencia de nucleétidos
conocida. Los segmentos K2 y K3 no tienen que ser contiguos. En su lugar, los segmentos K2 y K3 pueden estar
separados por otro segmento de secuencia. En general, sin embargo, los segmentos K2 y K3 no estan separados
por mas de 100 nt (“nt” representa nucleétidos), preferentemente son contiguos. Si la secuencia de nucleétidos de
segmento U no se conoce, el ADN amplificado puede contener ademas en su primer extremo una secuencia
adaptadora usada para hibridar el primer extremo del ADN con el primer extremo del acido nucleico aceptor en la
etapa de hibridacion.

El segmento K2 se define como un segmento de acido nucleico homoélogo al segmento de secuencia K2’ presente
en el segundo extremo del acido nucleico aceptor linealizado para permitir la hibridacion del segundo extremo
monocatenario del ADN amplificado con el segundo extremo monocatenario del acido nucleico aceptor por
emparejamiento de bases entre cadenas complementarias. La longitud del segmento de K2 y el grado de homologia
con el segmento K2’ deberian ser tales que pueda conseguirse una hibridacion estable en la etapa de hibridacion.
Con este fin, la longitud del segmento K2 es de al menos 10 y deberia ser de al menos 12 nucleétidos, mejor de al
menos 16 nucleétidos, aun mejor de al menos 20 nucledtidos y, preferentemente, de al menos 25 nucleotidos. No
existe un limite superior estricto para la longitud del segmento K2. Por comodidad, sera generalmente de casi 100 nt.
Cuando se compara el grado de homologia entre los segmentos K2 y K2’, se comparan segmentos de secuencia (0
“bloques”) de una longitud idéntica en términos del numero de nucleoétidos. El grado de homologia entre el segmento
K2 y el segmento K2’ deberia ser tan alto como fuera posible para asegurar una hibridacion especifica. Por ejemplo,
los segmentos K2 y K2’ deberian contener un bloque de al menos 10 nucleétidos contiguos de secuencia de
nucledtidos idéntica. Sin embargo, el bloque de secuencias de nucleétidos idénticas en los segmentos K2 y K2’
puede ser mas largo de 10 nt, tal como de al menos 12, al menos 15 o al menos 20 nucleétidos contiguos. Cuanto
mayor sea la homologia entre los segmentos K2 y K2’, mejor pueden tolerarse polimorfismos desconocidos que
puedan aparecer en los segmentos K2 derivados de muestras de diferentes individuos o pacientes sin impedir una
clonacion con éxito. La relacion entre la tendencia a la hibridacion de cadenas de ADN complementarias y la
similitud de las cadenas pertenece al conocimiento general del experto en la materia, de modo que siempre es facil
para el experto en la materia disefiar un segmento K2’ adecuado dependiente de un segmento K2 dado. Si, en la
presente memoria, se hace referencia a la secuencia de nucleotidos del segmento K2 como una secuencia de
nucleétidos conocida, esto no significa que la secuencia de nucleétidos deba conocerse exactamente. En su lugar,
es suficiente que el segmento de secuencia K2 hibride en la etapa de hibridacion con el segmento de secuencia K2’
que se obtiene por ingenieria genética de modo que las cadenas complementarias de los segmentos K2 y K2’
puedan hibridar en la etapa de hibridacion de la invencién.

El segmento K3 se define como el segmento de secuencia de acido nucleico introducido en el ADN amplificado en la
etapa de PCR mediante el cebador inverso (y la secuencia complementaria del cebador inverso producida en dicha
PCR). Respecto a la longitud y a la secuencia de nucleétidos que se empleara para el cebador inverso, son
aplicables consideraciones como las que se aplican generalmente en la PCR por el experto en la materia.
Generalmente, el cebador inverso tiene una longitud de entre 10 y 50 nt o de entre 14 y 30 nt. La secuencia de
nucleétidos del cebador inverso y, por lo tanto, del segmento K3, se seleccionan de modo que se consiga una union
adecuada al molde usado en la PCR.

En la presente memoria, los segmentos K2 y K3 son segmentos separados que no solapan en un grado significativo.
Preferentemente, no solapan en mas de 3 nt o mas de 1 nt. Esto significa que se usan segmentos separados para la
amplificacion por PCR por un lado, y para la insercion en el acido nucleico aceptor por el otro lado en el segundo
extremo de tanto el ADN como el acido nucleico aceptor. La ausencia de solapamiento entre segmentos K2 y K3
puede conseguirse disefiando el cebador inverso de modo que termine en su extremo 3’ en una secuencia de
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nucleétidos de segmento de secuencia de acido nucleico K3. En otras palabras, el cebador inverso no deberia
prolongarse con su extremo 3’ hacia el segmento K2, que tiene homologia con un segmento de secuencia de
nucleotidos K2’ presente en el segundo extremo del acido nucleico aceptor.

Para evitar que el ADN amplificado hibride con el segmento monocatenario K3 con el segundo extremo
monocatenario del &cido nucleico aceptor en la etapa de hibridaciéon, los segmentos K2 y K3 deben ser
suficientemente diferentes, es decir, carecer de una homologia significativa. El experto en la materia puede juzgar a
partir de conocimientos generales cuando dos secuencias de nucleétidos son suficientemente diferentes para evitar
la hibridacién de cadenas complementarias. Una ausencia de homologia significativa puede significar que K2 y K3
no contienen un bloque de 9 o mas nucledtidos contiguos de secuencias de nucleo6tidos idénticas v,
preferentemente, no contienen un bloque de 5 o mas nucleétidos contiguos de secuencias de nucleétidos idénticas.
Son aplicables consideraciones similares a la secuencia de nucle6tidos del adaptador A y del segmento K2.

Después de dicha etapa de amplificacion por PCR, las moléculas de ADN contenidas en el producto de PCR se
tratan con una exonucleasa para obtener un saliente monocatenario en el primer extremo del ADN y un saliente
monocatenario que comprende los segmentos de acido nucleico K2 y K3 en el segundo extremo del ADN. Si se
desea, las moléculas de ADN del producto de PCR pueden separarse de otros componentes de la PCR por métodos
conocidos en general antes del tratamiento con exonucleasa. La exonucleasa puede ser una exonucleasa 5-3’' o
una exonucleasa 3’-5’. Se conocen en la técnica enzimas que tienen actividad exonucleasa. Son ejemplos las
usadas en el documento US 2007/0292954. Son ejemplos la ADN polimerasa T4 de E. coli, el fragmento grande de
la polimerasa de E. coli conocido como polimerasa Klenow, la nucleasa lambda, la nucleasa T7 o la exonucleasa lll,
preferentemente es la polimerasa Klenow de E. coli. No es necesario afiadir ANTP a la mezcla de reaccion, lo que
proporciona mas flexibilidad al proceso de la invencion. Puesto que la actividad exonucleasa de diferentes enzimas
que tienen actividad exonucleasa difiere, se recomienda establecer condiciones adecuadas para el tratamiento con
exonucleasa tales como temperatura, concentracion de exonucleasa y duracion del tratamiento, de modo que se
elimine un numero adecuado de nucleétidos del ADN y se obtengan salientes de una longitud adecuada en ambos
extremos. Una longitud adecuada en el primer extremo y el segundo extremo del ADN amplificado es una longitud
que expone completamente las porciones de secuencia necesarias para la hibridacion con el acido nucleico aceptor.
En el segundo extremo, todo el segmento K3 y esencialmente todo el segmento K2 deberia hacerse monocatenario.
Las condiciones adecuadas para la ADN polimerasa T4 se proporcionan en los ejemplos. También se describe en
los ejemplos un método para identificar condiciones adecuadas para el tratamiento con exonucleasa (Ejemplo 3).
Pueden aplicarse métodos analogos para identificar condiciones adecuadas para otras enzimas que tengan
actividad exonucleasa. Aunque es posible realizar la etapa de tratamiento con exonucleasa con una mezcla de dos o
mas exonucleasas, no deberia combinarse una exonucleasa 5°-3’ y una exonucleasa 3'-5’ puesto que los salientes
deseados pueden no obtenerse en este caso. Después del tiempo de reaccion predeterminado, la actividad
exonucleasa puede destruirse por métodos conocidos tales como por calentamiento.

El acido nucleico aceptor usado en la presente invencion es un ADN bicatenario linealizado tal como un vector de
clonacion. El acido nucleico aceptor puede crearse linealizando un acido nucleico aceptor bicatenario que
comprende, en el siguiente orden, un segmento de secuencia homologo al primer extremo del ADN amplificado, un
segmento de secuencia de cadena principal de vector que comprende un marcador de seleccion y un segmento de
secuencia K2', que es homologo al segmento de secuencia K2. En una realizacion, el acido nucleico aceptor puede
crearse linealizando una molécula circular que comprende, en el siguiente orden,

un primer sitio de escisién por endonucleasa de restriccion,

el segmento de secuencia homologo al segmento de secuencia adaptadora en el primer extremo del ADN
amplificado,

el segmento de secuencia de cadena principal de vector que comprende un marcador de seleccion,

el segmento de secuencia K2' homélogo al segmento de secuencia K2 y, opcionalmente,

un segundo sitio de escision por endonucleasa de restriccion y

un segmento de secuencia espaciadora que puede eliminarse del acido nucleico aceptor por restriccion en
dicho primer y en dicho segundo sitio de escision por endonucleasa de restriccion. El segmento de secuencia
espaciador puede contener lacZ para la seleccidon por azul/blanco de clones obtenidos después de
transformar el producto de reaccion de la etapa de hibridacién en células hospedadoras, consultese la Figura
3.

La linealizaciéon puede conseguirse por tratamiento con una endonucleasa de restriccion que reconozca el primer y/o
el segundo sitio de escision por endonucleasa de restriccion. Es posible y se prefiere que la linealizacion se realice
en la misma mezcla de reaccién en la que se realiza el tratamiento con exonucleasa del ADN amplificado y del acido
nucleico aceptor linealizado.

El acido nucleico aceptor contiene por lo tanto en su primer extremo un segmento de secuencia homélogo a un
segmento de secuencia en el primer extremo del ADN amplificado. Si el segmento U es de secuencia de nucleétidos
desconocida, el primer extremo del ADN amplificado estara formado por una secuencia adaptadora A afadida al
primer extremo del ADN amplificado en dicha PCR o en una etapa anterior (véase adicionalmente a continuacion).
En su segundo extremo, el acido nucleico aceptor contiene un segmento K2’, que es homologo al segmento K2 del
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ADN amplificado, de modo que pueden hibridar las cadenas complementarias del segmento K2’ y del segmento K2.
El término “complementaria”, por lo tanto, no significa que se formen exclusivamente pares de bases G-C y A-T tras
la hibridacién. En su lugar, se tolera algun emparejamiento errébneo con tal de que pueda conseguirse una
hibridacion estable (véase anteriormente respecto al grado de homologia entre los segmentos K2 y K2'). Los
segmentos K2 y K2’ son preferentemente de una longitud idéntica. Es posible que un segmento de secuencia de
cualquier secuencia de nucleétidos esté presente entre el segundo extremo del acido nucleico aceptor y el segmento
K2'. Si esta presente, dicho segmento de secuencia es mas corto que 50 nt, preferentemente mas corto que 20 nt.
En una realizacién, el segundo extremo coincide con el segmento K2'. El acido nucleico aceptor no contiene un
bloque de secuencia de mas de 9, preferentemente de mas de 5 nucleétidos contiguos, que también esta presente
con una secuencia de nucleétidos idéntica en el segmento K3 dentro de un intervalo que se ha vuelto monocatenario
en la etapa de tratamiento con exonucleasa del acido nucleico aceptor, tal como dentro de una regién de 100 nt del
segundo extremo del acido nucleico aceptor.

Antes de la etapa de hibridacion, el acido nucleico aceptor bicatenario linealizado se proporciona en ambos
extremos con los salientes monocatenarios necesarios para la etapa de hibridacién. Las salientes monocatenarios
pueden obtenerse por tratamiento con exonucleasa de forma similar a la descrita anteriormente para el ADN
amplificado. Si se usa una exonucleasa 5’-3’ para el ADN amplificado, también se usa una exonucleasa 5'-3’ para el
acido nucleico aceptor. Si se usa una exonucleasa 3’-5’ para el ADN amplificado, también se usa una exonucleasa
3’-5’ para el acido nucleico aceptor. En una realizacion, el tratamiento con exonucleasa del ADN amplificado y del
acido nucleico aceptor se realizan en el mismo recipiente de reaccion, es decir, como una reaccioén de un recipiente.

La etapa de hibridacion de la invencion se realiza incubando el ADN amplificado tratado con exonucleasa con el
acido nucleico aceptador bicatenario linealizado que tiene en un primer extremo del mismo un saliente
monocatenario complementario al saliente monocatenario del primer extremo del ADN, y en un segundo extremo del
mismo un saliente monocatenario complementario al segmento de secuencia monocatenario K2 del segundo
extremo del ADN. La incubacion se lleva a cabo en condiciones que permitan dicha hibridacion.

Después de la hibridacién, la mezcla de reaccion de la etapa de hibridacion se usa para transformar células
hospedadoras. Las células hospedadoras deberian adaptarse al acido nucleico aceptor de modo que la replicacion
del acido nucleico aceptor sea posible en la célula hospedadora. Por lo tanto, el acido nucleico aceptor deberia tener
un origen de replicaciéon que pueda reconocerse por la ADN polimerasa presente en la célula hospedadora. Es
ventajoso que el acido nucleico aceptor contenga en su cadena principal de vector un marcador de seleccion que
permita la seleccidon de células hospedadoras que contienen el acido nucleico aceptor. La célula hospedadora
rellenara los huecos en el acido nucleico aceptor hibridado y escindira los salientes del ADN o del acido nucleico
aceptor que no estén implicados en la hibridacion. Pueden obtenerse clones de células hospedadoras, y el ADN de
vector reparado puede aislarse de clones de células hospedadoras, por ejemplo, por secuenciacion del acido
nucleico de interés insertado en el acido nucleico aceptor.

La secuencia adaptadora asi como el segmento K2’ determinan la idoneidad de un acido nucleico aceptor dado para
insertar un ADN amplificado dado. Puede que tengan que generarse diferentes acidos nucleicos aceptores para
ADN amplificados que difieran significativamente en la secuencia de nucledtidos en el primer extremo o en el
segmento K2. Sin embargo, la construccion del acido nucleico aceptor es sencilla. La Figura 6 muestra una
estrategia para ello, en la que la secuencia adaptadora (bap2 en este ejemplo) y el segmento K2’ (CS en este
ejemplo) se proporcionan al acido nucleico aceptor mediante cebadores (igclon1 y nospclon2 en la Figura 6). La
clonacion por homologia puede usarse para insertar el producto de PCR en una cadena principal de vector
(pICH36833 en la Figura 6). El acido nucleico aceptor (pICH36166 en la Figura 6) puede linealizarse con la
endonucleasa de restriccion Pstl. Es conveniente usar la misma secuencia adaptadora en el primer extremo del ADN
amplificado y el acido nucleico aceptor para clonar proyectos de secuencias de interés que tengan diferentes
segmentos K2.

En lo siguiente, se describe el molde usado en la etapa de PCR asi como las formas de obtenerlo. El acido nucleico
de molde comprende el acido nucleico de interés y, por lo tanto, comprende, en este orden, al menos segmento U,
segmento K2 y un segmento homélogo al segmento K3. Como anteriormente, la secuencia de nucleétidos del
segmento K2 es esencialmente conocida. La del segmento homologo a K3 también es esencialmente conocida, de
modo que el cebador inverso puede disefarse para hibridar con el segmento homélogo al segmento K3 del molde.
Si se conoce la secuencia de nucleétidos en el otro extremo del acido nucleico de interés en el molde, el cebador
directo puede disefiarse para hibridar con fines de PCR con el primer extremo del molde.

En una realizacion importante, la secuencia de interés a insertar en un acido nucleico aceptor tiene en su primer
extremo un segmento de secuencia U cuya secuencia de nucleétidos se desconoce. En este caso, no es posible
disefiar un cebador directo especifico y preparar un acido nucleico aceptor que tenga en su primer extremo un
segmento de secuencia homologo al primer extremo del acido nucleico de interés. Se han descrito diversas
soluciones a este problema en la técnica anterior que pueden usarse para la presente invencion. El material de
partida para esta realizacién puede ser ADN gendmico aislado a partir de células eucariotas o procariotas. En una
realizacién alternativa, el material de partida puede ser ARN aislado de células eucariotas o procariotas. El material
de partida también puede ser, o contener en el ARN aislado total, ARNm de células eucariotas o procariotas.
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En una realizacion en la que la secuencia de acido nucleico es ADN (por ejemplo, en una preparacion de ADN
genoémico), una secuencia de unioén a cebador se une a una secuencia de acido nucleico que tiene en un extremo un
segmento de secuencia de acido nucleico U de secuencia de nucleétidos desconocida (véase la Figura 4 para una
ilustracién). La secuencia de union a cebador puede ser un segmento de secuencia de nucleétidos homooligomérica
que se une al segmento U usando una desoxirribonucleétido transferasa terminal y NTP del tipo de la cola
homooligomérica deseada que se va a unir. En una realizacién preferida, el segmento de secuencia de nucleétidos
homooligomeérica (o “cola”) consiste en bases de guanina, y la unién que usa una desoxirribonucleétido transferasa
terminal se conoce como “cola de G”. En lugar de GTP, pueden usarse otros NTP tales como ATP, CTP o TTP. Una
vez que se une una secuencia de unidén a cebador, la secuencia de nucleétidos del primer extremo del acido
nucleico de interés obtenido se conoce, y un cebador directo adecuado de secuencia complementaria puede
disefiarse para la PCR. La secuencia de unién a cebador deberia tener una longitud de al menos 10 nt. Sin
embargo, se prefiere que la secuencia usada para la clonacion por homologia en el primer extremo del ADN en el
acido nucleico aceptor sea mas larga que esta longitud. Por lo tanto, el cebador directo usado puede comprender en
su extremo 5’ un segmento de secuencia adaptadora ademas de un segmento de secuencia complementario a la
secuencia de unidén a cebador. EI ADN amplificado contendra entonces la secuencia adaptadora en su primer
extremo, que se volvera monocatenario en la etapa de tratamiento con exonucleasa. El acido nucleico aceptor se
proporcionara con un segmento de secuencia homologo a la secuencia adaptadora, de modo que el tratamiento con
exonucleasa del acido nucleico aceptor genera un saliente monocatenario en el primer extremo del acido nucleico
aceptor que es complementario al saliente monocatenario en el primer extremo del ADN amplificado.

En la realizacion del parrafo anterior, es ventajoso realizar una etapa de preamplificacion por PCR (denominada
“PCR1”, etapa 3 en la Figura 4). La etapa de amplificacién por PCR de la invencién es entonces la segunda PCR
(denominada “PCR2” en la Figura 4). En esta realizacion, el cebador inverso usado en la segunda PCR corresponde
al segmento K3 del ADN amplificado. El cebador inverso usado en la primera PCR también se une a un segmento
de secuencia de secuencia de nucleétidos conocida del molde de PCR de la primera PCR.

En oftra realizacion en la que la secuencia de acido nucleico es ADN (por ejemplo, en una preparacion de ADN
genodmico), se realiza una sintesis de primera cadena sobre ADN, tal como ADN gendmico, usando un cebador que
Se une a una secuencia conocida (véase la Figura 5 para una ilustracion). Después de la eliminacion de cebadores y
dNTP, una secuencia de union a cebador puede unirse al extremo 3’ de la primera cadena sintetizada. Las etapas
siguientes pueden ser las mismas que en la realizacion anterior ilustrada en la Figura 4. Sin embargo, generalmente
no se requiere una preamplificacion.

En una realizacion alternativa en la que la secuencia de acido nucleico es ADN (por ejemplo, en una preparacion de
ADN gendmico), una secuencia adaptadora de una longitud suficiente se une por ligacion a una secuencia de acido
nucleico que comprende, en el siguiente orden, el segmento de secuencia de acido nucleico U en el primer extremo
de la secuencia de 4cido nucleico, un segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K2 y un
segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K3 antes de la etapa de amplificacion por PCR. No
es necesario introducir una secuencia adaptadora en el primer extremo mediante el cebador directo. El cebador
directo usado en la PCR esta disefiado para unirse a la secuencia adaptadora unida. Preferentemente, en esta
realizacion, el cebador directo termina en su extremo 5’ en la secuencia adaptadora unida al acido nucleico.

En una realizacion adicional, se emplea TAIL-PCR como se describe por Liu et al en Biotechniques 43 (2007) 649-
656 en la etapa de amplificacién por PCR.

En una realizaciéon importante, un ADNc de una secuencia de ARN de interés tal como una secuencia de ARNm de
interés se inserta en un acido nucleico aceptor, consultese la Figura 2. En este caso, el material de partida para el
proceso de la invencion es ARN. Después de haber aislado ARN de células eucariotas o procariotas, se genera una
cadena de ADNc del ARN por transcripcion inversa usando un cebador especifico de gen (“gsp1” en la Figura 2). Si
el ARN es ARNm, puede usarse un cebador oligo-dT como alternativa para la transcripcion inversa del ARNm. El
experto en la materia entiende que se obtienen muchos mas productos si se usa un oligo-dT como cebador para la
sintesis de cadenas de ADNc en comparaciéon con un caso en el que se usa un cebador especifico de gen en una
muestra de ARNm celulares. El uso de un cebador oligo-dT en lugar de un gsp1 para la sintesis de la primera
cadena tiene la ventaja de que cualquier polimorfismo desconocido que pueda estar presente en el segmento K2 en
el ARNm de diferentes individuos no conduce al fracaso de la sintesis de la primera cadena de dicho polimorfo.
Como etapa siguiente, el molde de ARN puede digerirse después y el cebador usado para la retrotranscripcion
puede eliminarse. Las etapas restantes del proceso de la invencion pueden ser las mismas que se han descrito
anteriormente. La Figura 2 ilustra en la etapa 6 una primera PCR y una segunda PCR anidada opcional. Si se
realizan dos reacciones de PCR en el molde de ADN, la segunda PCR se considera la etapa de amplificacion de la
invencion y el cebador inverso de la segunda PCR define el segmento K3 del producto de PCR. Generalmente, la
Ultima amplificacion por PCR se considera la etapa de amplificacion de la invencién. Si sélo se realiza una PCR
sobre el molde de ADN, se considera que esta PCR es la etapa de amplificacion de la invencion.

Una estrategia alternativa para unir un adaptador a un segmento de secuencia U es ligar un cebador de ARN en el
extremo 5 del ARNm usando la ARN ligasa T4 como se describe en Trout, A. B., McHeyzer-Williams, M. G,
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Pulendran, B. y Nossal G. J. V., 1992, PNAS, Vol 89: 9823-9825. Este ARN modificado se somete después a
transcripcion inversa y se usa para la amplificaciéon por PCR como en otros protocolos descritos anteriormente.

Una estrategia alternativa usa la actividad de intercambio de molde de la transcriptasa inversa del virus de la
leucemia murina de Moloney para afiadir 2-4 citosinas extra al extremo 3’ de la cadena de ADNCc recién sintetizada al
alcanzar la estructura de caperuza del ARNm, como se describe en el documento US 5.962.272. EI ADNc resultante
puede generarse para que contenga una secuencia adaptadora en el lado del segmento U. Esta estrategia no
requiere la adicién de cola de G con transferasa terminal y el producto puede usarse directamente para PCR como
en otros protocolos.

Si el material de partida del proceso de la invencion es ADN, tal como ADN gendmico aislado de células eucariotas o
procariotas, pueden usarse diversas estrategias para proporcionar el molde para la reaccién de PCR de la invencién.
Se muestran esquematicamente dos estrategias posibles en la Fig. 4 y la Fig. 5. En la estrategia representada en la
Fig. 4 se usan fragmentos de ADN genémico directamente para unir un adaptador o una cola homopolimérica. Se ha
descubierto sorprendentemente por los presentes inventores que no es necesario aplicar ninguna medida para
promover la fragmentacién del ADN, tal como tratamiento con ADNasa o aplicacién de esfuerzo cortante. En su
lugar, puede usarse el ADN gendémico seguin se aisla en condiciones suaves mediante un kit comercial para el
asilamiento de ADN gendmico. Los fragmentos de ADN genomico seran sustancialmente mas grandes en
comparacién con un caso en el que se induce la fragmentaciéon del ADN. Puesto que los fragmentos mas pequefios
se amplifican preferente por PCR, el tener fragmentos mas grandes de ADN genémico significa que se produce
menos fondo de productos de PCR inespecificos durante la amplificacion por PCR que en los métodos de la técnica
anterior. Aun asi, es posible amplificar esencialmente todos los acidos nucleicos de interés, puesto que para la
mayoria de las secuencias de interés habra un fragmento de ADN gendmico en una preparacién tipica que se
localice lo bastante proximo a un extremo de un fragmento para permitir una amplificacion por PCR eficaz.

Para la identificacién de secuencias desconocidas en el ADN, por ejemplo, inserciones de transgenes o
transposones, o para desplazamiento sobre el cromosoma, se han descrito diversos protocolos en la bibliografia.
Estas estrategias se incluyen en varias clases.

En la primera clase, el ADN se digiere con una enzima y se liga un adaptador en los extremos. Después, las
secuencias flanqueantes se amplifican usando cebadores especificos de secuencia (gsp) conocidos y cebadores
adaptadores. Habitualmente se realizan dos PCR anidadas usando dos cebadores especificos de secuencia
conocidos anidados. Un inconveniente importante de los protocolos que dependen de la digestion de ADN con
enzimas es que no se sabe si una enzima corta en las proximidades de la secuencia conocida y, por lo tanto, es
necesario usar varias enzimas en paralelo para asegurarse de que una proporcione resultados (produzca un
fragmento que no sea demasiado corto y que tenga suficiente informacion, o no demasiado largo puesto que no se
amplificaria por PCR). Después, el producto de PCR puede secuenciarse directamente. Sin embargo, esto no
producira informacién si esta presente mas de una insercién y se han amplificado ambas secuencias flanqueantes.
Esta mezcla de productos de PCR puede clonarse y varios plasmidos secuenciarse para obtener las dos secuencias
flanqueantes.

Sin embargo, un problema principal cuando se analizan secuencias flanqueantes usando un adaptador ligado a
extremos de ADN producidos por digestion con enzimas de restriccién es que no se puede asegurar que se hayan
determinado todas las secuencias flanqueantes de todas las inserciones en este genoma. Esto es porque los
productos de PCR obtenidos para diversas secuencias flanqueantes tendran todos tamarios diferentes, y la
competicién durante la PCR significara que se amplificaran preferentemente los mas pequefios. Una solucion sera
realizar una identificacion de secuencia con varias enzimas diferentes en paralelo, lo que aumentara la cantidad de
trabajo necesario para cada linea a analizar.

Una solucion a este problema es no digerir el ADN usando enzimas de restriccion, sino usar fragmentacién aleatoria
(digestion parcial de ADN usando un agente de corte frecuente, uso de ADNasal o sonicacion). Estas estrategias
seran menos propensas a amplificacion no aleatoria pero son mas pesadas de realizar.

Una segunda clase de protocolos se basa en PCR inversa (Ochman H., Gerber A. S., y Hartl D. L., 1988, Genetics,
120: 621-623). El ADN se digiere con una enzima de restriccion y después se vuelve a ligar usando ADN ligasa. A
baja concentracion de ADN, el acontecimiento de ligacién mas frecuente es la recirculaciéon de fragmentos de ADN.
Esto permite la amplificacién usando dos cebadores especificos de gen. Una ventaja de la iPCR es que las
secuencias flanqueantes pueden identificarse después de una sola PCR (dependiendo del tamafio del genoma del
hospedador) o de dos PCR anidadas. Los inconvenientes son como se han descrito para los métodos previos: sera
necesario el uso de varias enzimas diferentes para encontrar todas las inserciones.

Una tercera clase de métodos se basa en la amplificacion por PCR usando un cebador especifico de region (gsp)
conocido y un cebador aleatorio inespecifico. Un ejemplo de dicha estrategia es la TAIL-PCR. La TAIL-PCR requiere
tres rondas de PCR anidada y varias reacciones en paralelo con diferentes conjuntos de cebadores aleatorios (Yao-
Guang Liu y Robert F. Whittier, 1995, Genomics, 25: 674-681). Una ventaja de este protocolo es que es un método
de solo PCR vy, por lo tanto, puede automatizarse. Un inconveniente es que no siempre funcionara y no identificara
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todas las secuencias flanqueantes cuando estén presentes mdltiples inserciones. Ademas, es un protocolo bastante
pesado puesto que cada muestra requiere muchas amplificaciones por PCR.

Se ha desarrollado un protocolo que permite la identificacion de todas las inserciones presentes en un genoma en
un solo experimento. Se prepara ADN gendémico usando un kit convencional con una columna. EI ADN producido
usando kits comerciales convencionales esta generalmente compuesto por fragmentos que varian de promedio de
10 kb a 25 kb. Esto significa que para cualquier secuencia conocida, aparecera un punto de rotura del ADN en de 0
nt a 25 kb en cualquier secuencia dada, de promedio. Por lo tanto se aprovecha esta observacién y se afiade una
cola directamente a los extremos rotos de ADN genémico con una cola de G usando transferasa terminal (Fig. 4),
siendo extremadamente sencillo de realizar y extremadamente Util, como muestran los resultados. Como se realiza
para la amplificacién de extremos de ADNc, se realiza una primera PCR usando un cebador BAPpC y un cebador
especifico de secuencia (gsp1) conocido. Esta primera PCR amplificara los productos especificos, pero también
fragmentos inespecificos pequefios con cebador BAPpC solamente. Esto es porque a todos los fragmentos de ADN
genomico se les afiaden colas en ambos lados mediante transferasa terminal. Se realiza una segunda PCR con un
cebador BAP y un cebador especifico de secuencia (gsp2) conocido anidado para enriquecer la proporcion de
secuencia especifica de gen respecto a secuencias inespecificas. Incluso después de esta segunda PCR, se espera
que se amplifiquen productos tanto especificos como inespecificos. Por lo tanto, para clonar solo los productos
especificos, se usa el proceso de clonacion limpia de la presente invencion. Se prepara un vector de clonacién lineal
que contiene en un extremo homologia con el adaptador y en el otro extremo homologia con la secuencia localizada
justo cadena arriba del gsp2. Este vector y el inserto se tratan mediante la polimerasa T4. So6lo se obtienen
productos especificos de gen.

Este protocolo es extremadamente fiable: en un solo experimento de clonacion pueden identificarse todas las
secuencias flanqueantes de todas las inserciones. La adicién de colas totalmente aleatoria permite la amplificacién
cuantitativa de secuencias flanqueantes; por ejemplo, un genoma que contiene una insercion homocigota y la otra
heterocigota identificara la primera insercion en dos tercios de los plasmidos secuenciados y la segunda insercion y
las restantes en un tercio de las secuencias. Ademas, la clonacién limpia permite secuenciar directamente todos los
plasmidos obtenidos sin explorar previamente para plasmidos recombinantes que contengan una insercion
especifica.

Un protocolo alternativo para la clonacion de secuencias flanqueantes consiste en realizar como primera etapa unos
pocos ciclos de amplificacion con un solo cebador, el cebador especifico de gen (gsp1, Fig. 5). Al producto de PCR
se le afiade después una cola usando transferasa terminal y después se realizan una o dos PCR. Después, €l
fragmento de PCR se somete a clonacién limpia como se ha descrito anteriormente.

En el Ejemplo 4 se identificaron de forma fiable las secuencias que flanquean inserciones de ADN-T en plantas
transgénicas. En el caso de la identificacién de secuencias de ARN (Ejemplo 2) se identificé con éxito las secuencias
de regiones variables de inmunoglobulinas especificas de tumores que se presentan en la superficie de células B
malignas. Las inmunoglobulinas, especialmente sus regiones variables, pueden usarse como antigenos vacunales
individualizados para el tratamiento del Linfoma No Hodgkin (Inoges et al., 2006, J Natl Cancer Inst., 98: 1292-1301;
McCormick et al., 2008, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105: 10131-10136).

Ejemplos
EJEMPLO 1

Construccion de vectores de clonacién limpia

a) Construccién de pICH36166

El fragmento alfa de LacZ se amplificé por PCR a partir del plasmido pICH36166 (idéntico al pUC19 excepto por que
el gen bla que proporciona resistencia a ampicilina se sustituyd por un gen de resistencia a kanamicina). Los
cebadores para la amplificacion fueron Igclon1 (SEC ID N°: 6) (5'-GGA GGG TTG AAG ACT TGT CCA GAG CCG
TCC AGC AAC TGC AGG CAG CTG GCA CGA CAG GTT TC-3') y nospclon1 (SEC ID N°: 7) (5-GAT CCT AGA
TGT GGA AGA CTT TAC CGG GTC ATA ACG TGA CTC CCT TAA TTC TCC GCT GCA GCG CGC GTT TCG
GTG ATG ACG-3)) (Fig. 6). La parte 3’ de ambos cebadores (subrayada) es especifica para el fragmento alfa de
LacZ en pICH30086. Esta secuencia esta precedida por un sitio de reconocimiento de Pstl (en cursiva). La parte del
medio (linea de puntos en negrita) contiene las secuencias homélogas para la clonacion limpia (bap2 en Igclon1 y la
“secuencia de captura CS”, en este caso especifica de promotor Nos en nospclon1). La parte 5’ de cada cebador es
homologa a los extremos de un vector linealizado usado para la clonacion, en este caso pICH36833 (regiones de
secuencia C y D en la Fig. 6). Deberia mencionarse que el vector de clonacién limpia puede de hecho prepararse a
partir de cualquier vector de clonacion convencional distinto de pICH36833, siendo el Unico requisito seleccionar
secuencias C y D para el disefio del cebador que coincidan con el vector seleccionado en la region que flanquea el
sitio usado para linealizarlo.

El fragmento LacZ amplificado a partir de plICH30086 se amplific6 por PCR en un volumen de 50 pl. El producto de
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PCR se purificdé a través de una columna (NucleoSpin Extract Il, Macherey-Nagel, Diiren, Alemania; volumen de
elucién 50 wl). El pICH36833 se cortd con Bpil y se purificé en columna también. Para realizar la clonacién con T4, 2
ul del producto de PCR, 1 pul de vector digerido con Bpil, 2 ul de tampén de polimerasa T4 10x (New England
Biolabs, Ipswich MA, Estados Unidos), 0,5 ul de ADN polimerasa T4 (NEB, 20 unidades/ul) y 14,5 ul de agua se
mezclaron y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se us6 para transformar E. coli
DH10b quimicamente competentes mediante transformaciéon por choque térmico, y se sembraron en placas en
medios que contenian X-Gal y Carbenicilina (el pICH36833 tiene un gen bla que proporciona resistencia a
carbenicilina). Los clones positivos pueden detectarse usando seleccién por azul/blanco, conteniendo las colonias
azules la construccion de vector deseada (el pICH36833 no tiene un gen LacZ funcional, pero el vector de clonacién
limpia resultante si lo tiene). La region que contiene Bap2 y la “secuencia de captura” se secuencia antes del uso
para comprobar que la secuencia de clonacién Bap2 y la “secuencia de captura” son correctas.

Como se ha mencionado anteriormente, los vectores de clonacién limpia resultantes contienen un casete LacZa
para la seleccién por azul-blanco flanqueado por dos sitios Pst1, y después flanqueado en la parte 5 de LacZ por
una secuencia correspondiente al cebador especifico de cola de G Bap2 (SEC ID N°: 8): gtccagagccgtccagcaa, y en
el lado 3’ por una secuencia de captura de 20-52 pb. En el caso del pICH36166 la secuencia de captura corresponde
a parte del terminador Nos. Para la clonacién limpia, los vectores de clonacion limpia se digieren primero con Pstl,
que escinde en ambos lados del fragmento LacZ, produciendo un vector lineal que contiene en ambos extremos
secuencias del Bap2 y de la secuencia de captura. Este fragmento lineal esta listo entonces para tratamiento con
exonucleasa y clonacién (véase a continuacion).

b) Construccion de otros vectores de clonacion limpia

Todos los demas vectores de clonacién limpia pueden prepararse con exactamente el mismo protocolo que se ha
descrito anteriormente, con la Unica excepcion de que el cebador nospclon1 tiene que reemplazarse por un cebador
diferente en el que la secuencia de la secuencia de captura se cambia por cualquier secuencia que el usuario desee
“capturar”.

Ejemplo 2

Identificacion de la regién variable de una inmunoglobulina
a) Descripcion general de los métodos:

Se aisl6 ARN a partir de 0,2 ml de suspensiones de células tumorales (5-15 millones de células) de biopsias de
ganglio linfatico a partir de pacientes con Linfoma No Hodgkin usando el kit de RNeasy (Quiagen) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. EI ARN se eluyd usando 40 ul de agua sin ARNasa. La calidad del ARN se ensayo
mediante electroforesis en gel de agarosa y la concentraciéon se midi6 con un NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific). 0,5-1,0 ng de ARN se sometieron a transcripcion inversa en ADNc usando el kit de transcriptasa inversa
SuperScript Il de InVitrogen y usando un Oligo dT20 (InVitrogen). Una mezcla de 10 ul que contenia el ARN, dNTP
1 mM, oligo dT20 5 uM en agua sin ARNasa se desnaturalizé durante 5 minutos a 65°C en un termociclador de PCR
(BIO-RAD). La mezcla se enfrié durante al menos 1 minuto a 4°C, después se afiadieron 2 ul de tampén RT 10x, 4 pl
de MgCl, 25 mM, 2 ul de DTT 0,1 M, 1 pl de ARNasa OUT y 1 pl de transcriptasa inversa SuperScript Ill. La mezcla
de reaccion se incub6 en un termociclador de PCR durante 50 minutos a 50°C y después se inactivd térmicamente a
85°C durante 5 minutos. EI ADNc resultante no se traté con ARNasaH, pero se purificd en columna (kit MN Extract I,
Machery-Nagel) y se eluy6 con 25 pl de tampén de elucién. Se usaron 10 pl de ADNc purificado en columna para la
adicién de colas de G usando 5 unidades de transferasa terminal (NEB), dGTP 0,25 mM, CoCl, 0,25 mM en tampén
NEB 4 1x en una mezcla de reaccion de 50 pl. La reaccién de adicion de colas de G se incubd durante 45 minutos a
37°C en un termociclador de PCR. Se inactivé la transferasa terminal durante 15 minutos a 70°C. La mezcla de
reaccion de cola de G inactivada se us6 directamente para una PCR para amplificar fragmentos de inmunoglobulina.
La PCR para la amplificacién de fragmentos de anticuerpo a partir de ADNc de 12 cadena con cola de G se llevo a
cabo usando un cebador especifico de cola de G (Bap2pc (SEC ID N°: 9: gtccagagccgtccagcaa ccccccceceeeecc) y
cebadores especificos de inmunoglobulina (véase a continuacion la descripcién para amplificaciones especificas)
derivados de la region constante. La reaccién se preparé usando ADN polimerasa Taq Hot Start (Fermentas) en una
mezcla de reaccion de 50 pl que contenia 1 ul de ADNc con cola de G, dNTP 0,2 mM, MgCl; 2 mM, 2 unidades de
Taq Hot Start, cebador especifico de cola de G 0,2 uM, cebador especifico de regiéon constante de inmunoglobulina
0,2 pM. La amplificacion por PCR usaba una etapa de 4 minutos de activacién de la Tag Hot Start y
desnaturalizacion a 95°C, y 36 ciclos de 20 segundos de desnaturalizacién a 95°C, 30 segundos de hibridacion a
58°C y un minuto de elongacién a 72°C. Se analizaron 10 pl de la reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa. Después, el producto de PCR se purifico en columna (usando el kit Machery-Nagel MN Extract Il) para
eliminar los cebadores y los dNTP restantes que podian inhibir la actividad exonucleasa 3’-5’ de la ADN polimerasa
T4 durante la etapa siguiente. El producto de PCR se eluy6 de la columna en 50 pl de tampén de elucion.

Se aislaron vectores de clonacién limpia a partir de 1 ml de E. coli DH10B en fase estacionaria usando el kit

Nucleospin Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se eluyd ADN de
vector con 50 ul de tampén de elucién. Se digirieron 3 ul del ADN de vector purificado en una reaccién de 30 ul con
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Pstl, se inactivo térmicamente durante 20 minutos a 80°C y se analizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa.
Para la clonacion limpia con T4, se us6 ADN polimerasa T4 (NEB) para mascar los extremos del vector y del
producto de PCR, dando como resultado regiones monocatenarias de ADN en los extremos de los fragmentos de
inserto y vector. Para realizar la clonacién limpia con T4, 2 pul del producto de PCR, 1 ul del vector de clonacion
limpia con T4 digerido con Pstl, 2 ul de tampén de polimerasa T4 10x (NEB), 0,5 pul de ADN polimerasa T4 (NEB, 20
unidades/ul) y 14,5 pul de agua se mezclaron y se incubaron durante 5-15 min a temperatura ambiente. Las
reacciones se enfriaron en hielo durante 1 minuto y se usaron directamente para transformar 100 pl de células de E.
coli DH10B quimiocompetentes. Los clones se seleccionaron en placas de agar LB complementado con carbenicilina
y X-Gal. Se uso6 seleccion por azul-blanco para identificar los clones que contenian insertos (blancos), mientras que
los clones azules llevan vectores de clonacion limpia con T4 sin digerir. Para analizar la eficacia de la clonacién de
secuencias de inmunoglobulina, se secuenciaron 48 clones seleccionados aleatoriamente de cada clonacién usando
un cebador de vector.

b) Clonacién de secuencias de inmunoglobulina: resultados

Se analizaron dos muestras de tumor, conteniendo ambas una inmunoglobulina asociada a tumor del isotipo IgM, K
(cadena pesada Mu, cadena ligera Kappa). Para cada biopsia y para tanto la cadena ligera como la cadena pesada,
se realizaron dos productos de PCR independientes con diferentes cebadores y se clonaron. Esto se realizé para
asegurarse de que se determinaba la secuencia asociada a tumor correcta. Puesto que se usaron dos cebadores
especificos de region constante diferentes (por separado) para cada identificacion de secuencia, también se
generaron dos vectores de clonacién limpias separados correspondientes. Por ejemplo, se generaron dos vectores
de clonacién limpia para la cadena pesada: pICH36101 y pICH36113 (Fig. 7 y 8) y se generaron dos vectores de
clonacion limpia para la cadena ligera, pICH36078 y pICH36083 (Fig. 9). En cada caso, la secuencia de captura no
solapa con el cebador usado para la amplificacion. Obsérvese que la secuencia de captura no tiene que estar
exactamente cadena arriba del cebador usado para la amplificacion; de hecho, el cebador usado para la
amplificacién y la secuencia de captura pueden estar separados por 10, 20 o incluso 30 nucleétidos y todavia
funcionara la clonacion limpia.

Para la muestra 1 (T096), los productos de PCR obtenidos por amplificacion con el cebador Mu2N (SEC ID N°: 10)
(tc tgc tga tgt cag agt tg) se clonaron en el vector de IgM pICH36101, y los productos obtenidos a partir de la
amplificaciéon con el cebador Mu3N (SEC ID N°: 11) (aag tcc tgt gcg agg cag) se clonaron en el vector de IgM
pICH36113. Se analizaron por secuenciacion 48 y 47 clones de E. coli resultantes, respectivamente. Pudieron
obtenerse 92 secuencias, tres reacciones de secuencia fallaron. Se encontré que 87 de estas secuencias
correspondian a fragmentos de longitud completa que contenian 5’UTR, lider, region variable y region constante
parcial de las inmunoglobulinas clonadas. Las otras cinco secuencias también correspondian a inmunoglobulinas
pero no eran de longitud completa. La eficacia de clonacion para las secuencias de inmunoglobulina era del 100%, y
el 95,6% de las secuencias correspondian a fragmentos de longitud completa.

Para la muestra 2 (T104) los productos de PCR obtenidos por amplificacion con el cebador Mu2N se clonaron en el
vector de IgM pICH36101, y los productos obtenidos a partir de la amplificacion con el cebador Mu3N se clonaron en
el vector de IgM pICH36113. 48 clones de E. coli resultantes se analizaron cada uno por secuenciacion. Pudieron
obtenerse 96 secuencias. 89 de estas secuencias correspondian a fragmentos de longitud completa que contenian
5’UTR, lider, region variable y region constante parcial de las inmunoglobulinas clonadas. Las otras siete secuencias
también correspondian a inmunoglobulinas pero no eran de longitud completa. La eficacia de clonaciéon para
secuencias de inmunoglobulina era del 100% y el 93,7% de las secuencias correspondian a fragmentos de longitud
completa.

Para la muestra 1 (T096), los productos de PCR obtenidos por amplificacion con el cebador KC2N (SEC ID N°: 12)
(GGA GGG CGT TAT CCA CCT TCC) se clonaron en el vector de IgK pICH36078, y los productos obtenidos a partir
de la amplificacion con cebador KC3N (SEC ID N°: 13) (tca gca ggc aca caa cag agg) se clonaron en el vector
(PICH36083). 48 clones de E. coli resultantes se analizaron cada uno por secuenciacion. Pudieron obtenerse 95
secuencias, una reaccion de secuencia fall6. 91 de estas secuencias correspondian a fragmentos de longitud
completa que contenian 5’'UTR, lider, region variable y region constante parcial de las inmunoglobulinas clonadas.
Las otras cuatro secuencias también correspondian a inmunoglobulinas pero no eran de longitud completa. La
eficacia de clonacion para secuencias de inmunoglobulina era del 100% y el 95,8% de las secuencias correspondian
a fragmentos de longitud completa.

Para la muestra 2 (T104), los productos de PCR obtenidos por amplificacion con el cebador (KC2N) se clonaron en
el vector de IgK (pICH36078) y los productos obtenidos a partir de la amplificacion con el cebador (KC3N) se
clonaron en el vector de IgK pICH36083. 48 clones de E. coli resultantes se analizaron cada uno por secuenciacion.
Pudieron obtenerse 96 secuencias. 86 de estas secuencias correspondian a fragmentos de longitud completa que
contenian 5’'UTR, lider, region variable y region constante parcial de las inmunoglobulinas clonadas. Las otras 10
secuencias también correspondian a inmunoglobulinas pero no eran de longitud completa. La eficacia de clonacién
para secuencias de inmunoglobulina era del 100% y el 89,6% de las secuencias correspondian a fragmentos de
longitud completa.
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Conclusioén de estos experimentos: usando clonacion limpia con T4, podian clonarse diferentes tipos de secuencias
de inmunoglobulina que pertenecian a diferentes clases de inmunoglobulina. Los datos podian usarse para obtener
con éxito el idiotipo de tumor exacto para las muestras de linfoma folicular no Hodgkin.

Ejemplo 3

Determinaciéon de condiciones adecuadas para tratamiento con exonucleasa

a) Ensayo in vitro para cuantificacion de actividad exonucleasa de T4

Se desarrollé6 un ensayo para determinar las condiciones adecuadas u 6ptimas para el tratamiento con T4. Este
ensayo consiste en digerir ADN lineal con polimerasa T4 durante un tiempo dado, después incubar 5 minutos a 80°C
para inactivar la polimerasa T4, y después incubar 20 minutos a 25°C con nucleasa de judia Mung para digerir los
extremos de ADN monocatenario generados mediante la polimerasa T4. El ADN digerido se procesa después en un
gel de agarosa para comparar los tamafios del fragmento resultante con ADN linealizado no tratado. EI ADN que se
uso es una digestion del plasmido pICH10990, que da como resultado cuatro fragmentos de tamafio de 3595, 1563,
1158 y 125 pb (sélo son utiles los 3 fragmentos mas grandes puesto que son mas visibles en un gel de agarosa
tefido con bromuro de etidio convencional).

El ADN se digiri6 10 minutos en presencia de polimerasa T4 a 25, 20, 15y 10° C. Todas las incubaciones dan como
resultado un cambio de tamafio (a productos mas pequefios), siendo el cambio mas marcado a mayores
temperaturas (Fig. 10). Una incubaciéon de 10 minutos a 25°C da como resultado una digestion de aproximadamente
100 a 300 nt (es visible una mancha). Considerando que la digestion debe tener lugar en ambos extremos de cada
fragmento, la digestién en cada extremo es de aproximadamente 50 a 150 nt, indicando regiones monocatenarias de
50 a 150 nt en cada extremo de los fragmentos lineales después del tratamiento con T4.

Se realizé un segundo experimento para descubrir si la adicién de bajas concentraciones de dNTP puede disminuir
la velocidad de digestion de T4, para hacer que la digestion sea mas facil de manejar. Concentraciones inferiores a 1
pM todavia permiten que se formen regiones monocatenarias, mientras que una concentracion de 10 uM y superior
inhibe completamente la formacion de regiones monocatenarias.

b) Ensayo de diferentes tiempos de digestion para clonacion limpia con T4 de regiones variables de inmunoglobulina

Se clonaron regiones variables de anticuerpo amplificadas a partir de la biopsia TO78 usando clonacién limpia con
T4, de acuerdo con el protocolo descrito en los ejemplos previos. El inserto se preparé con digestiéon con T4 a
temperatura ambiente de 5 a 20 minutos. Se obtuvieron colonias blancas con los 4 puntos temporales, pero el
maximo numero de colonias se obtuvo con la digestion de 10 minutos (Fig. 11). Se secuenciaron los insertos de
plasmidos de 170 colonias (una seleccion aleatoria de los diferentes puntos temporales) y se descubrié que todos
contenian secuencias de inmunoglobulina.

Ejemplo 4

Aislamiento de secuencias que flanquean inserciones de ADN-T

Las plantas de Nicotiana benthamiana nbi157-3, nbi158-3, nbi159-3 y nbi160-7 son plantas transgénicas generadas
por transformacién mediada por Agrobacterium de una construccién (pICH30649) que contiene en el borde derecho
secuencias de terminador Nos y secuencias no traducidas 3' NTR de un vector viral basado en cr-VMT (Fig. 12). Se
aislo el ADN genémico a partir de 100 mg de material foliar usando el Kit NucleoSpin® Plant Il (Macherey-Nagel) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Como todos los protocolos de extraccion de ADN, este procedimiento de
aislamiento da como resultado cierta rotura del ADN gendmico.

En el primer ensayo, se realiz6 la adicion de colas de G sobre el ADN gendmico usando diferentes cantidades de
ADN (0,1, 0,3 6 1 ug). Al ADN se le afadieron colas de G usando 5 unidades de transferasa terminal (NEB), dGTP
0,25 mM, CoCl, 0,25 mM y tampdn NE 4 1x en una mezcla de reaccion de 50 pl. La reaccion de adicion de colas de
G se incubd durante 45 minutos a 37°C en un termociclador de PCR. Se inactivo la transferasa terminal durante 15
minutos a 70°C. Se usaron cebadores especificos de 3'-NTR para 2 rondas de PCR anidada. La primera PCR se
realiz6 con bap2pC (SEC ID N° 9) (gtccagagccgtccagcaac ccc ccc ccc ccc ¢) y 3-NTRf1 (SEC ID N°: 14)
(gcgcacgatagcgcatagtg), con las condiciones de PCR siguientes: 4 minutos a 94°C seguido de 35 ciclos de 10 s a
94°C, 30 s a 58°C y 90 s a 72°C, seguido de 4 min a 72°C. La segunda PCR se realizé con los cebadores bap2
(SEC ID N°: 8) (gtccagagccgtccagcaac) y 3-NTRf2 (SEC ID N°: 15) (atccgtaggggtggcgtaaac) con las mismas
condiciones de PCR. Como se esperaba, es visible una mancha de productos de PCR en ambas PCR (Fig. 13). Los
productos de ambas PCR (partiendo de 0,1 ug de ADN) se purificaron en columna (kit NucleoSpin Extract I,
Macherey-Nagel, 25 ul de PCR se purificaron y se eluyeron en 25 ul de tampén de elucién) antes de la clonacion en
vector de clonacion limpia (pICH36261).

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364 920 T3

El vector de clonacién pICH36261 (Fig. 12) se corté con Pstl y se purificd en columna también. La reaccion de
clonacion se preparé con 1,5 ul de vector (aproximadamente 40 ng), 4 ul de producto de PCR, 2 ul de tampén de
polimerasa T4 10x y 0,5 ul de ADN polimerasa T4 en un volumen total de 20 pl. La reaccién se incub6é 5 min a
temperatura ambiente y la mezcla completa se usd para transformar 100 pl de células de E. coli DH10b
quimicamente competentes usando transformacién por choque térmico. Las células transformadas se seleccionaron
en medio complementado con X-gal. Se exploraron las colonias blancas mediante PCR de colonias (usando dos
cebadores en el vector de clonacién que flanquean la insercién, kanseqf (SEC ID N°: 16): tggaaaaacgccagcaacgc y
kanseqr (SEC ID N°: 17): tgtctcatgagcggatacat) para determinar la presencia y el tamafio del inserto (Fig. 14). El
vector vacio (religado en el sitio Pstl) proporciona un fragmento de 295 nt. Todos los fragmentos de PCR de mayor
tamafio indican que el vector contiene un inserto.

Solo habia unas pocas colonias blancas (0-6) después de la clonacién de productos de PCR1 (indicando que s6lo
estaba presente una pequefa cantidad de productos especificos en la primera PCR), mientras que los productos de
la PCR2 proporcionaban 20-120 colonias blancas. Se exploraron 24 colonias por cada planta mediante PCR de
colonias (Fig. 14). Se encuentra principalmente vector vacio (o sin producto) en los clones de la PCR1 (16 de 17
clones), mientras que en los clones de la PCR2 se encuentran insertos de aproximadamente 150 pb hasta >1000 pb.
Se secuenciaron 78 clones. Un clon (de la clonacién después de la primera PCR) contenia un producto inespecifico.
Las otras 77 secuencias eran especificas de transgén.

Ejemplo 5

Aislamiento de secuencias que flanquean inserciones de ADN-T con o sin preamplificacion

Existen muchas formas por las que pueden amplificarse secuencias flanqueantes de secuencias de ADN conocidas.
Se ha ejemplificado una forma en el ejemplo anterior. Sin embargo, la clonacién limpia es adecuada para productos
de PCR que se obtienen con cualquier otra estrategia disefiada para amplificar secuencias flanqueantes. Aqui se
proporciona un ejemplo para ilustrar un protocolo de amplificacion ligeramente diferente. Sin embargo, la clonacion
limpia se realiza exactamente como para el ejemplo anterior.

La planta Nicotiana benthamiana nbi160-7 es un transgénico para la construccion plCH30649, pero también
contiene un segundo transgén de la construccion pICN18693 (Fig. 15). Para esta insercion, el promotor Nos se
localiza préximo al borde derecho. Se realizd un experimento de clonacién para comparar la clonacion limpia
después de la adicién de colas de G directa de ADN gendmico o después de la adicién de colas de G del producto
de una preamplificacion lineal realizada con un solo cebador.

La preamplificacién se realizd en una reacciéon de 50 ul que contenia 100 ng de ADNg, dNTP (0,2 mM de cada uno)
y 0,2 uM de cebador especifico de inserto nospromfwd (SEC ID N°: 18) (5°-TTT GCT AGC TGA TAG TGA CCT TAG
GCG AC-3’). Después de la desnaturalizacion inicial (2 min, 94°C), se realizaron 10 6 25 ciclos del programa
siguiente: 10 s a 94°C, 30 s a 58°C, 90 s a 72°C. Las muestras se purificaron a través de una columna (kit
NucleoSpin Extract Il, Machery-Nagel, 50 ul de producto de preamplificacion se purificaron y se eluyeron en 30 pul de
tampdn de elucion). La muestra completa se us6 para unir una cola de G a los extremos libres del ADN usando una
transferasa terminal (NEB) en un volumen de reaccion de 50 ul como se ha descrito en el ejemplo anterior. También
se realiz6 la adicion de colas de G sobre 100 ng de ADN gendmico sin preamplificacion.

Después se usaron dos ul de ADN con colas de G en una reaccion de PCR de 50 ul usando cebador especifico de
plCH18693 nosprev2 (SEC ID N°: 19) (5-TGC GGT TCT GTC ACT TCC AAA CG-3) y el cebador especifico de cola
de G bap2pc (SEC ID N°: 9) (5>-GTC CAG AGC CGT CCA GCA ACC CCC CCC CCC CCC-3). Se realizé una PCR
anidada con 1 ul del producto de PCR con nosprev2 en una reaccion de 50 ul usando el cebador especifico anidado
bvipcr3 (SEC ID N°: 20) (5-CGG CTT GTC CCG CGT CAT C-3’) y el cebador bap2 (SEC ID N°: 8) (5-GTC CAG
AGC CGT CCA GCA AC-3’). Los resultados de estas PCR se muestran en la Fig. 16.

Productos de todas las PCR se purificaron usando el Kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel). El vector de
clonacion pICH36166 (Fig. 15) se cortd con Pstl y se purificd en columna también. La reaccién de clonacion se
preparé con 1,5 ul de vector (aproximadamente 40 ng), 4 ul de producto de PCR, 2 ul de tampén de polimerasa T4
10x y 0,5 ul de ADN polimerasa T4 (NEB) en un volumen total de 20 pl. La reaccion se incubd 5 min a temperatura
ambiente y después se us6 completamente para transformar 100 ul de células de E. coli DH10b quimicamente
competentes, usando transformacién por choque térmico. Las células transformadas se seleccionaron en medio
complementado con X-gal. Las colonias blancas se exploraron mediante PCR de colonias (usando dos cebadores
en el vector de clonacion que flanquean la insercion, kanseqf y kanseqr) para determinar la presencia y el tamafio
del inserto (Fig. 16). Usando una preamplificacion (1b, 1c, 2b, 2c), todas las colonias ensayadas llevaban un inserto
de un tamafio variable (aproximadamente 100-800 pb), incluso cuando se usaba el producto de la 12 PCR (1b, 1c).
Por el contrario, la clonacion eficaz de muestras sin preamplificacion sélo era posible después de la PCR anidada
(2a frente a 1a).

Se aislé el ADN plasmidico de 71 clones y se secuenciaron los insertos. Las 71 secuencias identificaron productos
especificos. En algunos casos en los geles de la Fig. 16 pueden observarse dos bandas después de la exploracion
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por PCR de colonias; la secuenciacion puso de manifiesto que estos son los resultados de dos colonias que se
escogieron juntas, y son de hecho una mezcla de dos colonias, cada una con un inserto especifico.

Ejemplo 6

Uso de Klenow para la generacion de extremos de ADN monocatenarios

a) Ensayo in vitro para cuantificacion de la actividad exonucleasa de Klenow

Klenow es conocida por tener una actividad exonucleasa que es mucho mas débil que la de la polimerasa T4 en
condiciones de digestiéon similares. Para cuantificar esto, se ensay6 la actividad exonucleasa de klenow usando el
ensayo descrito anteriormente en el Ejemplo 3. Se descubrié que a temperatura ambiente (25°C) no puede
detectarse una actividad exonucleasa significativa con el ensayo (Fig. 17). Por el contrario, se forman regiones
monocatenarias a 37°C con incubaciones que varian de 30 a 90 minutos. Esta observaciéon es muy util, puesto que
en condiciones de pipeteo convencional (20 a 25°C) casi no hay presente actividad exonucleasa. Esto permite
pipetear todas las muestras sin preocuparse de que las primeras muestras estén sobredigeridas mientras que las
ultimas muestras no estén listas todavia. Cuando se termina el pipeteo de todas las muestras, todas las muestras
pueden transferirse a un bafio de agua o termociclador a 37°C, donde tendra lugar una reaccién mas controlada.

b) Ensayo de clonacion con Klenow

Se realiz6 una clonacion usando una biblioteca de fragmentos de Arabidopsis thaliana aleatorios amplificados por
PCR (c en la Fig. 17) en un vector de clonacion linealizado pICH31401. La homologia entre el inserto y el vector es
de 20 nt en un extremo (cgccggtctcaaggtcaget (SEC ID N°: 21)) y 22 nt en el otro extremo (gccaggatctgtggtctcaatt
(SEC ID N°: 22). El mayor numero de colonias se obtuvo con la muestra para la que se realizd una digestion con
klenow durante 30 minutos a 37°C.

ANEXO

Secuencia de pICH36166 (SEC ID N°: 23)

La secuencia de Bap2 (gtccagagccgtccagcaa comenzando por el principio) esta en negrita, asi como la secuencia
de captura (cggagaattaagggagtcacgttatgaccc). Los dos sitios Pstl estan en cursiva y subrayados.

gtccagagccgtccagceaactgcaggcagetggcacgacaggtitcccgactggaaagegggcagtgagegcaacgea
attaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggcetcgtatgttgtgtggaattgtgagcggata
acaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagaggatccccgggta
ccgagctcgaattcactggccgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggegttacccaacttaatcgecttgcagecac
atccccectttcgccagetggcegtaatagcgaagaggceccgceaccgatcgeccttcccaacagttgecgcagcectgaatggega
atggcgcctgatgcggtatttictcctiacgcatctgtgecggtattticacaccgcatatggtgcactcicagtacaatctgctctgatg
ccgcatagttaagccagccccgacacccgecaacacccgcetgacgegecctgacgggcettgtetgetcccggeatecgetta
cagacaagctgtgaccgtctccgggagcetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcacegaaacgegegetgcageggaga
attaagggagtcacgttatgacccggtaaagtcttccacatctaggatctgccaggaaccgtaaaaaggecgcegttgetgge
gittttccataggctccgecccectgacgagcatcacaaaaatcgacgcetcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggacta
taaagataccaggegtttccccctggaagctecctegtgegcetcteetgttcecgacectgecgettaccggatacctgteegecttt
ctcecttcgggaagegtggcegcttictcatagctcacgcetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtg
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tgcacgaaccccccgttcagecccgaccgcetgegcecttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttat
cgccactggcagcagcecactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggect
aactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagcecagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttg
atceggcaaacaaaccaccgetggtageggtagtttitttgtttgcaagecageagattacgegcagaaaaaaaggatctcaag
aagatcctttgatcttttctacggggtctgacgectcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaa
ggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaa
tgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactcccegtcgtgtagataactacgat
acgggagggcttaccatctggccccagtgetgcaatgataccgecgagacccacgctcaccggetccagatttatcagcaata
aaccagccagccggaagggcecgagcgcagaagtggtcetgecaactttatccgecteccatecagtcetattaattgttgecggga
agctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggeatcgtggtgtcacgctegtegtitggt
atggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgtigtgcaaaaaageggttagetccttcgg
tcctccgategttgtcagaagtaagttggccgeagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgecat
ccgtaagatgcttitctgtgactggtgagtactcaaccaagtcatictgagaatagtgtatgeggegaccgagttgetcttgeccgg
cgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcatiggaaaacgttcttcggggcgaaaactct
caaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcticagcatcttttactttcaccagegt
ttictgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatac
tcticctitttcaatattattigaagcattiatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtattitagaaaaataaacaaat
aggggttccgegcacgaattggccagegcetgecatttttggggtgaggecgttcgeggecgaggggegcageccctggggog
atgggaggcccgcegtitagcgggecgggagggtigaagactt

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Icon Genetics GmbH
<120> Proceso de clonacion limpia
<130> EAD-14942
<160> 23
<170> Patentin version 3.3
<210> 1
<211>10
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Colade G

<400> 1
0998000994 10

<210>2
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia para hibridacién por homologia

<400> 2
cggagaatta agguagicac gltatgacee 30

<210>3
<211> 312
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Porcién de secuencia del vector pICH36113
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<400> 3

gugagtgeat
acgagcagcg
tecctggaaat
agagggggea
ggcacagacy

gtgectette

<210>4
<211> 320
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ccgecccaac
tggcegttgg
acaagaacaa
agtacgcagce
aacacgtggt

ca

ES 2364 920 T3

cctitteece
ctgectegea
ctotgacatc
cacctcacag

gtgcaaagtc

ctegtetecet
caggacttcc
agcagyaccce
gtgctgetge

cagcaccoeca

<223> Porcion de secuencia del vector pICH36083

<400> 4

gaactgtggc tgcaacatct

gaactgccte tgttgtgtge

ggaaggtgga taacgcocte

gcaaggacag cacctacage

aacacaaagt ctacgectge

gcttecaacag gggagagtgt

<210>5
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gkcttcatct
ctgctgaata
caatcggagta
ctcagcarca

gaagtcacoc

tooccgecate
acttctatce

actcccagyga

gtgagaattc
ttcecgacte
ggggctteoe
cttecaagga

acggcaacaa

ccogteggat
catcacttts
atcagtcctg
cgtcatgecag

agaaaagaac

tgatgagcag ttgaaatctg

cagagaggece aaagtacagy

gagtgtcaca gagcaggasa

cocotgacget gagcaaagea gactacgaga

atcagggeet gagetogoece gteacaaaga

<223> Secuencia para hibridacién por homologia

<400> 5

ttaacaggty atccaggaaa taagg

<210>6
<211> 62
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR Igclonl

<400> 6

25

ggagggttga agacttgtoc agageogtcc ageaactgea ggcagetgge acgacaggtt

tc

<210>7
<211> 81

21

60
120
180
240
300

312

60
120
180
240
300

320

60
62
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<212> ADN
<213> Avtificial

<220>
<223> Cebador de PCR nospclonl

<400>7

gateoctagat gtygaagact ttaccgggte ataacgtgac toocttaatt ctecgetgea

gegegegttt cggtgatgac g

<210> 8
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador Bap2

<400> 8
gtecagagee gtecageaa 19

<210>9
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR Bap2pc

<400>9
gtccagagee gtocageaac CCCeCCCoos GGC

<210>10
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR Mu2N

<400> 10
totgetgaty teagagity 19

<210> 11
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR Mu3N

<400> 11
aagteotaty coaggeay 18

<210>12
<211> 21
<212> ADN
<213> Avtificial

<220>
<223> Cebador de PCR KC2N

ES 2364 920 T3

33

22

60
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<400> 12
gyagggegtt atccacctic © 21

<210> 13
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR KC3N

<400> 13
tcageaggea cacaacagag g 21

<210> 14
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR 3'-NTRf1

<400> 14
gcgeacgata gegeatagty 20

<210> 15
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR 3'-NTRf2

<400> 15
ateegtaggg gtggegtaaa o 21

<210> 16
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR kanseqf

<400> 16
toganazacy ceageaacys 20

<210> 17
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR kanser

<400> 17
tgtetcatga geggatacet 20

<210> 18
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Cebador de PCR nospromfwd

<400> 18
tttgetaget gatagtgacce ttagycgac 29

<210>19
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR nosprev2

<400> 19
tgeggticig fcagttccaa acg 23

<210> 20
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR bvipcr3

<400> 20
cggetigee cgegteaic 19

<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de homologia

<400> 21
cgecggtctc aaggtcagst 20

<210> 22
<211> 22
<212> ADN
<213> Avtificial

<220>
<223> Secuencia de homologia

<400> 22
geeaggaict giggtctcaa tt 22

<210> 23
<211> 2591
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del plasmido pICH36166

<400> 23
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gtecagagee
ggcagtgagc
cactttatge
ggaaacaget
tceccocgggta

ccetggeogtt

gteccagcaac
gcaacgcaat
ttocecggeteg
atgaccatga
cogagetcga

acceaactta
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tgcaggcagac
taatgrgagt
tatgttgtagt
ttacgecaag
attcactgge

atcgecttge

tggeacgaca
tagetcacte
ggaattgtga
cttgcatgee
cgtegtttta

agcacatece

25

ggtttccega
attaggcacce
geggataaca
tgcaggtoga
caacgtegtg

cctttecgeea

ctggaaagcyg
ccaggetta
atttcacaca
ctctagagga
actgggaaaa

getggegtaa

50
1290
180
240
300
360



tagcgaagag
gcgectgatg
cactctcagt
acccgetgac
gaccgtctcce
gcagcggaga
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggegt
accggatacce
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtyg
gtatttggta
tgatcecggeca
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcce
acttggtctg
tttegtteat
ttaccatctg
ttatcagcaa
teccgecteca
aatagtttge
ggtatggcett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag

ccgctgttga

geccgcaccqg
cggtatttte
acaatctgct
gcgeeoetgac
gggagctgca
attaagggayg
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttececectgg
tgtcecgectt
tcagtteggt
ccgaccgctg
tatcgecact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
gceccagtge
taaaccagece
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcag;tc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctottyg
tgctcatcat

gatccagttc
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atcgceccecttc
tecttacgea
ctgatgecge
gggcttgtet

tgtgtcagag

‘tcacgttatg

cgcgttgectg
ctcaagtcag
aagctccectc
tctecetteg
gtaggtcegtt
cgccttatce
ggcagcagcce
cttgaagtgg
gctgaagceca
cgctggtagce
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatce
ctgactceeee
tgcaatgata
agecggaagg
taattgttge
tgccattget
cggttcccaa
ctccttcggt
tatggcagcea
tggtgagtac
ccecggegtca
tggaaaacgt

gatgtaaccc

ccaacagttg

tctgtgeggt

atagttaagc
gcteceggea
gttttcaccg
acccggtaaa
gegttttteo
aggtggcgaa
gtgegctcte
ggaagegtgg
cgctecaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcyg
ggtagtrete
cctttgatet
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtegtgtaga
ccgecgagace
gecgagegea
cgggaagcta
acaggeatceg
cgatcaaggc
cctccgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttcgggge

actcgtgcac

26

cgcagectga
atttcacacc
cagccceccgac
tecgettaca
tcatcaccga
gtcttccaca
ataggctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctea
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatectecage
taactacgat
cacgceteace
gaagtggtce
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgegec
gaaaactctc

ccaactgatc

atggcgaatg
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgeget
tctaggatct
ccccectgac
actataaaga
cctgeecgett
tagctcacge
gcacgaaccce
caaceccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtectgacget
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggaggygc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgeccagtt
ctcgtegttt
aktcccccatg
taagttggcc
Tatgeccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta

ttcagcatct

420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1149
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



tttactttca ccagegttte
ggaataagygyg cgacacggaa
agcatttate agggttattg
aaacaaatayg gggtbtccgeg
tcgeggeega ggggegeage

gttgaagact t
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tgggtygagea
atgttgaata
tcteatgage
cacgaattgy

ccetggggag

aaaacaggaa ggcaaaatgc cgcaaaaaay
ctcatactet tectttttca atattattga
ggatacatat ttgaatgtat ttagaaaaat
ccagegetge catttttggg gtgaggcegt

atgggaggece cgcgttageg ggeccgggagg

27

23490
2400
2460
2520
2580

2591
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de insercion de una secuencia de acido nucleico de interés en un acido nucleico aceptor, que
comprende las etapas siguientes:

amplificar por PCR un ADN que comprende, en el siguiente orden, un segmento de secuencia U, un segmento
de secuencia de acido nucleico de secuencia de nucleétidos conocida K2 y un segmento de secuencia de acido
nucleico de secuencia conocida K3, usando un cebador directo que define un primer extremo del ADN
amplificado y un cebador inverso que define un segundo extremo del ADN amplificado, terminando dicho
cebador inverso en su extremo 3’ en una secuencia de nucleétidos de segmentos de secuencia de acido
nucleico K3;

tratar las moléculas de ADN bicatenario lineal contenidas en el producto de PCR obtenido en la etapa anterior
con una exonucleasa para obtener un saliente monocatenario en el primer extremo del ADN y un saliente
monocatenario que comprende los segmentos de acido nucleico K2 y K3 en el segundo extremo del ADN;

hibridar el producto de la etapa anterior con un acido nucleico aceptor bicatenario linealizado que tiene en un
primer extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al saliente monocatenario del primer
extremo del ADN y, en un segundo extremo del mismo, un saliente monocatenario complementario al segmento
de secuencia monocatenario K2 del segundo extremo del ADN; y

usar el producto de reaccién obtenido en la etapa anterior para transformar una célula hospedadora.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas generar un molde para dicha PCR, que
comprende unir una secuencia de unidon a cebador a una secuencia de acido nucleico que comprende, en el
siguiente orden, el segmento de secuencia de acido nucleico U, un segmento de secuencia de acido nucleico de
secuencia conocida K2 y un segmento de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K3, hibridando dicho
cebador directo con la secuencia de unién a cebador.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la secuencia de unién a cebador es un segmento de
secuencia de nucleétidos homooligomérica unido usando una desoxirribonucle6tido transferasa terminal.

4. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 2 6 3, en el que dicho cebador directo comprende un segmento de
secuencia adaptadora y un segmento de secuencia complementario a la secuencia de unién a cebador.

5. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas generar un molde para dicha PCR, que
comprende unir una secuencia adaptadora a una secuencia de acido nucleico que comprende, en el siguiente orden,
el segmento de secuencia de acido nucleico U en el primer extremo de la secuencia de acido nucleico, un segmento
de secuencia de acido nucleico de secuencia conocida K2 y un segmento de secuencia de acido nucleico de
secuencia conocida K3.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho acido nucleico aceptor no
contiene una porcion de secuencia complementaria al segmento de secuencia monocatenario K3 en el saliente
monocatenario en el segundo extremo del acido nucleico aceptor.

7. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la exonucleasa es ADN
polimerasa T4 de E. coli, el fragmento grande de la polimerasa | fragmento grande de E. coli (como polimerasa
Klenow), nucleasa lambda, nucleasa T7 o exonucleasa lll, preferentemente es la ADN polimerasa T4 de E. coli.

8. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, en el que se realiza una etapa de preamplificaciéon por PCR
antes de dicha reaccion de PCR definida en la reivindicacién 1, usando un cebador directo que define el primer
extremo del producto de PCR de la etapa de preamplificacion, y un cebador inverso que termina en su extremo 3’ en
una secuencia de nucleétidos de segmento de secuencia de acido nucleico K3.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 2 6 5, en el que la etapa de unidén se realiza en una mezcla que
comprende ADN gendmico aislado a partir de células eucariotas o procariotas.

10. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 2 6 5, en el que dicha etapa de uniéon se realiza en el extremo 3’ de
un ADNCc retro transcrito a partir de un ARNm.

11. Un proceso de inserciéon de un ADNc de una secuencia de ARN de interés en un acido nucleico aceptor, que
comprende las etapas siguientes:

aislar ARN de una célula;

retrotranscribir el ARN para formar una cadena no codificante de ADNc;
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amplificar por PCR dicho ADNc que comprende, en el siguiente orden, un segmento de secuencia U, un
segmento de secuencia de &cido nucleico de secuencia conocida K2 y un segmento de secuencia de acido
nucleico de secuencia conocida K3, usando un cebador directo que define un primer extremo del ADN
amplificado y un cebador inverso que define un segundo extremo del ADN amplificado, terminando dicho
cebador inverso en su extremo 3’ en una secuencia de nucleétidos de segmento de secuencia K3;

tratar las moléculas de ADN bicatenario lineal contenidas en el producto de PCR obtenido en la etapa anterior
con una exonucleasa para obtener un saliente monocatenario en el primer extremo del ADN y un saliente
monocatenario que comprende los segmentos de acido nucleico K2 y K3 en el segundo extremo del ADN;

hibridar el producto de la etapa anterior con un acido nucleico aceptor bicatenario linealizado que tiene en un
primer extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al saliente monocatenario del primer
extremo del ADN, y en un segundo extremo del mismo un saliente monocatenario complementario al segmento
de secuencia monocatenaria K2 del segundo extremo del ADN; y

transformar el producto de reaccion obtenido en la etapa anterior en una célula hospedadora.
12. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la secuencia de interés
comprende en direcciéon 5’ a 3' un segmento de secuencia U, un segmento de secuencia K2 de secuencia de
nucledtidos conocida y un segmento de secuencia K3 de secuencia de nuclettidos conocida.
13. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, que comprende proporcionar un molde para dicha PCR por unién
de una secuencia de unién a cebador al extremo 3’ de dicho ADNc, en el que el cebador directo usado en dicha
PCR hibrida con dicha secuencia de union a cebador.
14. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el ARN es ARNm.
15. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el ARN codifica una cadena de inmunoglobulina, la

secuencia U es parte de una region variable de la inmunoglobulina y las secuencias K2 y K3 conocidas son parte de
una region constante de la inmunoglobulina.
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