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@ Resumen:

Construccion de una unidad de resistencia a
antibioticos de 60-200 nucleé6tidos en tamanio.
La eficiencia de elementos transponibles en
mutagénesis se ve limitada, entre otras causas, por
su capacidad de incorporar informacién marcadora.
Este aspecto ha resultado ser critico en las
tecnologias de mutagénesis derivadas del uso de
intrones del grupo Il. La construccion esta constituida
por una region con actividad promotora, un
espaciador, una region optima de union al ribosoma,
asi como 18 nts que codifican un péptido que confiere
una resistencia a antibidticos derivados de
macrolidos. Todo ello supone en su conjunto un
fragmento de ADN entre 60 y 200 nts que proporciona
resistencia a un antibiético y por tanto permite su
aplicacién como marcador selectivo en herramientas
mutagénicas como son los intrones del grupo Il, o en
cualquier unidad de ADN que lo contenga.
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DESCRIPCION

CONSTRUCCION DE UNA UNIDAD DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE
60-200 NUCLEQTIDOS EN TAMANO.

La construccion motivo de la siguiente invencion supone hasta ahora minimizar la
longitud de un gen marcador de resistencia hasta unos 60-200 nucledtidos. Este
minigén de resistencia permitiria mejorar el uso en mutagénesis de aquellos
elementos transponibles que tienen limitada la capacidad de incorporar
informacion y, por tanto, incrementarian de esta manera su eficiencia en
movilidad. Este tipo de eficiencia ha resultado ser critica, en concreto, en
tecnologias derivadas del uso de intrones del grupo Il. Con este marcador se
supera la limitacion actual de este tipo de herramientas de mutagénesis al reducir
en mas de un 60% el tamafio minimo utilizado hasta ahora en este tipo de

marcadores.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

En 1973 los investigadores Stanley Cohen y Herbert Boyer producen el primer
organismo recombinante modificando partes de su ADN, en lo que se considera el
comienzo de la ingenieria genética. Esta se define como la formacion in vitro de
nuevas combinaciones de material genético mediante la insercion de un ADN de
interés en un vehiculo genético (vector), de modo que tras su introduccion en un
organismo (generalmente Escherichia coli) el ADN hibrido (recombinante) se

pueda multiplicar, propagar, y eventualmente expresarse.

La ingenieria genética se desarrollé de manera exponencial durante los siguientes
afios incrementando y diversificando el uso de vectores replicativos acomparnados
de marcadores de resistencia. Desde entonces, han tenido lugar multitud de
variaciones que han permitido su desarrollo para distintos usos. A su vez, el
numero de marcadores de resistencia (generalmente del tamafio de 1 kb) ha sido
también amplio y ha desembocado en un uso frecuente en laboratorios para muy
diversos fines. Entre otros, la facilidad y el método selectivo derivado de su uso
los ha hecho muy adecuados para su aplicacion en vectores y sistemas de
mutagénesis desarrollados a partir de transposones y sistemas de recombinacion
homologa.
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Alternativamente a estos métodos de mutagénesis se han venido desarrollando
desde hace 5 afios métodos de mutagénesis dirigida basados fundamentalmente
en dos intrones bacterianos del grupo IlI: uno desarrollado en intrones que de
forma natural no contienen un dominio endonucleasa ejemplificado en Rmint1
(Patente PCT: ES-200100170/PCT ES02/00030; Garcia-Rodriguez et al. 2011) y
otro derivado de intrones que, de forma natural, si contienen este dominio
endonucleasa ejemplificado en LL.ItrB.

Tabla 1: Efecto del tamano de inserto en el dominio IV en la eficiencia de invasion

de intrones del grupo Il
Vector R? Insercion Mob. Fr. Intron Ref.
endlV (en (%) ® invasion
nt) (%)°
pACD3 (wt) - - 94+2% ND (1)
pACD3-RAM Tm 313 18.8 % ND (2)
LI.LtrB donor (wt)® - - —~ 34.4
LI.LtrB donor pHw+ - 64 -- 13.2 (38.4)
LI.LtrB donor pHw- - 64 - 12.0 (34.9)
LI.LtrB donor pHs+ - 79 -- 24.0 (69.8)
LI.LtrB donor pHs- - 79 - 1.6 (4.7) (3)
LI.LtrB donor holin/lysin+ - 1180 -- 0.3 (0.9)
LI.LtrB donor - 1244 - ND
pHw/holin/lysin-
LI.LtrB donor NaCl- - 1251 - ND
LI.LtrB donor - 1269 - 0.4 (1.2)
pHs/holin/lysine-
LI.LtrB donor pHs/acmA+ - 1469 - ND
Rmint1 donor - - 100 85.4+3.5 4)
pKGEMA4(wt)
Rmint1 donor pKGEMA4 - 31 100 63.3+16.1 (5)
T7 (74.1)

#Fenotipo de resistencia: (-) no resistente (Tm) resistente a Trimetroprima.
® Frecuencia de células en las que al menos ha habido un evento de salto.
“Porcentaje de invasion de la diana. Entre paréntesis el valor respecto al vector de

referencia sin inserto.


PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054


10

15

20

25

30

ES 2391 646 Al

4Vectores de referencia en cada ensayo de movilidad

ND: sin determinar.

De este ultimo ya existe un producto comercial de la firma SIGMA-Aldrich
sustentado en 4 patentes internacionales: U.S. Patent Nos. 5,698,421, 5,804,418,
6,027,895 and 6,001,608 (Targetron: http://www.sigmaaldrich.com/life-
science/functional-genomics-and-rnai/targetron.html; Chen, et al. 2007). Estos
metodos estan suponiendo una alternativa a los distintos métodos “clasicos” de
generacion de mutantes basados en transposones portadores de una unidad de
resistencia. La ventaja afiadida viene porque permite redisefiarlos para dirigirlos al
sitio a mutagenizar y por su independencia de recombinacién homologa.

Los intrones del grupo Il desarrollados para la mutagénesis contienen

secuencias heterdlogas insertadas en el dominio IV del intrén y pueden por tanto
ser vehiculos potenciales de introduccion de un determinado transgén (Nisa-
Martinez et al. 2007, Chen, et al., 2007). Sin embargo, estudios recientes
demuestran que la movilidad de estos elementos se reduce severamente (hasta
en 4 ordenes de magnitud; Tabla 1) por inserciones de alrededor de 1 Kb (Plante,
& Cousineau 2006, Heap, et al., 2007). Como elementos de mutagénesis dirigida,
la incorporacion, en los intrones, de marcadores de resistencia que contribuyan a
facilitar la seleccion de los mutantes constituye uno de los aspectos pendientes
por desarrollar en esta tecnologia. Hasta ahora la unidad mas pequeria incorpora
un gen de resistencia al antibidtico Trimetroprima, modificado hasta una longitud
de 313 nt, reduciéndose la movilidad del intron a un 20% sobre el silvestre (Tabla
1; Zhong,.et al. 2003). Por tanto, la busqueda de unidades de resistencia de un
tamafio menor, constituye un paso critico y supone una importante limitacion
actual en el desarrollo de estas herramientas de mutagénesis.
En este sentido, Tenson y Mankin determinaron a finales de los 90, que la
traduccion de pequenos peéptidos podia generar una resistencia adquirida del
ribosoma a antibioticos macrolidos del tipo Erytromicina (Tenson et al., 1997).
Estos péptidos actuan en cis, esto es, sobre el ribosoma que los esta traduciendo;
siendo critico para generar la resistencia tanto la secuencia, como el tamario
(Tenson & Mankin, 2001). La interaccion sobre el ribosoma de estos péptidos
parece ser similar a la de los macrolidos del tipo Erytromicina (Tenson & Mankin,
2001)..
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El uso de estos minigenes (péptidos de 5 aminoacidos) en el contexto adecuado,
p. €j. en los sistemas de mutagénesis basados en los intrones del grupo I, puede
generar herramientas utiles de resistencia donde el tamario de éstas sea critico.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

El objeto de la siguiente invencion consiste en la construccion de una molécula de
acido nucleico que contenga una unidad minima de resistencia a antibidticos que

comprende los siguientes pasos:

a) Aportar una secuencia minima de 18 nucledtidos (minigén) que codifica
para un péptido que confiere resistencia a antibioticos o drogas derivadas de
macrolidos que comprende pero sin limitarse a Erytromicina, Oleandomicina y
Espiramicina..

b) Unirla a una secuencia rica en purinas (A, G) correspondiente al sitio de
uniodn al ribosoma que permita una traduccion eficiente del péptido mencionado y
C) Unirla a una secuencia promotora que permita la transcripcion del minigén

descrito.

Todo ello da lugar a una secuencia minima de unos 60-200 nucleétidos con
capacidad de resistencia que pueda ser empleada en cualquier aplicacion in vivo
0 in vitro y, en particular, en sistemas de mutagénesis o control de la expresion

génica derivados del uso de los intrones del grupo I

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La construccion de una unidad minima de resistencia a antibioticos, se basa en un
fragmento aislado de ADN, que contiene una secuencia de 18 nucleotidos que
codifica un péptido de 5 aminoacidos (ATG NNN NNN NNN NNN TGA/TAA/TAG),
también denominado “minigén”. Estudios previos muestran que cualquier
mutacidn que produzca un cambio en el codon de parada elimina la resistencia.
Adicionalmente, esta secuencia debe de codificar una Leucina ¢ Isoleucina en su
posicion tercera asi como un aminoacido hidrofébico en el ultimo coddn,

generalmente Valina aunque también puede utilizarse Treonina o Isoleucina
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(Tenson, et al. 1996 Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93, 5641-5646).

Junto a esta secuencia de 18 nucledtidos, la construccion debe de contener al
menos una secuencia de union al ribosoma (RBS - una region de 5 nucleotidos
con alto contenido en purinas) a una distancia entre 6-9 nucleoétidos del codon de
iniciacion.

Debe existir una regién promotora unida a el minigén y la RBS permitiendo asi la
transcripcion de la unidad y su posterior lectura por el ribosoma. Las regiones
promotoras mas pequefias en cuanto a numero de nucleétidos se refiere se
corresponden con las reconocidas por RNA polimerasas de fagos: que
comprende pero sin limitarse a T7 (24 nucleotidos), T3 (26 nucleotidos), SP6 (25
nucleotidos),. Por otro lado, otros promotores, tanto inducibles como constitutivos
dependientes de la RNA polimerasa de la célula hospedadora pueden asociarse a
la unidad de resistencia comprendiendo pero sin limitarse a pSyn (94 nucleoétidos),
pTacl (67 nucleodtidos), pTacll (68 nucledtidos) pTrp(58 nucleotidos), tic (63
nucleotidos) trc (62 nucleotidos) RecA(62 nucleotidos), pL(35 nucleotidos).
Finalmente, y de manera opcional, terminadores de la transcripcion y otros
elementos que permitan la estabilidad de este minigén pueden ser incorporados al
constructo. Todo ello en su conjunto, con sus posibles variaciones, genera una
secuencia entre 60 y 200 nucleoétidos que da lugar a un fenotipo de resistencia a
macrolidos (que comprende pero sin limitarse a Erytromicina, Oleandomycina y
Espiramicina).

Esta molécula de acido nucleico de resistencia puede ser usada en las distintas
aplicaciones mencionadas mas adelante y en particular con respecto a su
aplicacion en tecnologias de mutagénesis derivadas de los intrones del grupo I,
supera las dificultades técnicas actuales en tanto que incorpora un marcador de
resistencia sobre el intron mutagénico sin afectar a su movilidad (ejemplos de

alguno de los constructos se detallan en las Figuras 1-3; Tabla 2 y Tabla 3).

Tabla 2: Efecto del tamaiio de las construcciones conteniendo la secuencia codificante o
minigén (Ery") insertado en el dominio IV en la eficiencia de invasién del intrén del grupo Il
Rmint1.

Vector R? Insercion  Mob. Fr.  Intron invasion® Ref.
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en dlV (en (%)° (%)
nts)
RmInt1 donor pKGEMA4(wt)® - - 100 85.4+3.5 (1)
Rmint1 donor pKGEMA4 T7 - 31 100 63.3+16.1 (74.1) (2)
Rmint1 donor pKG4URE Ery 198 100 21.9+0.5 (25.6)

Fenotipo de resistencia: (-) no resistente (Ery) resistente a Erytromicina.

® Frecuencia de células en las que al menos ha habido un evento de salto.

¢ Porcentaje de invasion de la diana. Entre paréntesis el valor respecto al vector de referencia
sin inserto.

4Vectores de referencia en cada ensayo de movilidad

(1) Nisa-Martinez et al., 2007. Nucleic Acids Res.35:214-222

(2) Garcia-Rodriguez et al., 2011. Appl. Environ Microbiol. 77: 854—-861

A este constructo se le pueden ariadir sitios de restriccion que faciliten su
clonacion y su uso posterior en otros vectores y/o elementos usados en técnicas

de Ingenieria Genética como los ejemplos que se detallan:

- Uso aplicado a sistemas de mutagénesis basados en transposones. La
mayoria de los sistemas de mutagénesis basados en transposones contienen un
gen de resistencia que permite la seleccion de las células que contengan la
insercion del transposon. Los tamanos actuales estan alrededor de 1,2y 0.9 kb en
gran parte debido al tamano del gen que confiere la resistencia. La incorporacion
de esta unidad de resistencia descrita se podria minimizar el tamafio del
transposon hasta menos de 0,5 kb. Pudiendo tener un interés ariadido para

completar la “bateria” de transposones disponibles en bioingenieria.

- Uso aplicado a minimizar el tamafo actual de plasmidos comerciales.
Reducir el gen de resistencia de un vector a una unidad inferior a los 100 nts
puede suponer ventajas en ese vector derivadas de reducir su tamano. Por
ejemplo para la obtencidn de secuencias de genotecas utilizando plataformas de
secuenciacion masiva (Pirosecuenciacion 454, Solexa) donde el minimizar el
tamafio del vector permite un mayor rendimiento en la secuenciacion al
corresponder un mayor numero de lecturas a los insertos clonados en la

genoteca.

- Uso aplicado para etiquetar un determinado gen con un marcador de resistencia
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en aplicaciones derivadas de la Reaccion de la Polimersa en Cadena (PCR). La
longitud de 62 nts lo hace susceptible de formar parte de un oligonucleoétido
especifico que unido a una reaccidon de amplificacion en cadena permite la
asociacion de este minigén de resistencia a un posible gen, facilitando su

clonacion posterior o su modificacion genética.

La presente invencion hace referencia a una molécula de acido nucleico
caracterizada por tener al menos 60-200 nucleotidos y por comprender:
a) al menos una secuencia codificante de al menos 18 nucledtidos o minigen
que codifica un péptido con resistencia a drogas derivadas de macrolidos, dicho
péptido presenta la siguiente férmula:

dq—adz—adsz—adg — as
donde ai es Met, a; es cualquiera de los 20 aminoacidos naturales, as es Leu o
Iso, a4 es cualquiera de los 20 aminoacidos naturales y as se selecciona entre Val,
Thr ¢ lle,
b) al menos un sitio de unién al ribosoma (RBS), el cual es una secuencia rica
en purinas que situada a una distancia entre 6-9 nucledtidos del codon de
iniciacion (ATG) del péptido citado en a), que permite su traduccion y

C) al menos una secuencia promotora reconocida por una RNA polimerasa.

El término:"gen de resistencia a antibioticos” empleado en la presente solicitud
hace referencia a aquellos genes que permiten a los microorganismos adquirir
resistencia frente a los antibioticos, generalmente mediante 4 mecanismos:
inactivacion modificacion del agente antimicrobiano, alteracion del punto de
accion, alteracion de la ruta metabdlica y aumento de la impermeabilidad al
antibidtico.

El término:"antibidticos o drogas derivadas de macrdélidos” empleado en la
presente solicitud comprende pero no se limita a Erytromicina, Oleandomycina,
Espiramicina, también hace referencia al grupo de antibioticos muy relacionados
entre si que se caracterizan por tener un anillo macrociclico de lactona con 14 a
16 miembros. Estos antibidticos o drogas derivados de macrolidos inhiben la
sintesis de proteinas mediante la union a la subunidad ribosomal 50s, inhibiendo
la translocacion del aminoacil ARNt.
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En una realizacion preferente de la invencidon la secuencia codificante de al
menos 18 nucledtidos que codifica un péptido con resistencia a drogas derivadas
de macrdlidos citada en a) codifica un péptido con la siguiente secuencia de
aminoacidos:

Met-Ser-Leu-Lys-Val.

En una realizacion aun mas preferente de la invencion la molécula de acido
nucleico comprende:

d) al menos una secuencia promotora inducible o constitutiva dependiente de
la RNA polimerasa de la célula hospedadora, que comprende pero no se limita a:
pSyn, pTacl, pTacll, pTrp, tic, trc, RecA, y pL.

En otra realizacion preferente de la invencion la secuencia promotora citada en c)
es reconocida por una RNA polimerasa de un fago, el cual preferentemente se
puede seleccionar entre: T7, T3, y SP6.

Otra realizacion mas preferente de la invencidon hace referencia a la secuencia
codificante de al menos 18 nucledtidos que codifica un péptido con resistencia a
drogas derivadas de macrdlidos, preferentemente Erytromicina, Oleandomicina y
Espiramicina, citada en a) esta total o parcialmente modificada mediante
sustituciones nucleotidicas simples (un nucleoétido) o superiores, deleciones o

inserciones.

Otra realizaciéon mas preferente de la invencion hace referencia al sitio de union al
ribosoma (RBS) citado en b) y sus distancias al coddn de iniciacion estan total o
parcialmente modificadas mediante sustituciones nucleotidicas simples (un

nucleotido) o superiores, deleciones o inserciones.

Otra realizacion mas preferente de la invencion hace referencia a la secuencia
promotora citada en c) es total o parcialmente modificada mediante sustituciones

nucleotidicas simples (un nucledétido) o superiores, deleciones o inserciones.
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Otra realizacion mas preferente de la invencion hace referencia a la secuencia
promotora citada en c) es total o parcialmente modificada mediante sustituciones

nucleotidicas simples (un nucledétido) o superiores, deleciones o inserciones.

Otra realizacion mas preferente de la invencion hace referencia a la secuencia
codificante de al menos 18 nucleétidos que codifica un péptido con resistencia a
drogas derivadas de macrolidos citada en a), el sitio de unidn al ribosoma (RBS)
citado en b) y la secuencia promotora citada en c¢) estan total o parcialmente
modificadas mediante sustituciones nucleotidicas simples (un nucleétido) o

superiores, deleciones o inserciones.

La presente invencion también tiene como objeto de proteccion el uso de la
molécula de acido nucleico definida anteriormente en un proceso de mutagénesis
que incluya tecnologia derivada de transposones O tecnologia derivada de
Intrones del grupo Il.

El término:”elementos moviles o transposones” empleado en la presente solicitud
hace referencia a aquellas secuencias de ADN que pueden moverse de manera
autosuficiente a diferentes partes del genoma de una célula. Segun su
mecanismo se clasifican en dos clases: Clase | o retrotransposones: se mueven
en el genoma siendo transcritos a ARN y después en ADN por retrotranscriptasa.

Clase Il o DNA transposones: se mueven directamente de una posicion a otra en

el genoma sin transcribirse a ARN.

El término:"intrones del grupo I’ empleado en la presente solicitud hace
referencia a aquellos RNAs cataliticos (RNas con actividad enzimatica,
Ribozimas) mayores de 500 nts constituidos por 6 dominios estructurales,
precursores de los intrones del “spliceosoma” eucaridtico y que poseen movilidad
via RNA.

En una realizacion mas preferente, la presente invencion hace referencia al uso

de la molécula de acido nucleico definida anteriormente para la obtencion de un

Vector de Clonacion.

10
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En una realizacion aun mas preferente de la presente invencidon, se hace
referencia al uso de la molécula de acido nucleico definida anteriormente en el
etiquetado de un fragmento de ADN mediante la Amplificacion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

El termino:"intron mutagénico” empleado en la presente solicitud hace referencia a

aquellos intrones del grupo |l capaces de ser redirigidos a cualquier diana.

El término:"minigén” empleado en la presente solicitud hace referencia a una
secuencia lineal organizada de nucleotidos en la molécula de ADN que contiene
la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula, en este caso un

péptido de 5 aminoacidos, con funcion celular especifica.

El término:"movilidad en Intrones, eficiencia de invasion y frecuencia de invasion”
empleado en la presente solicitud hace referencia a un parametro de movilidad de
Intrones del grupo Il que indica el porcentaje de invasion por un intrén dado del
ADN diana (eficiencia de invasion) y un parametro de movilidad de Intrones del
grupo Il que indica el porcentaje de células en un cultivo en las que al menos ha

habido un evento de salto (frecuencia de invasion).

El término:’plataformas de secuenciacion masiva” empleado en la presente
solicitud hace referencia a aquellos nuevos meétodos para la determinacion de
secuencia de ADN a gran escala, aplicable a genomas completos, mediante
luminiscencia. Permiten determinar la secuencia de hasta 20 millones de bases
en horas, lo cual abarata enormemente el coste del proceso y se estan

implementando a nivel Mundial.

El término:"region promotora” empleado en la presente solicitud hace referencia a
aquella region que permite la transcripcion de una secuencia nucleotidica y su
posterior lectura por el ribosoma. La expresion “region promotora” también hace
referencia a aquellas regiones promotoras mas pequefias en cuanto a numero de
nucledtidos se refiere que corresponden con las reconocidas por RNA
polimerasas de fagos, entre las cuales se encuentran T7 (24 nucleoétidos), T3 (26
nucleotidos), SP6 (25 nucledtidos), y otras conocidas por un experto en la
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materia. Tanto inducibles como constitutivas dependientes de la RNA polimerasa
de la célula hospedadora, entre las cuales se encuentran pSyn, pTacl, pTacll,
pTrp, tic, trc, RecAy pL.

El término:"secuencia de unidén al ribosoma (RBS):” empleado en la presente
solicitud hace referencia a aquella secuencia de nucledtidos situada unos 6 6 7
nucleotidos antes del codon de inicio de la traduccion, generalmente rica en
purinas (A,G) y que facilita el posicionamiento del ribosoma para el comienzo de
la traduccion del ARN mensajero

El término:"sistemas de mutagénesis basados en transposones” empleado en la
presente solicitud hace referencia a aquellos sistemas de generacion de
mutaciones en un ADN dado (Genoma bacteriano o eucariota) basados en la
utilizacion de maquinaria derivada de transposones eficientes que virtualmente se

insertan en cualquier sitio de ese genoma.

El término:"sistemas de Mutagénesis por Recombinacion Homoéloga” empleado en
la presente solicitud hace referencia a aquellos sistemas que se basan en eventos
de recombinacion entre un ADN genomico clonado y su locus en el cromosoma.
La rotura del gen puede suceder mediante insercion completa del plasmido (via
“single cossing over”) o por intercambio del locus cromosomico por el alelo

contenido en el plasmido (via “double crossing over”).

El término:"terminadores de la transcripcion” empleado en la presente solicitud
hace referencia a aquellas secuencia de nucleétidos que al ser transcritas hacen
que la transcripcion se detenga. Estas secuencias son ricas en Guanina vy
Citosina, situadas en el extremo final de los genes, seguidas de secuencias ricas
en Timina, formando secuencias palindromicas, que cuando se transcriben el
ARN recién sintetizado adopta una estructura en horquilla que desestabiliza el
complejo ARN-ADN, obligando a separarse de la ARN polimerasa

El término:"URE” empleado en la presente solicitud hace referencia a un
Oligonucleotido conteniendo la Unidad de Resistencia al macrolido Eritromicina.
Constituido por Promotor, RBS ORF del péptido y Terminador.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Primer ejemplo:PT7. representacion esquematica de una unidad minima
funcional de Resistencia. Constituida por: Promotor de T7 (18 nucledtidos),
espaciador (6 nucledtidos), SD (7 nucledtidos.), espaciador (8 nucleotidos), gen
resist. Ery (15 nucledtidos + STOP). —Tamafio total: 62 nucledtidos.

Figura 2. Segundo ejemplo: SUS representacion esquematica de una unidad
minima funcional de Resistencia. Constituida por: Promotor Syn (55 nucleotidos),
espaciador (6 nucleotidos), SD (7 nucleotidos), espaciador (8 nucledtidos), gen
resist. Ery (15 nucledtidos + STOP). —Tamafio total: 104 nucledtidos.

Figura 3. Tercer ejemplo: URE representacion esquematica de una unidad minima
funcional de Resistencia. Constituida por: Promotor de T7 (18 nucleodtidos),
espaciador (47 nucleotidos), SD(7 nucleotidos), espaciador (8 nucledtidos), Gen
resist. Ery (15 nucleodtidos + STOP), espaciador (52 nucleétidos) y Terminador de

T7 (48 nucledtidos). Tamafio total: 198 nucleotidos.

Figura 4. Eficiencia de movilidad de RmiInt1 y sus derivados AORF. A.
Configuraciones geneticas de las construcciones donadoras. Pkm, promotor del
gen de resistencia a kanamicina; B, BamHlI; Sp, Spel; S, Sacl. En la parte derecha
se muestra la prediccidon de la estructura secundaria del Dominio IV. Se muestran
los codones de inicio y parada de la secuencia codificante de la IEP y mediante
lineas se demarca la deleccion interna (AORF). Los subdominios DIVa y DIVb
estan indicados. B. Ensayos de homing in vivo. El ADN plasmidico de células de
RMO17 co-transformadas con los distintos plasmidos donadores y receptores
(pJBO.6LEAD o pJB0.6LAG) fueron analizados por hibridacion ADN-ADN con una
sonda especifica de la secuencia de insercion ISRm2011-2 que reconoce
principalmente los plasmidos donadores con exones largos, los plasmidos
receptores y los productos de homing. La proporcion de invasion en cada ensayo
de homing se representa en la parte inferior de la figura.

Figura 5. Comparacion de crecimiento en placa entre células de E. coli

13


PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054


ES 2391 646 Al

conteniendo pET3a y pETURE en presencia de Eritromicina 100ug/ml
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de
patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos
se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como
limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos
descritos mas adelante ilustran la invencidn sin limitar el campo de aplicacion de

la misma.

El uso de las moléculas de acido nucleico objeto de la presente invencion
comprendiendo estos minigenes (péptidos de 5 aminoacidos) en el contexto
adecuado, puede generar herramientas utiles de resistencia a antibioticos de tipo

macrolido donde el tamano de éstas sea critico.

Ejemplo 1. Uso aplicado a sistemas de mutagénesis basados en los intrones
del grupo ll.

La unidad de resistencia minima se incorpora al dominio IV (DIV) de un intron del
grupo Il utilizado como vector de mutagénesis (Rmint1). Transfiriendo de esta

manera la resistencia al lugar de insercion.

1.1 Introduccion

Los intrones del grupo |l son RNAs cataliticos y, a su vez, retroelementos moviles
de los que pueden derivarse herramientas para una mutagénesis dirigida (Guo et
al. 2000). La incorporacion de marcadores de resistencia en la secuencia de estos
retroelementos permitiria la seleccion de eventos de movilidad. Sin embargo,
existen datos de que un tamafio excesivo de la secuencia que se introduce tiene
un efecto negativo en la frecuencia de movilidad de este tipo de elementos
moviles (Zhong et al. 2003) por lo que estos marcadores deben tener el menor
tamano posible. Por ello se ha propuesto en el estado de la técnica la utilizacion
de un minigén cuya secuencia codifica un pentapéptido que confiere resistencia a

antibioticos de tipo macrdlidos (Tenson et al., 1997).
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1.2 Resultados y Discusion

1.2.1 Modificacion de construcciones donadoras del intron Rmint1 para mejorar su
movilidad.

En el estado de la técnica se ha demostrado que el intron Rmint1 mejora su
movilidad tras la eliminacion de la mayoria de la secuencia codificante de la
proteina que se encuentra codificada en el bucle terminal del DIV (derivados
AORF) y con el acortamiento de los exones hasta posiciones -20/+5 (Nisa-
Martinez et al.2007; Figura 4).

Estas modificaciones permitieron llegar a una eficiencia de invasién de un 90%
(Fig. 4B). Este incremento en la eficiencia de homing se vio mejorado con la
combinacion de intron AORF y exones cortos dando lugar a niveles de invasion
del intrén cercanos el 100%. Teniendo en cuenta todos estos datos la presente
invencion presenta construcciones AORF flanqueadas por exones cortos (-20/+5)
y que expresan la proteina codificada por el intron (IEP) en cis dentro del mismo
transcrito precursor dicha configuracion es eficiente para la generacion de
herramientas de mutagénesis dirigida.

1.2.2 La Unidad de Resistencia a Eritromicina (URE).

Con objeto de desarrollar un constructo donde probar los limites en la
resistencia al antibiotico, la secuencia codificante del pentapéptido (18 nt) que
confiere resistencia a eritromicina se introdujo mediante PCR inversa en el vector
pET3a (pET-System de New England Biolabs company). El minigen se expresa
desde el promotor de la T7 RNA polimerasa y bajo la influencia del sitio de union
al ribosoma (RBS) presentes en el vector pET3a quedando generada la unidad
U.R.E. Con el plasmido generado (denominado pETURE) se testé su capacidad
para conferir resistencia a Eritromicina (Fig. 5). Mediante curvas a
concentraciones crecientes de Eritromicina, en placas de cultivo con medio LB
suplementado con los antibidticos Ampicilina y Eritromicina, e IPTG 75 m. se
determind que el pentapeptido conferia resistencia a eritromicina a
concentraciones de 100 g/L(Figura 5). Esta concentracion es varios ordenes de
magnitud superior a la sensibilidad de E. coli a este antibiotico, por lo que se
puede concluir que 198 nt (Figura 3) confieren resistencia a Eritromicina..
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1.2.3 Analisis de la movilidad de construcciones donadoras que incorporen la
Unidad de Resistencia a Eritromicina (URE).

Una vez definida y demostrada la unidad de resistencia a un inserto de 198 nt (ver
figura 3), ésta se introdujo mediante clonacion por enzimas de restriccion en la
secuencia del dominio IV del RNA del intron en construcciones AORF optimizadas
en el apartado anterior generando distintos constructos:

1) pKG4URE, derivado del donador de intron pKGEMA4 (Nisa-Martinez et al
2007) donde la unidad URE se ha insertado en sentido contrario al intron.

2) pKG4acURE, derivado de pKG4ac (Nisa-Martinez et al 2007) donde la unidad
URE se ha insertado en el mismo sentido que el intrdn.

3) pKG4acSUST: derivado de pKG4ac (Nisa-Martinez et al 2007) donde la unidad
URE bajo un nuevo promotor (PSyn; ver figura 2).se ha insertado en el mismo
sentido que el intron. En este constructo ademas se ha eliminado el terminador de

la transcripcion.

Tabla 3: Efecto del tamafio de las construcciones conteniendo el minigén (EryR) insertado en el

dominio IV en la eficiencia de invasion del intron del grupo I Rmint1.

Vector R* Insercién  Mov. Fr.  Intron invasién® Ref.
endlV(en (%)’ (%)
nts)

RmInt1 donor pKGEMA4(wt)® - - 100 85.4+3.5 (1)
Rmint1 donor pKG4URE Ery 198 100 21.9+0.5 (25.6)
Rmint1 donor pKG4ac(wt) - - 100 68.5+4.1 (1)
Rmint1 donor pKG4acURE Ery 198 100 15.5+2.1 (22.6)
RmInt1 donor pKG4acSUST  Ery 137 100 8.4+1.5 (12.3)

Fenotipo de resistencia: (-) no resistente (Ery) resistente a Erytromicina.

® Frecuencia de células en las que al menos ha habido un evento de salto.

¢ Porcentaje de invasion de la diana. Entre paréntesis el valor respecto al vector de referencia
sin inserto.

4Vectores de referencia en cada ensayo de movilidad

(1) Nisa-Martinez et al., 2007. Nucleic Acids Res.35:214-222.

Con las construcciones generadas se llevd a cabo el analisis de su movilidad

(Tabla 3). Se observa que, en el caso del donador pKG4URE (con la unidad URE
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insertada en sentido contrario al intrén) se detectan los eventos de salto, aunque
bien es cierto, que en los datos obtenidos se observa que aunque la eficiencia de
invasion se ve reducida respecto al donador silvestre pKGEMA4; la frecuencia de
estos eventos permanece inalterada (Tabla 3). Otras construcciones, donde se ha
cambiado bien el contexto de la ribozima (pKG4acURE), o bien se ha sustituido la
region promotora (pKG4acSUST) mostraron igualmente inalterada la frecuencia
de invasion y reducida, pero claramente detectable, la eficiencia de invasion a
valores entre 5 o 10 veces inferiores a la mostrada por el intron sin inserto (Tabla
3).

Por otro lado, las construcciones derivadas de la movilidad de Rmint1
dotaron a su vez resistencia a las células hospedadoras, validando de esta
manera la incorporacion de estos marcadores en sistemas de mutagénesis
derivados de intrones del grupo Il ya que pueden ser seleccionados de forma
directa en placa de cultivo los eventos positivos de salto.

Podemos concluir que la incorporacion de un marcador de resistencia tipo
URE permite seleccionar de forma eficiente y directa los eventos de salto

(mutagénesis dirigida) mediada por intrones del grupo |l.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico caracterizada por tener al menos 60-
200 nucledtidos y por comprender:
a) al menos una secuencia codificante de al menos 18 nucleétidos que
codifica un péptido con resistencia a drogas derivadas de macrélidos, dicho
péptido presenta la siguiente formula:

di—a—az—as —as
donde a; es Met, a; es cualquiera de los 20 aminoacidos naturales, az es Leu o
Iso, a4 es cualquiera de los 20 aminoacidos naturales y as se selecciona entre
Val, Thr 6 lle,
b) al menos un sitio de unién al ribosoma (RBS): secuencia rica en purinas
que situada a una distancia entre 6-9 nucleétidos del codén de iniciacién (ATG)
del péptido citado en a), permite su traduccion y
C) al menos una secuencia promotora reconocida por una RNA polimerasa.

2. La molecula de acido nucleico segln la reivindicaciéon 1 caracterizada
porque la secuencia codificante de al menos 18 nucleétidos que codifica un
péptido con resistencia a drogas derivadas de macrélidos citada en a) codifica
un péptido con secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 13.

3. La molécula de acido nucleico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2 caracterizada por comprender:

d) al menos una secuencia promotora inducible o constitutiva dependiente
de la RNA polimerasa de la célula hospedadora, que comprende: pSyn, pTacl,
pTacll, pTrp, tic, trc, RecA, y pL.

4, La molécula de acido nucleico segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 3 caracterizada porque |a secuencia promotora citada en
¢) es reconocida por una RNA polimerasa de un fago que comprende a: T7, T3,
y SP6.

5. La molécula de 4acido nucleico segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o0 4 caracterizada porque la secuencia codificante de al
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menos 18 nucleétidos que codifica un péptido con resistencia a drogas
derivadas de macrdélidos citada en a) esta total o parcialmente modificada

mediante sustituciones nucleotidicas, deleciones o inserciones.

6. La molécula de A&cido nucleico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 5 caracterizada porque el sitio de unién al ribosoma
(RBS) citado en b) y su distancia al coddn de iniciacibn estan total o
parcialmente modificadas mediante sustituciones nucleotidicas, deleciones o

inserciones.

7. La molécula de 4acido nucleico seglin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 6 caracterizada porque la secuencia promotora citada en
c) es total o parcialmente modificada mediante sustituciones nucleotidicas,

deleciones o inserciones.

8. La molécula de acido nucleico seguin cualquiera de las reivindicaciones 1
o 7 caracterizada porque la secuencia codificante de al menos 18 nucledtidos
que codifica un péptido con resistencia a drogas derivadas de macrélidos
citada en a), el sitio de unién al ribosoma (RBS) citado en b) y la secuencia
promotora citada en c) estan total o parcialmente modificadas mediante

sustituciones nucleotidicas, deleciones o inserciones.

9. Uso de la molécula de acido nucleico definida en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 8 en un proceso de mutagénesis que incluya tecnologia
derivada de transposones 6 tecnologia derivada de Intrones del grupo Il.

10. Uso de la molécula de acido nucleico definida en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 8 para la obtencién de un Vector de Clonacion.

11. Uso de la molécula de acido nucleico definida en una cualquiera de las

reivindicaciones 1 o 8 en el etiquetado de un fragmento de ADN mediante la

Amplificacion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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SEQUENCE LISTING

<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

<120> CcConstruccion de una unidad de resistencia a antibiotico(s) de
60-200 nts en tamano

<130> 5110029/MAD

<160> 13

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 198

<212> DNA

<213> Artificial sequence
<220>

<223> URE A_promoter sequence joined to a Ribosomal Binding Site
and an small gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 1

taatacgact cactataggg agaccacaac ggtttccctc tagaaataat tttgtttaac 60
tttaagaagg agatatacat atgtccctca aggtctgatc acaaagcccg aaaggaagct 120
gagttggctg ctgccaccgc tgagcaataa ctagcataac cccttgggge ctctaaacgg 180

gtcttgaggg gttttttg 198
<210> 2

<211> 137

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> SUST A promoter sequence joined to a Ribosomal Binding Site and an small
gene encoding 5 aa confering resistance against acrolids

<400> 2
tcgactataa aaataattct tgacatattt gctaaaattt ggtataatat gcgccattag 60
ggatccacta gttctagaaa taattttgtt taactttaag aaggagatat acatatgtcc 120

ctcaaggtct gatcacc 137
<210> 3

<211> 62

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> PT7 A promoter sequence ioined to a Ribosomal Binding Site and
an small gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 3
taatacgact cactataggg atccgaagga gatatacata tgtccctcaa ggtctgatca gg
cc .

<210> 4

<211> 63

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Psp6 A promoter sequence 1oiqed to a Ribosomal Binding Site and
an small gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 4
atttaggtga cactatagag gatccgaagg agatatacat atgtccctca aggtctgatc gg
acc
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<210> 5

<211> 64

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> PT3 A promoter sequence %oined to a Ribosomal Binding Site and
an small gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids
<400> 5

aattaaccct cactaaaggg gatccagaag gagatataca tatgtccctc aaggtctgat 60
cacc 64
<210> 6

<211> 96

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Ptrp A promoter sequence joined to a Ribosomal Binding Site and an small

gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 6

gagctgttga caattaatca tcgaactagt taactagtac gcaagttcac gtaaaaaggg 60
tatctagaat tctatgtccc tcaaggtctg atcacc 96
<210> 7

<211> 105

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> PtacI A promoter sequence joined to a Ribosomal Binding Site and an small
gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 7

gagctgttga caattaatca tcggctcgta taatgtgtgg aattgtgagc ggataacaat 60
ttcacacagg aaacagaatt ctatgtccct caaggtctga tcacc 105
<210> 8

<211> 106

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220> - - » - 3 -

<223> Ptacll A promoter sequence joined to a Ribosomal Binding Site and

an small gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 8

gagctgttga caattaatca tcgaactagt ttaatgtgtg gaattgtgag cggataacaa 60
ttaagcttag gatctagaat tctatgtccc tcaaggtctg atcacc 106
<210> 9

<211> 101

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220> - . - . . [] -
<223> Ptic_A promoter sequence joined to a Ribosomal Binding site _
and an small gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids
<400> 9

ttgacaatta atcatcgcgg ctcgtataat gtgtggaatt gtgagcggat aacaatttca 60
cacaggaaac agaattctat gtccctcaag gtctgatcac c¢ 101
<210> 10

<211> 100

<212> DNA

<213> Artificial sequence
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<220>

<223> Ptrc A promoter sequence joined to a Ribosomal Binding Site and an small
gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 10

ttgacaatta atcatccggc tcgtataatg tgtggaattg tgagcggata acaatttcac 60
acaggaaaca gaattctatg tccctcaagg tctgatcacc 100

<210> 11

<211> 100

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223>

PrecA A promoter sequence joined to a Ribosomal Binding Site and an small

gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids

<400> 11

ttgataatta atcatccggc tcgtataatg tgtggaattg tgagcggata acaatttcac 60
acaggaaaca gaattctatg tccctcaagg tctgatcacc 100
<210> 12

<211> 73

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220> ) . .

<223> PpL A promoter sequence %o1ned to a Ribosomal Binding Site and
an small gene encoding 5 aa confering resistance against Macrolids
<400> 12

ttgacataaa taccactggc ggtgatactg gatccgaagg agatatacat atgtccctca 60
aggtctgatc acc 73
<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Peptide confering resistance against Macrolids

<400> 13

Met Ser Leu Lys Vval
1 5
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CO7K

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130782

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 07.11.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones Si
Reivindicaciones 1-11 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones Si
Reivindicaciones 1-11 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130782

1. Documentos considerados.-

A co ntinuacion se relacionan |os documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion parala
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 TENSON, T. et al., J. Biol. Chem., (1997), 272(28): 17425-30. 1997
D02 LOVMAR, M. et al., J. Biol. Chem., (2006), 281(10): 6742-50. 2006
D03 TENSON, T. et al., Peptides, (2001), 22(10): 1661-8. 2001
D04 TENSON, T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, (1996), 93(11): 5641-6. 1996

En D1-D4 se analizan diferentes péptidos que confieren resistencia a antibidticos macrélidos.

2. Declaraciéon motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo, de
Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1. Reivindicacion independiente 1.

1.1.1. El o bjeto de | areivindicacién 1 ¢ onsiste e n u na molécula d e acido n ucleico ca racterizada basi camente porque
comprende un a se cuencia c odificante de un p éptido de cinco aminoacidos que co nfiere r esistencia a antibiéticos
macrolidos. La secuencia de dicho péptido se caracteriza porque el aminoacido aas de la posicién 1 es Met, el aa, es
cualquiera de los 20 aminoéacidos naturales, el aas es Leu o lle, el aas es cualquiera de los 20 aminoacidos naturales
y el aas es Val, Thr o lle. En una realizacion particular, dicho péptido esta constituido por la secuencia SEQ ID NO 13
(Reivindicacion 2). En los documentos D1 y D 2 se analizan diferentes minigenes codificantes de un p éptido con
resistencia a antibidticos macrélidos cuya se cuencia d e aminoacidos muestra |l as mismas caracteristicas que | as
indicadas en la reivindicacion 1. En concreto uno de los minigenes descritos en D1 codifica un péptido idéntico a SEQ
ID No 13 (cf. D1: Procedimientos experimentales; Resultados, Figuras 1, 2 y 3. D2: Resultados, Tablas 1y 2).

Por co nsiguiente, el ob jeto de proteccion de | ar eivindicacion i ndependiente 1 y el delas reivindicaciones
dependientes 2-11 se considera que no es nuevo ni tiene actividad inventiva sobre la base de los documentos D1 y
D2.

1.2. La pr esente solicitud no sa tisface el criterio establecido en e | Art. 4.1. de | a Ley de Patentes, pues el objeto de las
reivindicaciones 1-11 no es nuevo ni tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de Patentes.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/4




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias
	IET



