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DESCRIPCION
Recombinacién homdloga mejorada mediada por proteinas de recombinacion de lambda

La presente divulgacion se refiere a métodos para mejorar la recombinacién homologa en bacterias y células eucariotas
empleando proteinas de recombinacion, como las obtenidas del bacteri6fago lambda. También se refiere a métodos
para modificar el ADN gendmico en cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y para subclonar el ADN gendémico de
los BAC en plasmidos multicopia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El uso concertado de endonucleasas de restriccién y ligasas de ADN permite la recombinacién in vitro de secuencias de
ADN. EI ADN recombinante generado mediante restriccion y enlace puede ser amplificado en un microorganismo
apropiado, como E. coli, y usado para diversos fines, incluyendo la terapia genética. No obstante, el planteamiento de
restriccion-enlace presenta dos limitaciones practicas: en primer lugar, las moléculas de ADN solamente pueden ser
combinadas de forma precisa, si se dispone de sitios de restriccion apropiados; en segundo lugar, dado que los sitios de
restriccion Utiles a menudo se repiten en un tramo largo de ADN, el tamafo de los fragmentos de ADN que se pueden
manipular es limitado, normalmente inferior a unas 25 kilobases.

La recombinacion homologa, definida generalmente como un intercambio entre segmentos homoélogos en cualquier
punto a lo largo de dos moléculas de ADN, proporciona un método alternativo para modificar el ADN. Al generar ADN
recombinante con una recombinacién homdloga, un microorganismo, como E. coli, o una célula eucariota, como una
levadura, o una célula de vertebrado, se transforma con ADN exdgeno. El centro del ADN exdgeno contiene el transgen
deseado, mientras que cada uno de los flancos contiene un segmento de homologia con el ADN de las células. El ADN
exogeno se introduce en la célula con técnicas estandar, como la electroporacioén o la transfeccion mediada por fosfato
calcico, y se recombina en el ADN de la célula, por ejemplo con la ayuda de proteinas que promueven la recombinacion
en la célula.

Para generar ADN recombinante mediante recombinacién homdloga, a menudo es beneficioso trabajar con segmentos
lineales cortos de ADN. Por ejemplo, se puede introducir una mutacion en un segmento lineal de ADN empleando
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En las circunstancias apropiadas, la mutacién puede ser
introducida posteriormente en el ADN celular mediante recombinacion homologa. Estos segmentos lineales cortos de
ADN pueden transformar una levadura, aunque la manipulacién posterior del ADN recombinante en la levadura es
laboriosa. Por lo general, resulta mas sencillo trabajar con bacterias, aunque los fragmentos lineales de ADN no
transforman facilmente las bacterias (debido en parte a la degradacién provocada por las exonucleasas bacterianas).
Por consiguiente, los elementos recombinantes son poco comunes, requieren cadenas de crecimiento limitado
especiales (como las cadenas de RecBCD-mutante) y, por lo general, precisan miles de pares de bases de homologia.
Asi pues, se necesitan métodos mejorados para promover la recombinacion homadloga en las bacterias.

En las células eucariotas, la recombinacién homdloga selectiva sienta la base para dirigirse a cualquier secuencia
deseada de una molécula de ADN duplex y modificarla esencialmente, como dirigirse a una secuencia de ADN de un
cromosoma para la sustitucién por otra secuencia. El planteamiento puede resultar util para el tratamiento de
enfermedades genéticas humanas.

La recombinacion homéloga se ha utilizado para crear animales knock-out, mutantes y transgénicos, por lo que ha
desempefiado un papel sumamente importante para el conocimiento de la funcién genética. Los animales transgénicos
son organismos que contienen copias establemente integradas de genes o estructuras genéticas obtenidas de otra
especie en el cromosoma del animal transgénico. Estos animales se pueden generar introduciendo estructuras de ADN
clonado de los genes extrafios en células totipotentes mediante diversos métodos, incluyendo la recombinacion
homologa.

En la actualidad, los métodos para producir transgénicos se han aplicado en células madre embriénicas (ES)
totipotentes con cigotos fertilizados. Las células ES presentan una ventaja en el sentido de que se pueden manipular in
vitro grandes cantidades de células, antes de emplearlas para generar transgénicos. Alternativamente, también se
puede introducir el ADN en oocitos fertilizados mediante microinyeccién en el pronicleo o inyectarse en la linea
germinal de organismos, incluyendo las especies C. elegans o Drosophila.

Se han desarrollado diversos métodos para detectar y/o seleccionar recombinantes de sitio especifico diana entre el
ADN del vector y la secuencia cromosémica homologa diana (Capecchi, Science 244: 1288, 1989). Las células que
presentan un fenotipo especifico tras la recombinacién, tal como ocurre con la alteracion del gen de hipoxantina
fosforibosiltransferasa (hprt), se pueden obtener mediante seleccién directa en el medio de crecimiento adecuado.
Alternativamente, se puede incorporar un marcador seleccionable, como la resistencia a la neomicina, en un vector bajo
control de un promotor, y se puede valorar el éxito de la transfeccion seleccionando células resistentes a G418 (Joyner
et al., Nature 338:153,1989). Se han descrito muchos otros procedimientos de seleccién (Jasin y Berg, Genes and
Development 2: 1353, 1988; Doetschman et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) 85: 8583, 1988; Dorini et al., Science
243: 1357, 1989; Itzhaki y Porter, Nucl. Acids Res. 19: 3835,1991). Lamentablemente, las secuencias exdégenas
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transferidas a las células eucariotas solamente se someten a recombinacion homodloga a frecuencias muy bajas, incluso
cuando hay presentes regiones de homologia muy largas (Koller et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.), 88:10730, 1991,
y Snouwaert et al. Science 257:1083, 1992). Por tanto, es necesario transfectar, seleccionar y estudiar grandes nimeros
de células, a fin de generar un recombinante homdlogo correctamente selectivo.

Muniyappa et al., J. Biol. Chem., V261, n° 16, p7472-7478, 1986, se refiere al fago lambda. Datsenko et al., PNAS, 97,
pp 6640-6645, 2000, se refiere a la recombinacién homéloga en lambda. Huang et al., Gene, 251, pp 187-197, 2000, se
refiere a un promotor de arabinosa. Yu et al., PNAS, 97, pp5978-5983, 2000, se refiere a recombinacién homéloga en
lambda.

RESUMEN DE LA DIVULGACION

La presente divulgacion proporciona métodos para clonar moléculas de ADN en células que tienen un ADN que codifica
recombinasas de lambda operativamente unidas a un promotor susceptible de desrepresion, como por ejemplo el
promotor PL del fago lambda. El promotor PL es activado, mediante un cambio de temperatura, permitiendo asi la
expresion de recombinasas lambda. Las recombinasas lambda promueven la recombinacion homéloga entre los acidos
nucleicos de la célula. Los acidos nucleicos que se someten a recombinacion pueden ser intracromosdémicos o
extracromosomicos, por ejemplo en un cromosoma artificial bacteriano.

La presente divulgacion también proporciona métodos para inducir la recombinacion homoéloga empleando moléculas
de ADN de cadena unica, mediante la introduccion en el ADN de la célula capaz de someterse a recombinacion
homdloga, y un polipéptido de unién a ADN de cadena Unica capaz de promover la recombinacion homéloga. Estos
polipéptidos de union a ADN de cadena unica incluyen el lambda Beta, RecT, P22 Erf y Rad52, asi como variantes y
fragmentos funcionales de los polipéptidos de unién a ADN de cadena Unica.

La presente divulgacion también proporciona células bacterianas que promueven una recombinacion homdloga
eficiente. Estas células bacterianas contienen uno o mas genes o promotores de un profago lambda defectuoso dentro
del cromosoma bacteriano.

La divulgacién también proporciona métodos para alterar los genes eucariotas, expresando recombinasas
operativamente vinculadas a un promotor susceptible de desrepresién en las células bacterianas. Los genes eucariotas
asi modificados pueden ser empleados para modificar células eucariotas, por ejemplo para generar animales
transgénicos o knockout.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 es una ilustracion lineal del profago lambda defectuoso y esta integrado en el cromosoma de E. coli. Los
genes de profago estan indicados con la linea continua y los genes de E. coli mediante lineas discontinuas. Las
regiones de codificacion para los genes de recombinacion de lambda -exo, bet y gam- se encuentran aproximadamente
en el centro del profago defectuoso. Los genes de lambda, cro a attR, sometidos a delecion en el profago defectuoso, se
encuentran entre paréntesis junto con el gen de E. coli, bioA, para indicar su delecion.

La Fig. 2A es un diagrama esquematico que muestra la tecnologia recombinante clasica y la Fig. 2B es un diagrama
esquematico que muestra la “recombineria” empleando recombinacién homadloga, tal y como se divulga en el presente
documento.

La Fig. 3 es un grafico que muestra el efecto del tiempo de induccién de las proteinas de lambda Beta, Exo y Gam
sobre la eficiencia de la recombinacion. Se empled una cassette de resistencia al cloranfenicol lineal para focalizar los
genes del profago y se electroporé en las células, después de que éstas hubiesen sido calentadas hasta 42 °C durante
el tiempo indicado. El tiempo de induccién (cambio de temperatura hasta 42 °C) se representa en el eje X, frente al
numero de recombinantes resistentes al cloranfenicol obtenidos del eje Y.

La Fig. 4 es un grafico que muestra el efecto de la cantidad lineal de ADN sobre la recombinacion. La cadena DY330 de
E. Coli fue inducida a 42 °C durante 15 minutos y se electroporé en las células el ADN que codifica una cassette de
resistencia a cloranfenicol (<cat>) lineal a la concentraciéon indicada. La concentracién de ADN que codifica <cat> esta
trazada en el eje X, frente al nUmero de recombinantes resistentes a cloranfenicol obtenidos del eje Y.

La Fig. 5 es un grafico que muestra el efecto de la longitud del brazo homoélogo sobre la recombinacién en células de E.
coli inducida para la expresion de las proteinas de recombinacion de lambda Beta, Exo y Gam. Se sintetizé una cassette
de resistencia a cloranfenicol con los brazos homologos de la longitud indicada en sus extremos 3' y 5'. La longitud del
brazo homélogo se modificd de 0 a 1.000 pares de bases. La longitud de los brazos homodlogos esta trazada en el eje X,
frente al nUmero de recombinantes resistentes a cloranfenicol (escala logaritmica) del eje Y.

La Fig. 6 es una ilustracion lineal del profago lambda defectuoso modificado integrado en el cromosoma de E. coli de las
células DY380, EL250 y EL350. Esta figura ilustra que los profagos defectuosos empleados para generar BAC
contienen los genes X de ¢/857 a int. P_ y Pr denotan los promotores izquierdo y derecho de lambda, respectivamente.
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Los genes gam y red, exo y bet se encuentran bajo el control de P., que es sometido a represion por el represor
sensible a la temperatura, cl857, a 32°C y a desrepresion a 42°C. tet sustituye al segmento de cro-biok en las células
DY380. La cassette araC-Pgapsipe O la cassette araC-Pgapcre sustituye al segmento de cro-biok en las células EL250 o
EL350, respectivamente. El promotor del operén araBAD (Pgap), que puede ser inducido mediante L-arabinosa, controla
la expresion de los genes flpe o ere. Las lineas negras gruesas representan al profago, mientras que las finas
representan la secuencia de E. coli. < > define los extremos de la regién cro-bioA que fue sustituida por tet, araC-Pgap
flpe, o araC-Pgap ere.

La Fig. 7 ilustra una estrategia para generar BAC. Esta figura ilustra la posicion relativa del gen Eno2 en el BAC de 250-
kbp, 284H12, completamente secuenciado y los diferentes pasos seguidos para introducir Cre en el ultimo exén de
Eno2. En la cassette diana, los sitios de FRT estan sefialados por elipses, el gen kan por un rectangulo rojo y el gen de
fusion GFPcre por un rectangulo azul. Los recuadros verdes representan los exones Eno2.

La Fig. 8 es un diagrama esquematico que ilustra el uso de la reparacion de brecha en fragmentos del subclon de hasta
80 kbp de BAC. La Fig. 8A muestra en forma de flechas negras gruesas y cortas la ubicacién de las homologias del
extremo 5' en los cebadores de amplificacion empleados para amplificar pBR322 para la subclonacion mediante
reparacion de brecha. Cada cebador también contiene 20 segmentos de nt en su extremo 3' para cebar pBR322. Los
sitios de clivaje Noil y Sail fueron incluidos en estos cebadores para facilitar la liberaciéon de los fragmentos subclonados
del segmento principal del plasmido. También se muestra la ubicaciéon de sitios de restriccion Spel cercanos a Eno2
("S"). Los sitios de restriccion Spel no estan presentes en el vector pBR322 amplificado lineal. La Fig. 8B muestra un
paso intermedio en la reparacién de la brecha, emparejando una cassette diana pBR322 amplificada tipica y el BAC
Eno2 modificado. Ap, gen de resistencia a amp; ORI, origen de replicacion.

La Fig. 9 es un diagrama esquematico de un profago A defectuoso. El profago defectuoso DY380 que expresa las
funciones de A Exo, Beta, y Gam se muestra con los genes bajo control del promotor P. y el represor sensible a la
temperatura CI857. Se describen las ventajas y desventajas de los sistemas. Los genes que codifican Cre y Flpe estan
presentes en otros derivados de DY380 (EL250 y EL350) y sustituyen al gen tet como se muestra.

La Fig. 10 es un diagrama esquematico de la clonacién mediante recombinacién in vivo, empleando la reparacion de
brecha de un plasmido de vector lineal. El método de clonacion in vivo emplea dos ADN lineales, un vector y un ADN
diana, que presentan homologias entre si en sus extremos. Ambos son electroporados en células competentes para
permitir la recombinacion y reparacion de brecha del plasmido. El vector lineal se produce de forma muy similar al
mostrado en la Fig. 8.

La Fig. 11 es un diagrama esquematico de recuperacion in vivo del ADN de clones de BAC.

La recuperacion de segmentos de hasta 80 kbp de BAC en vectores amplificados por PCR ha sido posible empleando
técnicas de recombineria divulgadas en el presente. Aqui solamente el plasmido es linealizado y transformado en una
célula de recombinacion competente que contiene el BAC. La recombinacién se produce entre homologias en el
extremo del vector lineal y el BAC. Este método elimina la tecnologia de clonacion estandar del BAC y, lo que es mas
importante, el segmento cerrado nunca es replicado in vitro, reduciendo asi la posibilidad de cambios extrafios en la
secuencia.

La Fig. 12 es un diagrama esquematico de un circulo de ADN de mini-lambda. Este elemento de ADN de lambda no es
un plasmido y no presenta ninguna actividad del origen de replicacion. Contiene el represor cJ8S7 de lambda y el
operoén pL que controla el represor. También contiene una cassette que codifica un marcador de farmacos, en este caso
los genes tet. Este ADN cuando es transformado en la mayoria de las cadenas, incluyendo las cadenas de BAC, hace
que la proteina Int permita la integracién del ADN circular en el sitio de unién de A en el cromosoma bacteriano y que el
represor cl857 permita la represion de pL. El mini-lambda integrado es estable, pero capaz de ser inducido a 42 °C para
activar la expresion de Gam, Beta y Exo, a fin de que la recombinacién de la célula sea competente.

La Fig. 13 es un diagrama esquematico de la recombinaciéon de ssADN en el genoma. Cuando el ssADN es
electroporado en las células, tiene unida la proteina Beta y se recombina en el genoma o en un plasmido de BAC
mediante homologia. La evidencia sugiere que el ssADN unido a Beta se anilla en su complemento de ssADN en la
horquilla de replicacion. La cadena de ADN correspondiente a la generada retardando la sintesis de la cadena es
sumamente recombinogénica, lo que sugiere que Beta simplemente anilla el ssADN a una brecha causada por la
replicacion de ADN.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES CONCRETAS

En esta técnica existe la necesidad de métodos para alterar, de forma precisa y eficiente, secuencias genéticas
enddégenas predeterminadas mediante recombinacién homdloga in vivo. Independientemente, también existe la
necesidad en la técnica de una focalizacién genética de alta eficiencia, a fin de evitar complejos protocolos de seleccion
in vitro o in vivo.

La presente invencidn se explica en las reivindicaciones adjuntas.
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Los métodos divulgados en el presente satisfacen una o mas de las anteriores necesidades, incluyendo métodos para la
clonaciéon de moléculas de ADN empleando la recombinacion homdéloga mediada por recombinasas de lambda y
proteinas similares.

Uno de estos métodos de la invencion emplea una célula que contiene ADN que codifica los productos genéticos
funcionales Exo, Beta y Gam de lambda homdélogos, operativamente unidos a un promotor susceptible de desrepresion
(p. €j., el promotor PL). La desrepresion del promotor susceptible de desrepresion (p. €j., la induccién de la transcripcion
desde el promotor pL mediante inactivacion de el) induce la expresién de exo, bet y gam, y en algunas realizaciones
puede ser activado selectivamente para este fin. Un acido nucleico (como un polinucleétido que es homoélogo a una
secuencia de ADN diana) capaz de someterse a recombinacién homdloga es introducido en la célula, y las células en
las que se ha producido la recombinaciéon homéloga son seleccionadas o bien localizadas mediante deteccién directa de
las células. En realizaciones concretas, el acido nucleico introducido en la célula puede ser ADN de cadena doble o
ADN con el extremo 5' protuberante.

En otras realizaciones concretas, al menos 1 de 5.000 células contiene ADN en el que se ha producido la recombinacion
homologa. En otras realizaciones, al menos 1 de 1.000 o 1 de 500 células, 1 de 100 células o 1 de 20 células contiene
ADN en el que se ha producido la recombinacién homéloga.

La célula puede ser una célula eucariota o una célula procariota, como una célula bacteriana, por ejemplo una cadena
de E. coli. EI ADN que codifica las proteinas de recombinacion de lambda y el promotor PL puede ser intracromosémico
o extracromosomico. De forma similar, la secuencia de ADN diana puede ser intracromosémica o extracromosomica;
por ejemplo, la secuencia de ADN diana se puede encontrar en un cromosoma de la célula o un plasmido (incluyendo
derivados de colEl, pSCIOI, pl5A y vectores transportadores que se replican tanto en las células bacterianas como en
las eucariotas), un cromosoma bacteriano artificial, un cromosoma PI artificial, un cromosoma de levadura artificial, un
césmido o similares.

En otras realizaciones concretas, el acido nucleico introducido en la célula puede ser ADN de cadena doble o ADN con
el extremo 5' protuberante, y puede incluir un marcador seleccionable positivo o negativo. El acido nucleico introducido
puede alterar la funcion de una secuencia de acido nucleico, como un gen en la célula, o afiadir un gen al ADN de la
célula. La célula puede ser tratada para mejorar la adsorcion macromolecular, por ejemplo empleando electroporacion,
precipitado de ADN con fosfato calcico, transferencia mediada por liposomas u otros métodos adecuados. En otras
realizaciones concretas, el método puede producir una recombinacion homologa que altera la funcién de un gen en la
célula o ahade un gen a la célula.

En otras realizaciones concretas, la célula puede ser tratada para mejorar la adsorcion macromolecular, por ejemplo con
electroporacion, coprecipitado de ADN con fosfato calcico, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion
mediada por polibreno, microinyeccion, fusién de liposomas, lipofeccion, fusién de protoplastos, transferencia mediada
por adenovirus inactivado, transferencia mediada por HVJ-liposoma y biolistica.

Otro de estos métodos que satisface una o mas de las mencionadas necesidades incluye métodos que introducen en la
célula un ADN capaz de someterse a recombinacion homadloga y un polipéptido de unién a ssADN capaz de promover la
recombinacion homadloga. En realizaciones concretas, el ADN es ssADNo ADN con el extremo 3' protuberante.

El polipéptido de union a ADN de cadena unica (ssADN) es un tipo de polipéptido de uniéon a ADN que media en la
recombinacion homéloga de la reparacion de la brecha de la cadena doble, uniéndose al ssADN o a un extremo 3'
protuberante del dsADN y promoviendo la recombinaciéon. Promueve la recombinacién anillando el ssADN enlazado a
su complemento en la célula. Algunos ejemplos de este polipéptido de unién a ssADN incluyen el lambda Beta, el E. coli
RecT, el Erf del bacteriéfago P22 y Rad52. El polipéptido de unién a ssADN puede ser introducido como un acido
nucleico. Por ejemplo, un acido nucleico que expresa el polipéptido de unién a ssADN es introducido en una célula,
como una célula eucaridtica. La expresion del polipéptido de union a ssADNde un acido nucleico puede ser inducida,
por ejemplo, mediante la activacion de un promotor inducible. En realizaciones concretas, el acido nucleico puede incluir
también el lambda exo y gam, y el promotor inducible puede ser el promotor PL de lambda. En otras realizaciones, el
polipéptido de union a ssADN es introducido en la célula como un polipéptido.

La célula empleada en métodos divulgados en el presente puede ser una célula bacteriana, como una cadena de E. coli,
0 una célula eucariota, como una célula de mamifero, o una célula madre, o practicamente cualquier otro tipo de célula
eucariota. EI ADN empleado en el método puede ser una Unica secuencia de oligonucleétido o pueden ser dos o mas
secuencias solapadas, por ejemplo con mas de 10, o mas de 20 pares de bases de solapamiento complementario en
sus extremos 5’ o0 3’ (en ejemplos especificos del caso del extremo 5, el acido nucleico incluye secuencias de acido
nucleico exo y bet). EIl ADN puede comprender un marcador seleccionable y la recombinacién homoéloga con el ssADN
puede conferir un fenotipo seleccionable a la célula. En realizaciones concretas, la célula puede ser tratada para mejorar
la adsorcién macromolecular, por ejemplo mediante electroporacion, coprecipitado de ADN con fosfato calcico,
transferencia mediada por liposomas u otros métodos apropiados. El efecto de la recombinacién homdloga puede
consistir en alterar la funcion de un gen en la célula o afiadir un gen a la célula.
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En ejemplos concretos, el ssADN se emplea en una cantidad de unos 0,01 yM a unos 10 mM; o de unos 0,1 yM a unos
1 mM; o de unos 1 uM a unos 100 uM. En otros ejemplos, el polipéptido de unién a ssADN se emplea en una cantidad
de 0,001 p a unos 0,01 uM, o de unos 0,01 yM a unos 10 mM; o de unos 0,1 yM a unos 1 mM; o de unos 1 uM a unos
100 uM.

También se divulgan células bacterianas que pueden ser Utiles para la practica de los métodos divulgados. Estas
incluyen células bacterianas que contienen un profago lambda defectuoso del genotipo Acl857 A(cro-bioA). En ejemplos
concretos, las células bacterianas pueden tener un marcador seleccionable, como un marcador de resistencia a
antibiodticos, en sentido ascendente del gen cl857. En algunos ejemplos concretos, las células bacterianas divulgadas
incluyen un promotor inducible en sentido ascendente del gen cl857, que puede ser operativamente conectado a un gen
que codifica una recombinasa, como flp, flpe o ere, o un gen que codifica fragmentos o variantes funcionales de estas
recombinasas. En otros ejemplos concretos, las células bacterianas pueden contener un cromosoma artificial
bacteriano, que puede tener un marcador seleccionable, loxp, y/o sitios de FRT. En realizaciones concretas, el marcador
seleccionable en el cromosoma artificial bacteriano se puede eliminar mediante una recombinasa. En otros ejemplos
concretos, el cromosoma artificial bacteriano puede tener al menos un exdn o al menos un intron de un gen de
mamifero.

La divulgacion también incluye métodos para alterar genes eucariotas mediante la expresion en una célula bacteriana
de un gen intracromosémico que codifica una recombinasa operativamente unida a un promotor PL. La célula
bacteriana también incluye un gen eucariota extracromosémico o un fragmento de gen (que tiene al menos un intrén o al
menos un exon de un gen eucariota). Un acido nucleico capaz de someterse a recombinacion homdloga con el gen
eucariota es introducido en la célula bacteriana y el acido nucleico se somete a recombinacién homdéloga con el gen
eucariota o el fragmento de gen. En una realizacién concreta, el acido nucleico se somete a recombinacién homdloga
con una frecuencia de focalizacion de al menos 1 de 1.000.

En una realizacion, la recombinasa expresada es una recombinasa de reparacion de roturas bicatenarias, como un
producto genético de lambda Beta u otra proteina de union a ADN de cadena unica; el lambda Exo o un producto
genético de lambda Gam. En otra realizacion, el gen eucariota extracromosémico o fragmento de gen puede estar
ubicado en un cromosoma artificial bacteriano, cromosoma artificial de levadura, cromosoma artificial de PI, plasmido o
coésmido. En otra realizacion mas, el gen eucariota o fragmento de gen se obtiene de un organismo mamifero, como un
raton o un ser humano.

En varias otras realizaciones, el acido nucleico que se somete a recombinacién homoéloga puede codificar una
recombinasa, fragmentos o variantes funcionales de una recombinasa o una etiqueta de epitopo.

También se divulgan métodos para alterar el ADN intracromosémico de una célula eucariota. En estos métodos, se
introduce un gen eucariota o fragmento de gen alterado en la célula eucariota. El gen eucariota o fragmento de gen
introducido se ha alterado mediante recombinaciéon homdloga, empleando los métodos de esta divulgacion.

Por ejemplo, el ADN extracromosomico que incluye el gen eucariota o fragmento de gen es introducido en una célula
bacteriana que tiene un gen intracromosémico que codifica una recombinasa operativamente unida a un promotor
susceptible de desrepresion. Posteriormente la célula bacteriana es inducida a expresar la recombinasa. Se introduce
una molécula de acido nucleico capaz de someterse a recombinacién homéloga con el gen eucariota o fragmento de
gen en la célula bacteriana. El gen eucariota o fragmento de gen se somete a recombinaciéon homoéloga con el acido
nucleico, y entonces el gen eucariota o fragmento de gen alterado puede ser aislado e introducido en una célula
eucariota.

En una realizacién, el gen eucariota o fragmento de gen introducido en la célula eucariota esta ubicado en un
cromosoma artificial bacteriano. El gen eucariota o fragmento de gen es capaz de someterse a recombinacién homdloga
con un gen diana de la célula, alterando asi la secuencia de acido nucleico del ADN intracromosdmico de la célula
eucariota. En ejemplos especificos, aunque no limitadores, la célula eucariota es una célula de mamifero, una célula
madre embridnica o un cigoto.

También se divulgan mamiferos mutantes en los que se han alterado uno o mas de sus genes mediante recombinacion
homdloga con un cromosoma artificial bacteriano que porta un gen eucariota o fragmento de gen alterado a través de
los métodos divulgados. La alteracion del gen puede introducir una recombinasa en el mamifero mutante, como una
recombinasa de sitio especifico.

También se divulga en el presente un ADN de lambda movilizable que es aislado como un profago mini-lambda. El ADN
de lambda movilizable puede ser transformado en cualquier cadena bacteriana de interés. El ADN de lambda se integra
en el cromosoma bacteriano para generar un profago defectuoso que expresa la recombinasa.

La presente divulgacion proporciona métodos para mejorar la eficiencia de la recombinacion homéloga. La divulgacion
se comprendera mejor consultando la siguiente explicacion de términos utilizados y la descripcion detallada de los
métodos para la practica de la invencion.
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A menos que se sefale lo contrario, los términos técnicos se utilizan de acuerdo con el uso convencional. Las
definiciones de términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V, publicado
por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Explicacion de términos empleados

Extremo 3’ protuberante: dos secuencias de acido nucleico que al anillarse son parcialmente de doble cadena y
parcialmente de cadena unica. El extremo o los extremos de cadena Unica se extienden mas alla del segmento de doble
cadena en direccion del extremo 5’ al extremo 3'.

Extremo 5’ protuberante: dos secuencias de acido nucleico que al anillarse son parcialmente de doble cadena y
parcialmente de cadena unica. El extremo o los extremos de cadena Unica se extienden mas alla del segmento de doble
cadena en direccion del extremo 3’ al extremo 5.

Arabinosa: un azucar simple de cinco carbonos metabolizado por E. coli. En una realizacion, se utiliza como sustancia
quimica para inactivar la represién e inducir y activar la expresion del promotor pBAD.

Sitio de unidn (att): un sitio especifico para la recombinacion presente en un fago o cromosoma. Un sitio de unién en
lambda se denomina “attP”, mientras que un sitio de unién de un cromosoma bacteriano es "attB." La recombinacién
mediada por integrasa de un sitio attP con un sitio attB permite la integracién del profago X en el cromosoma bacteriano.

Cromosoma artificial bacteriano (BAC): los cromosomas artificiales bacterianos (BAC) han sido construidos para
permitir la clonacion de largos fragmentos de ADN en E. coli, tal y como se describe en O’Conner et al., Science 244:
1307-12, 1989; Shizuya et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8794-7,1992; Hosoda et al., Nucleic Acids Res. 18: 3863-
9,1990; y Ausubel et al. Este sistema es capaz de propagar de forma estable ADN de mamifero mas de 300 kb. En una
realizaciéon, un BAC porta los sistemas de division y replicacion F que garantizan un reducido nimero de copias y la
segregacion fiel del ADN del plasmido en las células hijas. Se pueden clonar grandes fragmentos gendmicos en
plasmidos de tipo F, lo que hace que resulten utiles para la creacion de bibliotecas gendmicas.

Beta: el polipéptido de unién a ssADN de lambda Beta de 28 kDa (y el acido nucleico que codifica el lambda beta)
implicado en la recombinacion homadloga de la reparacion de roturas bicatenarias. El ADN que codifica Beta (bet) y las
cadenas de polipéptidos que presentan actividad de lambda Beta también se denominan “bet” en el presente. Véanse
los ejemplos 1 y 14 y las referencias de los mismos para mas informacion. La proteina de lambda Beta se une al ADN
de cadena unica y promueve la renaturalizacion de las regiones complementarias de cadena unica del ADN. Véase
Karakouxis et al, J. Mot. Biol. 276: 721-733, 1.998; Li et al., J. Mol. Biol. 276: 721-733,1998; Passy et al. PNAS 96. 4279-
4284, 1999.

Los fragmentos y variantes funcionales de Beta incluyen aquellas variantes que mantienen su capacidad para unirse a
ssADN y que median en la funcién de recombinacién del lambda Beta tal y como se describe en el presente y en las
publicaciones mencionadas como referencia. Se conoce que el gen que codifica Beta puede ser considerablemente
mutado sin alterar materialmente la funcién de unién a ssADNo la funcién de recombinacion del lambda Beta. En primer
lugar, se sabe que el cédigo genético se degenera, por lo que diferentes codones codifican los mismos aminoacidos. En
segundo lugar, aun cuando se introduzca la mutacion de un aminoacido, esta mutaciéon puede ser conservadora y no
tener ningun impacto material sobre funciones esenciales del lambda Beta. Véase Stryer, Biochemistry 32 Ed., (c) 1988.
En tercer lugar, parte de la cadena polipeptidica del lambda Beta puede ser sometida a delecién sin alterar ni eliminar su
funcién de proteina de unién a ssADN ni su funcién de recombinacion. En cuarto lugar, se pueden realizar inserciones o
adiciones en la cadena polipeptidica del lambda Beta (por ejemplo, afiadiendo etiquetas de epitopos) sin alterar ni
eliminar sus funciones esenciales. Ausnbcl et al.. 1997.

Biolistica: insercion de ADN en las células incluyendo microproyectiles revestidos de ADN. También conocido como
bombardeo de particulas o0 bombardeo de microparticulas, este planteamiento se describe y define mas detalladamente
en la Patente estadounidense n°® 4.945.050.

ADNc (ADN complementario): Un tramo de ADN que carece que segmentos internos que no codifican (intrones) y de
secuencias reguladoras que determinan la transcripcion. EI ADNc se puede sintetizar en el laboratorio mediante
transcripcion inversa del ADN mensajero extraido de las células.

Césmido: vector de clonacion construido artificialmente que contiene el gen cos del fago lambda. Los cédsmidos pueden
ser empaquetados en particulas del fago lambda para la infeccién en E.coli. Esto permite la clonacién de fragmentos de
ADN mas largos (de hasta 45 kb) que pueden ser introducidos en huéspedes bacterianos de vectores de plasmidos.

Cre: La recombinasa Cre es una recombinasa de sitio especifico. Reconoce y se une a sitios especificos llamados loxP.
Dos sitios loxP se recombinan con una eficiencia cercana al 100% en presencia de Cre, permitiendo asi que el ADN
clonado entre esos dos sitios sea retirado de forma eficiente a través de la recombinacién mediada por Cre.
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Promotor susceptible de desrepresion: Cuando un represor esta unido a un promotor susceptible de desrepresion, la
transcripcion se ve sustancialmente reducida en comparacion con la transcripcion de un promotor susceptible de
desrepresion en ausencia del represor. Al regular la unién del represor, por ejemplo cambiando el entorno, el represor
se libera del promotor susceptible de desrepresion y se incrementa la transcripcion. En esta definicién, un promotor
susceptible de desrepresion no precisa de un activador para la transcripcion. Un ejemplo especifico, a titulo meramente
enunciativo, es el promotor PL, que esta regulado por el represor cl, pero que no esta activado por un activador. (El
promotor de la arabinosa no es un promotor susceptible de desrepresion simple, dado que la arabinosa inactiva el
represor AraC y lo convierte en un activador.)

En una realizacion, el promotor susceptible de desrepresion es un promotor susceptible de desrepresion sensible a la
temperatura. Por ejemplo, al aumentar la temperatura, el represor se libera del promotor y ya no se puede unir al
promotor con una afinidad elevada, y se incrementa la transcripcion del promotor. Un ejemplo especifico, a titulo
meramente enunciativo, es la induccion de la actividad del promotor PL aumentando la temperatura de la célula. La
temperatura aumentada inactiva el represor sensible a la temperatura cl, permitiendo que los genes que estan
operativamente unidos al promotor PL se expresen a niveles incrementados. Cualquiera con conocimientos en la
técnica podra identificar facilmente un promotor susceptible de represion.

En una realizaciéon, un promotor susceptible de desrepresion esta autorregulado. Un ejemplo especifico, a titulo
meramente enunciativo, de un promotor susceptible de desrepresion autorregulado es PL. Si solamente hay presente
una copia de un gen que codifica cl, pero muchas copias del promotor PL, la expresion de cl se regula al alza, de forma
que la transcripcion es bloqueada por cualquiera de los promotores PL.

Recombinacion de la reparacion de roturas bicatenarias: Un tipo de recombinaciéon homdloga ejemplificada por las
proteinas de recombinacion de lambda Exo, Beta y Gam, y compartida por muchos otros sistemas de recombinasa. Una
rotura bicatenaria es el punto de inicio para la acciéon concertada de las proteinas de recombinacion. Tipicamente, una
exonucleasa se degrada progresivamente desde los extremos 5 de estos sitios de rotura y el polipéptido de uniéon a
ssADN se une a la cola restante de cadena unica del extremo 3’, protegiendo y preparando el ADN acoplado para la
invasion de la cadena homodloga (Szostak et al., Cell 33: 25-35, 1983; Little, J, Biol. Chem. 242: 679-686,1967; Carter et
al., J. Biol. Chein. 246:2502-2512, 1971; Lindahl et al. Science 286:1897-1905,1999). Algunos ejemplos de polipéptidos
de unién a ssADN que se unen a ssADN y/o dsADN con el extremo 3’ protuberante y que promueven la reparacion de
roturas bicatenarias incluyen el lambda Beta, RecT de E. coli, Erf del fago p22 y Rad52 en diversas células eucariotas,
incluyendo las células de levadura y de mamiferos.

Electrocompetente: células capaces de adsorcion macromolecular tras un tratamiento con electroporacion.

Electroporacion: un método para inducir o permitir que una célula adsorba macromoléculas, aplicando campos
eléctricos a fin de permeabilizar de forma reversible las paredes celulares. Diversos métodos y aparatos empleados se
definen y describen mas detalladamente en: Patente estadounidense n° 4.695.547; Patente estadounidense n°
4.764.473; Patente estadounidense n° 4.882.28; y Patentes estadounidenses n° 4.946.793; 4.906.576; 4.923.814; y
4.849.089.

Célula eucariota: una célula que tiene un nucleo organizado rodeado por una membrana nuclear. Estas incluyen
organismos inferiores, como las levaduras, mohos y similares, asi como células de organismos multicelulares, como
invertebrados, vertebrados y mamiferos. Incluyen diversos tipos de tejidos, tales como: célula endotelial, célula de
musculo liso, célula epitelial, hepatocito, célula procedente de la cresta neural, célula tumoral, célula hematopoyética,
célula inmunitaria, célula T, célula B, monocito, macrofago, célula dendritica, fibroblasto, queratinocito, célula neuronal,
célula glial, adipocito, mioblasto, miocito, condroblasto, condrocito, osteoblasto, osteocito, osteoclasto, célula secretora,
célula endocrina, oocito y espermatocito. Estos tipos de células se describen en textos de histologia estandar, tales
como McCorrnack, Introduction to Histology, (c) 1984 de J.P. Lippincott Co.; Wlieater et. al, eds., Functional Histology,
22 Ed, (r.) 1987 de Churchill Livingstone; Fawcett et al., eds., Bloom y Fawcett: A Textbook of Histology, (c) 1984 de
William y Wilkins.

Exo: la exonucleasa de lambda (y el acido nucleico que codifica la proteina de la exonucleasa) implicada en la
recombinacion homologa de reparacion de roturas bicatenarias. Véase el Ejemplo 1 y las referencias del mismo para
mas informacion.

Gam: una proteina lambda (y el acido nucleico que codifica Gam) implicada en la recombinacién homdloga de
reparacién de roturas bicatenarias. Se cree que inhibe la actividad de la nucleasa celular, como la codificada por el
sistema sbcC y recBCD de E. coli. Véanse los ejemplos 1, 7 y 14, y las referencias de los mismos para mas informacion.
La funcién de Gam, cuando se expresa en la célula, es sumamente toxica para la célula e impide el crecimiento. Por
esta razén, siempre es necesario un estricto control sobre su expresion. Como se ha descrito en el presente, PL y cl 857
son capaces de regular la expresion de Gam.

Fragmentos y variantes funcionales de Exo y Gam: como se sefiala en el caso de Beta (véase “Fragmentos y variantes
funcionales de Beta”), se reconoce que los genes que codifican Exo o Gam pueden ser considerablemente mutados sin
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alterar de forma material su funcion, debido a la degeneracion del cédigo genético, sustituciones conservadoras de
aminoacidos, deleciones o inserciones no criticas, etc. A menos que el contexto deje claro lo contrario, el término
lambda Exo, Exo o exonucleasa de lambda incluira la exonucleasa de lambda nativa, y todos los fragmentos y variantes
de la exonucleasa de lambda.

Extracromosdmico: no incorporado al cromosoma o los cromosomas de una célula. En el contexto de los acidos
nucleicos, extracromosémico indica un oligonucleétido de ADN que no esta covalentemente incorporado al cromosoma
o los cromosomas de una célula. Intracromosoémico se refiere al material, como un oligonucleétido, que esta incorporado
al cromosoma o los cromosomas de una célula, como un oligonucleétido de ADN incorporado covalentemente al ADN
cromosomico de una célula.

Brazo homologo: nucledtidos en el extremo 5’ 0 3’, o cerca de estos extremos, de un polinucleétido que son idénticos o
similares en secuencia al acido nucleico diana de una célula y capaces de mediar la recombinaciéon homdloga con el
acido nucleico diana. Los brazos homdlogos también se denominan brazos de homologia. En una realizacién, un brazo
de homologia incluye al menos 20 bases de una secuencia homdloga a un acido nucleico de interés. En otra realizacion,
el brazo de homologia incluye al menos 30 pares de bases de una secuencia homodloga a un acido nucleico de interés.
En otra realizaciéon mas, un brazo de homologia incluye al menos 40 pares de bases de una secuencia homéloga a un
acido nucleico de interés. En otra realizacion mas, un brazo de homologia incluye entre unos 50 y unos 100 pares de
bases de una secuencia homologa a un acido nucleico de interés.

Recombinacién homdéloga: un intercambio de segmentos de polinucleétidos homoélogos en cualquier lugar a lo largo
de dos moléculas de &cido nucleico.

Célula hospedadora: una célula que se emplea en técnicas de laboratorio, como la clonacién de ADN, para recibir
moléculas de acido nucleico exdgeno. En una realizacién, se emplea una célula hospedadora para mantener o permitir
la reproduccion de un vector, o para facilitar la manipulacién de moléculas de acido nucleico in vitro. Una célula
hospedadora puede ser una célula procariota o eucariota.

Transferencia de genes mediada por HVJ: un método de transferencia macromolecular a las células empleando el
virus hemaglutinante del Japén y liposomas, tal y como se describe en Morishita et al., J. Clin. Invest. 91: 2580-2585,
1993; Morishita et al., J. Clin. Invest. 94: 978-984, 1994.

Promotor inducible: un promotor cuya actividad puede ser incrementada (o que puede ser sometido a desrepresion)
por algun cambio en el entorno de la célula. Ejemplos de promotores inducibles abundan en la naturaleza y son muchos
los cambios ambientales u hormonales que pueden activarlos o someterlos a represion.

Aislado: un componente bioldgico “aislado” (como un acido nucleico o una proteina) ha sido sustancialmente separado
o purificado de otros componentes bioldgicos de la célula del organismo en el que el componente se encuentra
naturalmente presente, es decir otro ARN y ADN cromosdmico y extracromosdémico, y proteinas. De este modo, los
acidos nucleicos y proteinas que han sido “aislados” incluyen acidos nucleicos y proteinas purificados mediante
métodos de purificacion estandar. El término también incluye acidos nucleicos y proteinas preparados mediante
expresion recombinante en una célula hospedadora, asi como acidos nucleicos sintetizados quimicamente.

Vector de plasmido lineal: una secuencia de ADN (1) que contiene un origen de replicaciéon de un plasmido
bacteriano, (2) que tiene un extremo 5 y 3’ libre, y (3) que es capaz de circularizar y replicarse como un plasmido
bacteriano uniendo sus extremos 5 y 3’ libres. Algunos ejemplos de vectores de plasmidos lineales incluyen el vector
pBluescript linealizado y los vectores pBR322 linealizados aqui descritos.

Lipofeccion: El proceso de transferencia macromolecular a las células empleando liposomas. Véase la Patente
estadounidense n°® 5.651.981.

Mini lambda: Un derivado de lambda (1) en el que la mayoria de los genes liticos virales, incluyendo aquellos
necesarios para la replicacion y la lisis, estan sometidos a delecién. Un mini-lambda mantiene las funciones Red (Beta,
Exo y Gam) para la recombinaciéon homdloga y mantiene las funciones de integracion/excision (p. €j., att, integrasa (int)
y excisionasa (xis)) para insertar y separar su ADN del cromosoma.

Acido nucleico: un polimero de desoxirribonucleétido o ribonucleétido en forma de cadena doble o Unica, incluyendo
analogos conocidos de nucleétidos naturales, a menos que se indique lo contrario.

Oligonucleétido: un acido nucleico de cadena unica que oscila entre 2 y unas 500 bases de longitud, por ejemplo
polinucledtidos que contienen al menos 20 o 40 nucleétidos. Los oligonucledtidos suelen ser sintéticos pero también se
pueden producir a partir de polinucleétidos naturalmente presentes.

Operativamente unido: Una primera secuencia de acido nucleico esta operativamente unida a una segunda secuencia
de acido nucleico cuando la primera secuencia de acido nucleico mantiene una relacién funcional con la segunda
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor esta operativamente unido a una secuencia de codificacion,
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cuando el promotor afecta a la transcripcion o expresion de la secuencia de codificaciéon. Por lo general, las secuencias
de ADN operativamente unidas se encuentran contiguas y, cuando es necesario para unir dos regiones de codificacion
de proteinas, en el mismo marco de lectura.

Cromosoma artificial fagémido: también denominado cromosoma artificial P1. Un tipo de cromosoma artificial que
permite la clonacion estable de fragmentos de ADN muy largos. Descrito mas detalladamente en Shepherd, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 92: 2629,1994; lannou et al., Nature Genetics, 6: 84-89,1994.

Sistemas de recombinacién basados en fagos: bacterias como E. coli codifican sus propios sistemas de
recombinacion homologa, que se emplean en la reparaciéon de dafios del ADN y para mantener un cromosoma
funcional. La virus o fagos que habitan las bacterias a menudo portan sus propias funciones de recombinacion. El fago A
porta el sistema de recombinacion Red. Estos sistemas de fagos pueden funcionar con las funciones de recombinacién
bacterianas o independientemente de ellas.

Promotor PL: el principal promotor hacia la izquierda del bacteriéfago lambda. Una vez que el ADN de lambda esta
incorporado al cromosoma bacteriano, la transcripciéon de este promotor se ve sustancialmente sometida a represién por
el represor cl. Tras la inactivacién del represor cl, por ejemplo mediante golpe de calor de un mutante sensible a la
temperatura, la transcripcién del promotor PL queda activada, conduciendo a la expresion de genes de lambda. Véase
la Fig. 1; Sambrook et al. Ch. 2, Stryer, y Court y Oppenheim.

Plasmido: moléculas de ADN extracromosomico, que se replican de forma auténoma, distintas del genoma bacteriano
normal y no esenciales para la supervivencia de la célula bacteriana en condiciones no selectivas.

Polinucleétido: una secuencia de acido nucleico de doble cadena o de cadena unica de cualquier longitud. Por tanto,
un polinucledtido incluye moléculas que tienen 15, 50, 100, 200 nucleétidos de largo (oligonucledtidos) y también
nucledtidos tan largos como un ADNc de longitud completa.

Polipéptido: cualquier cadena de aminoacidos, independientemente de la modificacién de la longitud o postranslacional
(p. €j., glicosilacion o fosforilacion).

Procariota: Célula u organismo que carece de un nucleo discreto estructuralmente rodeado por una membrana y de
otros compartimentos subcelulares.

Sondas y cebadores: Una sonda de acido nucleico comprende un &acido nucleico aislado unido a una etiqueta
detectable o molécula informante. Las etiquetas tipicas incluyen is6topos radiactivos, ligandos, agentes
quimioluminiscentes y enzimas. Los métodos para etiquetar y guiar en la seleccion de las etiquetas apropiadas para
diversos fines se recogen, por ejemplo, en Sambrook et al, (1989) y Ausubel et al, (1997).

Los cebadores son acidos nucleicos cortos, preferiblemente oligonucleétidos de ADN de 15 nucleétidos de longitud o
mas. Los cebadores pueden ser anillados a una cadena de ADN diana complementaria mediante hibridacién de acido
nucleico para formar un hibrido entre el cebador y la cadena de ADN diana. El extremo 3’-hidroxilo del cebador se
puede extender a lo largo de la cadena de ADN diana mediante el uso de una enzima de ADN polimerasa. Los pares de
cebadores (a cualquier lado de la secuencia de acido nucleico diana) pueden ser empleados para la amplificacion de
una secuencia de acido nucleico, p. €j., mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) u otros métodos de
amplificacion de acido nucleico conocidos en el campo.

Los métodos para preparar y utilizar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en Sambrook et al, (1989), Ausubel
et al, (1987). Los pares de cebadores de PCR se pueden obtener de una secuencia conocida, por ejemplo, utilizando
programas informaticos disefiados para tal fin, como Primer (Versién 0.5, © 1991, Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge, MA). En las condiciones apropiadas, la especificidad de una sonda o cebador concreto aumenta
con su longitud. Asi, a fin de obtener una mayor especificidad, se pueden seleccionar sondas y cebadores que
comprendan 20, 25, 30, 35, 40, 50 o mas nucleétidos consecutivos de una secuencia genética o ADNc relacionado.

Purificado: El término purificado no exige una pureza absoluta, sino que ha de entenderse mas bien como un término
relativo. Asi, por ejemplo, una preparacion de lambda Beta o un polipéptido de unién a ssADN purificado es aquel en el
que la proteina esta mas enriquecida que la proteina en su entorno natural dentro de una célula. Preferiblemente, una
preparacién de lambda Beta es purificada de forma que el polipéptido represente al menos el 50% del contenido total de
proteina del preparado.

RecA: La proteina RecA es una proteina central que tiene una actividad como en la funciéon de recombinacién de E. coli.
Se encuentran homodlogos en todos los demas organismos. La proteina RecA permite que dos ADN homdlogos se
encuentren entre si entre ADN no homoélogos, para después intercambiar o transferir cadenas entre ellos. Este
intercambio se produce mediante la unién de RecA a una region de cadena unica de uno de los ADN y empleando esa
cadena para buscar su homologo del dsADN, uniéndose al dsADN y provocando que la cadena Unica se empareje con
su complemento en el dsADN, desplazando en ultima instancia la cadena idéntica del duplex. Esta transferencia de
cadenas genera un intermedio clave en el proceso de recombinacion mediado por RecA.
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Genes recE y recT, y el profago Rac: E. coli y otras bacterias contienen en sus cromosomas remanentes de virus.
Estos virus o profagos son en su mayoria defectuosos y pueden contener solamente algunos genes del virus original.
En E. coli, un profago defectuoso se denomina Rac. Dos genes, recE y recT del profago Rac, codifican funciones de
recombinacion homadloga. Normalmente estos genes no se pronuncian, pero la mutacion de sbcA activa su expresién
constitutiva. Asi, el mutante de sbcA esta activo para la recombinacion.

Recombinasas: proteinas que, cuando se incluyen con un polinucleétido diana exdgeno, proporcionan un incremento
mensurable de la frecuencia de recombinacion entre dos o mas oligonucledtidos que son al menos parcialmente
homalogos.

Marcadores de seleccion o marcadores seleccionables: secuencias de acido nucleico que, tras la expresion
intracelular, son capaces de conferir un marcador de seleccion positivo o negativo o una caracteristica fenotipica a la
célula que expresa la secuencia. El término "marcador de seleccion” o “marcador seleccionable” incluye tanto los
marcadores de seleccion positivos como negativos. Un “marcador de seleccién positiva” es una secuencia de acido
nucleico que permite la supervivencia de células que contienen el marcador de seleccidon positiva en condiciones de
crecimiento que matan o impiden el crecimiento de las células que carecen del marcador. Un ejemplo de marcador de
seleccion positivo es una secuencia de acido nucleico que promueve la expresion del gen de resistencia a la neomicina.
Las células que no contienen el gen de resistencia a la neomicina son seleccionadas mediante la aplicacion de G418,
mientras que las células que expresan el gen de resistencia a la neomicina no se ven afectadas por G418 (seleccién
positiva). Un “marcador de seleccidon negativa” es una secuencia de acido nucleico que mata, evita el crecimiento o
selecciona de otro modo las células que contienen el marcador de seleccidon negativa, normalmente tras la aplicacion de
un agente exdgeno apropiado. Un ejemplo de un marcador de seleccidon negativa es una secuencia de 4cido nucleico
que promueve la expresion del gen de la timidina quinasa del virus del herpes simple (HSV-TK). Las células que
expresan HSV-TK son seleccionadas mediante la aplicacion de ganciclovir (seleccién negativa), mientras que las
células que no expresan el gen practicamente no se ven afectadas por el ganciclovir. Los términos y métodos se definen
y explican mas detalladamente en la Patente estadounidense n° 5.464.764.

Fenotipo seleccionable: Una célula con un fenotipo seleccionable es aquel que expresa un marcador de seleccion
positivo o negativo.

Identidad de la secuencia: la similitud entre dos secuencias de acido nucleico o dos secuencias de aminoacidos se
expresa en términos de la similitud entre las secuencias, también denominada identidad de la secuencia. A menudo la
identidad de la secuencia se mide en forma de identidad porcentual (o similitud u homologia); cuanto mas elevado es el
porcentaje, mas similares son las dos secuencias.

Los métodos de alineacion de secuencias para la comparacion son bien conocidos en la técnica. Diversos programas y
algoritmos de alineacién se describen en: Smith y Waterman. Adv. Appi: Math. 2:482, 1981; Needlcman y Wunscli, J.
Mol. Bio. 48:443, 1970; Pearson y Lipman. Methods in Molec. Biology 24: 307-331, 1988; Biggins y Sharp. Gene 73:237-
244, 1988, Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-1.53, 1-989; Capet et al., Nucleic Acids Research 16:10881-90, 1988; Huang
et al., Computer Applications in Biosciences-X:155-65,1992; y Pearson et al., Methods in Molecular Biology 24:307-
31,1.994. Alischul et al. (1994) presenta un analisis detallado de los métodos de alineacién de la secuencia y calculos de
homologia.

La herramienta de busqueda de alineacién local basica de NCBI (BLAST) (Allschul et al., Mol. Biol. 215:403-410, 1990)
esta disponible en varias fuentes, incluyendo el Centro Nacional de Informacién Bioldgica (NBCI, Bethesda, MD) y en
Internet, para su uso en relacién con los programas de analisis de secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. En
el sitio web del NCBI, se puede acceder al mismo, asi como a una descripcion de cémo determinar la identidad de la
secuencia empleando este programa.

Los homoélogos de los productos genéticos de lambda Beta, Exo y Gam de acuerdo con la invencion y las proteinas de
unién a ssADN poseen al menos un 60% de identidad de la secuencia contada con respecto a la alineacion de la
longitud completa con la secuencia de aminoacidos de la proteina que se va a evaluar (es decir, lambda Beta, Exo o
Gam, proteina de unién a ssADN como P22 Erf; RecT, y Rad52) empleando el NCB1 Blast 2.0, con Blastp “con huecos”
(o gaps) establecido conforme a los parametros por defecto. Para las comparaciones de secuencias de aminoacidos de
mas de 30 aminoacidos, la funcién de secuencias de Blast 2 se emplea utilizando la matriz BLOSUMG62 por defecto
configurada conforme a los parametros por defecto (penalizacion de existencia de gap de 11 y penalizaciéon de gap por
residuo de 1). Al alinear péptidos cortos (de menos de unos 30 aminoacidos), la alineacién se debera realizar
empleando la funcién de secuencias de Blast 2, usando la matriz PAM30 establecida conforme a los parametros por
defecto (penalizaciones por gap abierto de 9 y por extension de gap de 1). Las proteinas con una similitud incluso mayor
a la secuencia de referencia registraran mayores identidades porcentuales al analizarse con este método, como al
menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos
un 99% de identidad de la secuencia. Cuando se compara menos de la secuencia entera para determinar la identidad
de la secuencia, los homologos tipicamente poseeran al menos un 75% de identidad de la secuencia en ventanas cortas
de 10-20 aminoacidos, y podran poseer identidades de la secuencia de al menos el 85% o al menos el 90% o el 95%,
dependiendo de su similitud con la secuencia de referencia. Los métodos para determinar la identidad de la secuencia
en ventanas cortas se describen en el sitio web del NCBI.
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Una persona con conocimientos en la técnica apreciara que estos rangos de identidad de la secuencia se proporcionan
unicamente a titulo orientativo; es perfectamente posible obtener homdlogos fuertemente significativos u otras variantes
que no se enmarquen dentro de los rangos proporcionados.

ADN de cadena unica (ssADN) y ADN de doble cadena (dsADN): ssADN es el ADN de una cadena de
polinucledtidos Unica; las bases del ADN no estan implicadas en el emparejamiento de bases de Watson-Crick con otra
cadena de polinucledtidos. EI dsADN implica dos o mas cadenas de polinucleétidos complementarias, en el que las dos
cadenas de polinucledtidos se someten al menos parcialmente al emparejamiento de bases de Watson-Crick entre si.
Cabe sefalar que un segmento de ADN puede ser parcialmente ssADN y parcialmente dsADN, por ejemplo si existen
huecos en una cadena de polinucledtidos de un segmento de dsADN o si tiene el extremo 5 o 3’ protuberante. El
ssADN y ds ADN pueden contener analogos de nucleétidos, nucleétidos no naturalmente presentes o sintéticos, biotina,
o etiquetas de epitopos o fluorescentes. El ADNss o dsADN pueden ser etiquetados; las etiquetas tipicas incluyen
isétopos radiactivos, ligandos, agentes quimioluminiscentes y enzimas.

Recombinasa de sitio especifico: una recombinasa cuya actividad se limita al ADN de una secuencia especifica.
Algunos ejemplos incluyen las recombinasas Cre, FLP y FLPE. El lambda Int es especifico de los sitios att. Las
recombinasas Cre son de sitio especifico para los sitios de recombinacion loxp de una secuencia de ADN, mientras que
las recombinasas FLP y FLPE son de sitio especifico para los sitios de recombinaciéon FRT. Un sitio de recombinacion
es una secuencia de acido nucleico especificamente reconocida por una recombinasa. Por ejemplo, la recombinasa Cre
se une especificamente a un sitio de recombinacion loxp y de este modo induce la recombinacion.

Secuencia de acido nucleico diana: El segmento de acido nucleico que es objetivo de la recombinacion homologa.
Tipicamente, se trata de un segmento de ADN cromosémico o extracromosdmico en una célula. EI ADN
extracromosOmico que contiene las secuencias de acido nucleico diana puede incluir ADN episomal, ADN plasmido,
cromosoma artificial bacteriano, cromosomas artificiales fagémidos, cromosomas artificiales de levadura, céosmidos y
similares. Por lo general, la secuencia de acido nucleico diana contiene un gen o fragmento de gen que mutara de
alguna forma tras la recombinacion homaéloga. Algunos ejemplos de secuencias de acido nucleico diana incluyen las
secuencias de ADN que rodean a la mutacion de tyr145 UAG ambar de galK, tal y como se describe en Yu et al., PNAS
97: 5798-5983,2000, y en el Ejemplo 3 de la presente solicitud; el segundo exén del gen hox 1.1 de ratén, tal y como se
describe en la Patente estadounidense n° 5.464.764; la mutacién del gen hemoglobina S humano tal como se describe
en el Ejemplo 15 de la presente solicitud.

Frecuencia de focalizacidon: La frecuencia con la que una secuencia de &acido nucleico diana se somete a
recombinacion homologa. Por ejemplo, el ADN extracromosomico es introducido en una célula eucariota. EI ADN
extracromosomico tiene secuencias capaces de someterse a recombinacién homédloga con una secuencia de ADN
intracromosémico diana. Después de introducir el ADN extracromosdmico y de permitir que se produzca la
recombinacion homdloga, se puede determinar el numero total de células y el numero de células que contienen la
secuencia de ADN diana alterada mediante recombinacién homéloga. La frecuencia de focalizaciéon es el niumero de
células que tiene la secuencia de ADN diana alterada, dividida por el numero total de células. Por ejemplo, si hay un
numero total de un millén de células y 1.000 de estas células contienen la secuencia de ADN diana alterada, entonces la
frecuencia de focalizacion sera de 1 de cada 1.000 o de 10°.

Transformado: Para los fines del presente, el término transformaciéon abarca todas las técnicas por las que una
molécula de acido nucleico podria ser introducida en una célula, incluyendo la transfeccion con vectores virales, la
transformacion con vectores de plasmidos y la introduccion de ADN (incluyendo ADN unido a la proteina Beta) mediante
electroporacion, lipofeccion y biolistica.

Sentido ascendente: se refiere a secuencias de acido nucleico que preceden a los codones que se transcriben a un
ARN de interés. De forma similar, sentido descendente se refiere a secuencias de acido nucleico que siguen a los
codones que se transcriben a un ARN de interés.

Variantes de secuencias de aminoacidos y de acido nucleico: La produccién del lambda Beta, Exo o Gam, o de otro
polipéptido de union a ADNss, se puede realizar de diversas maneras. Las secuencias de ADN que codifican la
proteina, o un fragmento de la proteina, pueden ser modificadas de forma que permitan que la proteina se exprese en
células eucariotas, bacterias, insectos y/o plantas. A fin de conseguir esta expresion, la secuencia de ADN puede ser
modificada y operativamente unida a otras secuencias reguladoras. El producto final, que contiene las secuencias
reguladoras y el acido nucleico que codifica la proteina terapéutica, esta operativamente unido a un vector, permitiendo
el mantenimiento estable en una célula. Este vector puede introducirse entonces en las células eucariotas, las bacterias,
los insectos y/o la planta. Una vez en el interior de la célula, el vector permite que se produzca la proteina.

Cualquiera con conocimientos en la técnica apreciara que el ADN se puede alterar de muchas maneras, sin afectar a la
actividad bioldgica de la proteina codificada. Por ejemplo, se puede emplear la PCR para producir variaciones en la
secuencia de ADN que codifica el lambda Beta, Exo o Gam, u otras proteinas de union a ADNss. Estas variantes
pueden ser variantes que estan optimizadas para la preferencia por el codén en una célula hospedadora que se
empleara para expresar la proteina, u otros cambios en la secuencia que facilitan la expresion.
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Se pueden producir dos tipos de variantes de secuencias de ADNc. En el primer tipo, la variacion en la secuencia de
ADNc no se manifiesta como un cambio en la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado. Estas variaciones
tacitas son simplemente un reflejo de la degeneracién del cédigo genético. En el segundo tipo, la variacion de la
secuencia de ADNc no produce un cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada. En estos casos, la
variante de la secuencia de ADNc produce una variante de la secuencia polipeptidica. A fin de preservar la identidad
funcional e inmunoldgica del polipéptido codificado, estas sustituciones de aminoacidos son idealmente conservadoras
en las regiones altamente conservadas. Las sustituciones conservadoras sustituyen un aminoacido por otro aminoacido
similar por lo que respecta al tamafio, la hidrofobicidad, etc. Fuera de las regiones altamente conservadas, se pueden
realizar sustituciones no conservadoras mas facilmente sin afectar a la funcion de la proteina. Algunos ejemplos de
sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 1 siguiente.

Tabla 1l

Residuo original Sustitucién conservadora
Ala Ser

Arg Lys

Asn GIn, His

Asp Glu

Cys Ser

GIn Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn; GIn

lle Leu, Val

Leu lle;Val

Lys Arg; GIn; Glu
Met Leu; lle

Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Phe

Val lle; Leu

Las variaciones en la secuencia de ADNc que provocan cambios en los aminoacidos, sean conservadoras 0 no,
deberan ser minimizadas, a fin de preservar la identidad funcional e inmunoldégica de la proteina codificada. La identidad
inmunoldégica de la proteina puede ser evaluada determinando si es reconocida por un anticuerpo de la proteina; una
variante que es reconocida por este anticuerpo es inmunolégicamente conservada. Algunos ejemplos concretos de
variantes de secuencias de ADNc introducen no mas de 20 y menos de 10 sustituciones de aminoécidos, en el
polipéptido codificado. Las variantes de secuencias de aminoacidos pueden ser, por ejemplo, al menos un 80, un 90 o
incluso un 95% idénticas a las secuencias de aminoacidos nativas.

Cromosoma artificial de levadura (YAC): Un vector empleado para clonar fragmentos de ADN (de hasta 400 kb); se
construye a partir de secuencias teloméricas, centroméricas y de origen de replicacion necesarias para la replicacion en
células de levadura (véase Ausubel et al.).

Uso del sistema de recombinacion Red codificado por lambda en la recombineria mediada por un profago defectuoso

El bacteriéfago A contiene un sistema de recombinacion homélogo denominado Red, que es funcionalmente analogo al
sistema de recombinacion RecET de Rac. Al igual que RecET, la recombinacién de Red precisa dos genes: redo, o exo,
que es analogo a recE, y redp (o bet), que es analogo a recT). Exo es una exonucleasa del extremo 5'-3' que actua
progresivamente sobre el dsADN lineal. Beta se une al ssADNprotuberante creado por Exo y estimula el anillamiento a
una cadena complementaria, pero no puede promover la invasion directa de la cadena ni intercambiarse por si misma.
Las funciones de recombinacién de Exo y Beta son de nuevo asistidas por la Gam codificada por el fago A, que inhibe la
actividad de RecBCD de la célula hospedadora‘”. Los eventos de recombinacion mediados por A Red son entre 10 y
1.000 veces mas eficientes que los observados en las cadenas recBC, sbcBC o recD. Dado que la recombinacion
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homdloga se incrementa drasticamente por la adicion al hospedador de funciones de la proteina codificada por el fago,
este procedimiento es generalmente aplicable a cualquier cadena de E. coli y también a otras especies de bacterias.

En el presente se divulga un sistema basado en el profago A defectuoso para la recombineria mediada por Red (véase
la Fig. 2). En este sistema, Gam, Beta y Exo estan codificados por un profago lambda defectuoso, que esta integrado en
el cromosoma de E. coli de una célula bacteriana (p. €j., E. coli) (véase la Fig. 6 y la Fig. 9). La expresién de Gam, Beta
y Exo se encuentra bajo el estricto control de un promotor susceptible de desrepresion. En el ejemplo mostrado, el
promotor PL susceptible de desrepresion se encuentra bajo el control del represor cl857 A sensible a la temperatura. A
32°C, cuando el represor esta activo, la expresion del promotor PL y estos genes resulta indetectable. No obstante,
cuando las células se pasan a 42 °C durante un breve periodo de 15 minutos, el represor es inactivado y los genes se
expresan a niveles muy elevados. En contraste, los promotores que pueden ser activados, que estan presentes en los
plasmidos, resultan notablemente dificiles de controlar, y las funciones de Red y Gam se expresarian incluso en
ausencia del inductor, como la arabinosa. La expresion a bajo nivel de Gam causa un defecto de RecBCD, una
condiciéon que resulta en la inestabilidad del plasmido y la pérdida de viabilidad de la célula.

La regulacion estricta que proporciona el sistema del profago, unida al hecho de que el promotor A, que impulsa la
expresion de Gam y Red, es un promotor muy sélido, hacen posible conseguir frecuencias de recombinacion que son al
menos 50 veces superiores a las obtenidas con el sistema basado en un plasmido empleado anteriormente (véase
Muyrers et al, Nucleic Acids Res 27: 1555-1557, 1999; Yu, D. et al. Proc Natl Acad Sci USA 97: 5978-5983, 2000), y
varias 6rdenes de magnitud superior a las de las cadenas anteriormente descritas en las que se ha estudiado la
recombinacion lineal. El profago en si es genéticamente estable, a diferencia de los plasmidos, y no confia en la
presencia de seleccion de farmacos para el mantenimiento.

La FIG. 2 ilustra el disefio de cebadores para la amplificacion de una cassette de recombinacion de dsADN, y una
estrategia para generar moléculas de ADN recombinante y sustitucion de genes. Los pasos y ventajas de este sistema
se explican a continuacion.

La tecnologia de ADN recombinante o ingenieria genética clasica ha confiado principalmente en la presencia de sitios
de clivaje de enzimas de restriccidbn para el clivaje juicioso del ADN y el uso de ligasa de ADN para enlazar
covalentemente diferentes ADN al fin de generar los recombinantes deseados. La capacidad para practicar la ingenieria
genética se ha simplificado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que permite incorporar sitios de
restriccion a los productos de la PCR lineal, permitiendo asi un posicionamiento mas preciso de estos sitios. No
obstante, toda la tecnologia de ingenieria genética falla cuando los vehiculos de clonacién y la diana contienen cientos
de kilobases de ADN. Algunos ejemplos incluyen el cromosoma bacteriano y grandes clones de BAC gendmico. Incluso
los sitios de la enzima de restriccion poco habituales se encuentran frecuentemente en estas moléculas de ADN de gran
tamanio, lo que hace que el esfuerzo por utilizar sitios Unicos resulte infructuoso. Por otra parte, la manipulacién in vitro
de ADN lineales de esta longitud también resulta extremadamente dificil. Asi pues, una vez que la tecnologia de
clonacion de BAC de gran tamaiio resulté posible en E. coli, la modificacién de los clones de BAC se convirtié en el
principal problema. Inicialmente se adapté una combinacion de la tecnologia de ingenieria genética con las técnicas de
recombinaciéon homadloga clasicas, para modificar los grandes clones genémicos. La recombinacion homologa clasica en
E. coli depende de importantes (>500 bp) tramos de homologia entre los ADN.

La Fig. 2A ilustra un protocolo de ingenieria genética tipico para modificar una diana en un clon de BAC con una
cassette y compara esa tecnologia con la tecnologia de recombineria recientemente desarrollada, que emplea funciones
de recombinacién de fagos especiales. En general, la ingenieria clasica exige seguir numerosos pasos y el producto
final no se puede modificar con tanta precisién como con la nueva tecnologia de recombineria. El avance critico en la
metodologia de recombineria es el uso de funciones de recombinacion de fagos que generan productos de
recombinacion empleando homologias de 50 bp (o menos). Sefiala que las homologias diana de las Fig. 2A y 2B estan
representadas por los recuadros de franjas. En el método sefialado en la Fig. 2A, esos recuadros deben tener al menos
500 bp de largo, mientras que en el método sefialado en la Fig. 2B, solamente necesitan tener entre unos 40 y unos 50
bp de largo.

Los pasos de ingenieria genética para generar recombinante de BAC incluyen:
m Escisién del ADN de la cassette con una enzima de restriccion.

m Escisidon de la diana del plasmido con una enzima de restriccion.(Cabe sefialar que en este caso el vector ha sido
previamente modificado para que contenga fragmentos diana.)

m Unir la cassette al plasmido mediante la ligasa de ADN.
m Transformar el ADN en las células.
m Seleccion de clones resistentes a farmacos (drugR) y aislamiento del plasmido.

m Verificacion de la cassette clonada.
14
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m Transformacion de la cassette clonada en la cadena de BAC.

m Diversos pasos de recombinacion -> -> -> para introducir la cassette clonada en el BAC.
Los pasos de recombineria para generar recombinantes de BAC incluyen:

m Generacion de dos cebadores (flechas blancas y negras).

m Generacion de cassette amplificada por PCR con homologias en los flancos (en esta ilustracion, los ejemplos de
segmentos de homologia representados con franjas tienen 50 bp de longitud).

m Induccién de funciones de recombinacion de fagos en la cadena de BAC o introduccion de ADN de BAC en la cadena
que presenta funciones de recombinacion.

m Transformacion de las células que contienen BAC y funciones de recombinacion con la cassette de PCR.
m Generacion de recombinante in vivo.

m Deteccion de recombinante:

(0] Deteccion mediante seleccién o contraseleccion.

(0] Deteccion mediante analisis directo (hibridacion de la colonia),

(0] Deteccion mediante la localizaciéon de una etiqueta en el acido nucleico (p. ej., cuando el ADN incluye un aducto
de ADN o un marcador como la biotina).

Como se ha divulgado en el presente, el profago A defectuoso también ha sido transferido a la cadena hospedadora del
BAC, DH10B, para que pueda emplearse para la ingenieria de BAC. La cadena de DH10B modificada, denominada
DY380, puede ser transformada con ADN de BAC a eficiencias de 10® a 10™. La utilidad de células de DY380 para la
ingenieria de BAC ha sido demostrada mediante la introduccién de un BAC de ratén de 250 kbp que contiene el gen
especifico neuronal enolasa 2 (Eno2) en las células DY380 mediante electroporacion y posteriormente modificando el
BAC mediante la introduccién de una cassette de focalizacidon que expresa Cre en el extremo 3’ del gen Eno2
empleando la recombinacion de Red (véase el Ejemplo 20). La cassette de focalizacién fue amplificada por PCR a partir
de un plasmido de muestra empleando cebadores de 63 nucleétidos (nt) quiméricos. Los 21 nt del extremo 3’ de cada
cebador eran homoélogos a la cassette de focalizacion, mientras que los 42 nt del extremo 5’ eran homdlogos al ultimo
exon de Eno2 en el que se iba a focalizar la cassette (véase la Fig. 10). Las células DY380 eran entonces
electroporadas con la cassette de focalizacion amplificada y se obtenian colonias correctamente focalizadas a una
eficiencia cercana a 10™ tras la induccion de la expresion de Red; en las células no inducidas no se obtuvo ninguna
colonia focalizada.

Como también se ha divulgado en el presente, el BAC modificado de longitud completa fue purificado e inyectado en
cigotos de raton y una linea transgénica de BAC establecida. También se establecieron como controles otras dos lineas
transgénicas portadoras de un subclén mas corto de 25 kbp del gen Eno2 modificado en pBR322. El subclén de 25 kbp
porta toda la region de codificacion de Eno2 modificado, asi como 10 kbp de secuencia flanqueadora del extremo 5’y 5
kbp de secuencia flanqueadora del extremo 3. La actividad del gen cre en las diferentes lineas transgénicas fue
posteriormente valorada cruzando los ratones con los ratones informantes RGSA 26. Estos ratones portan un gen
informante lacZ que puede ser activado mediante la recombinasa Cre. En los ratones que portan el transgen BAC de
longitud completa, la actividad de Cre se detectd en todas las neuronas Eno2-positivas. sin embargo, no todas las
neuronas Eno2-positivas expresaban Cre en los ratones transgénicos que portaban el subclon de mas corto de 25 kbp,
y el patrén de expresion de Cre variaba entre las dos diferentes lineas de subclones de 25 kbp. Estos resultados son
coherentes con estudios anteriores al demostrar que las secuencias reguladoras se pueden encontrar a cientos de
kilobases de un gen y ponen de manifiesto la utilidad de la ingenieria de BAC para, en este caso, generar lineas de
expresion de Cre, para emplearlas en experimentos de knockout condicionales.

También se han introducido genes flpe o cre inducibles por arabinosa en el profago defectuoso portado en la cadena
DY380. flpe es un flpe genéticamente modificado que presenta una frecuencia de recombinacioén superior que el flpe
original (Buchholz, et al., Nat biotechnol 16: 657-662, 1998, incorporado al presente como referencia). Las recombinasas
de sitio especifico Flpe y Cre son importantes herramientas empleadas para afiadir o someter a delecién segmentos de
ADN (p. €j., cassettes de farmacos). La expresion de Flpe y Cre se puede inducir mediante la adicion de arabinosa y
emplearse para eliminar el marcador de seleccion del lugar focalizado. Esto sera especialmente importante en los casos
en los que el marcador de seleccion interfiera en la expresion del lugar focalizado. Es importante sefalar que incluso la
extraccion del marcador seleccionable mediante recombinacion de Flpe o Cre deja atras el sitio frt o loxP como una
cicatriz en el lugar focalizado.
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Modificaciéon de BAC sin tener marcadores o “cicatrices” en el sitio diana y modificacién gendmica directa

Se ha desarrollado un procedimiento de dos pasos para la focalizacion de BAC en el que se pueden introducir muchos
tipos de mutaciones en los BAC, sin dejar atrds un marcador seleccionable, como un marcador de seleccion de
farmacos en el lugar focalizado. En una realizacion, se utiliza un procedimiento de dos pasos. Esto se pone de
manifiesto en el siguiente ejemplo concreto, de caracter no limitador, en el que una cassette de focalizacion generada
por PCR que contiene un gen de fusién sacB-neo fue focalizado para un BAC u otro ADN. Las células que contienen la
cassette sacB-neo focalizada para el ADN gendmico del BAC fueron posteriormente transformadas con un segundo
ADN de focalizacion para la misma region. Esta cassette fue disefiada para sustituir la cassette sacB-neo y en un
ejemplo contenia secuencias gendmicas cortas que portaban una mutacién mas tenue, como una pequefa insercion. Al
colocar estas células recientemente transformadas en un medio con un 7% de sacarosa, se aplicé presion selectiva
contra la expresion de SacB, que convierte la sacarosa en una bacteriotoxina (Muyrers et al., EMBO Rep 1: 239-243:
2000). El crecimiento en placas de sacarosa selecciond asi a las células que han potencialmente sustituido a la cassette
de focalizacién de sacBneo por la segunda cassette de focalizacién que contenia la pequefia insercion. Dado que las
mutaciones espontaneas se producen en sacB para producir resistencia a la sacarosa a frecuencias que se aproximan a
1 de 10 se identificaron recombinantes entre las colonias resistentes a la sacarosa como aquellos que también se
habian vuelto sensibles a la neomicina. Como se ha divulgado en el presente, al combinar el poder de la recombinacion
Red con la seleccién/contraseleccion empleando sacB-neo, también se pueden generar otros tipos de cambios
genéticos ademas de las inserciones, incluyendo deleciones y mutaciones puntuales, y estas mutaciones se pueden
introducir practicamente en cualquier molécula de ADN grande, como un BAC, PAC o el cromosoma de E. coli, sin
ningun marcador seleccionable acompafante.

La alta frecuencia de recombinacién generada por el sistema de profago defectuoso descrita en el presente también
hace posible modificar un genoma bacteriano o un BAC en un Unico paso sin seleccion de farmacos ni contraseleccion.
En un ejemplo concreto, de caracter no limitador, se introdujo una etiqueta de 24 bp en un BAC de 125 kbp
directamente mediante recombinacion, sin seleccion en el extremo 5’ de la caja de SRY que contiene el gen 4 (Sox4)
(véase el Ejemplo 21). Los recombinantes fueron encontrados estudiando células individuales del cultivo electroporado
de BAC.

Dado que las homologias implicadas en la recombinaciéon mediada por Red pueden ser muy cortas, la focalizaciéon de
las cassettes también se puede conseguir simplemente anillando juntos dos oligonucleétidos de ssADN sintético
complementarios. Como se describe en el presente, una cassette de focalizacién de 70 bp construida de esta manera
se recombina con el cromosoma de E. coli para crear mutaciones puntuales a frecuencias que se aproximan a una de
cada mil células electroporadas. Las mutaciones puntuales correspondientes a mutaciones que causan una enfermedad
humana pueden introducirse asi en cualquier gen humano o de mamifero portado en un BAC con facilidad y el efecto de
esta mutacién sobre la funcidon genética puede ser sometido a ensayo en un transgénico que porta una mutaciéon nula
en el correspondiente gen de raton.

Clonacion de ADN mediante reparacion de huecos

Los fragmentos pueden ser subclonados a partir de los BAC mediante recombinacion mediada por Red, sin emplear
enzimas de restriccion ni ligasas de ADN. Asi, cualquier region del BAC es susceptible de subclonaciéon y la
subclonacién no depende de la colocacion de sitios de enzimas de restriccion apropiados. La subclonacién confia en la
reparacion de huecos para recombinar los extremos libres de un vector de plasmido lineal con secuencias homélogas
portadas en el BAC. Un ejemplo se muestra en las Figuras 8 y 10. El vector de plasmido lineal con, por ejemplo, un
marcador seleccionable amp y un origen de replicacion, porta los extremos recombinogénicos. El vector es generado,
por ejemplo, mediante amplificacion por PCR empleando dos cebadores quiméricos. El extremo 5 de cada cebador
presenta homologia con los extremos de la secuencia del BAC que se va a subclonar; el extremo 3’ de cada cebador se
emplea para cebar y amplificar el ADN del plasmido lineal. La recombinacion genera un plasmido circular en el que el
elemento insertado de ADN se recupera del BAC mediante una reparacion de gap. Los plasmidos recombinantes
circulares son seleccionados por su fenotipo de resistencia a los farmacos (p. e€j., AmpR). Diferentes tamafios de
fragmentos que pueden ser subclonados dependiendo del vector de clonacion utilizado. Con un vector de alta copia
como pBluescript, se subclonan fragmentos de hasta 25 kbp. No obstante, cuando se utiliza un vector de copia inferior,
como pBR322, se pueden subclonar fragmentos de incluso unos 80 kbp. Se demostré que estos fragmentos mas largos
se expresaban con mayor precision de forma especifica para el tejido (al igual que el clon del BAC completo
anteriormente mencionado).

Un profago lambda movilizable

Como se ha divulgado en el presente, las funciones de recombinacién se expresaron desde su lugar nativo en el operon
pL de un profago lambda utilizando los controles naturales del represor de A (Fig. 9). No obstante, una limitacién del
sistema del profago defectuoso como se divulga en las Fig. 6 y 9 es que los BAC estudiados deben ser trasladados a
células DY380 competentes en recombinacién, antes de poder manipular los BAC. A fin de superar esta limitacion, se
ha generado un nuevo derivado del profago que es aislado como un ADN circular de mini-lambda que porta un
marcador seleccionable (p. €j., un marcador resistente a los farmacos, como una cassette tetR) y que contiene los genes
exo, bet y gam, bajo el control del represor cl857 inducible por temperatura (Fig. 12). Este mini-lambda puede ser
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transformado en cualquier célula bacteriana, como una célula DH10B que porta un BAC. El mini-lambda se integra
entonces en el sitio de unién de lambda para generar el profago defectuoso. Este profago movilizable hace posible
introducir el profago en bibliotecas de DH10B que contienen BAC y obvia la necesidad de transferir el BAC a las células
DY380.

Recombineria empleando ssADN

La recombineria, o el uso de una recombinasa para mediar la recombinacion utilizando brazos de homologia suficiente
como para inducir la recombinaciéon, como los divulgados en el presente, se puede realizar empleando oligos como
cassette de focalizacion. Como se describe en los Ejemplos siguientes (p. €j., véase el Ejemplo 3), en E. coli, un cambio
en una Unica base ha sido sustituido en el gen galK y se ha extraido una insercién de 3,3 kbp del gen galK empleando
oligos de cadena unica. Los oligos de cadena unica también se han utilizado para reparar cinco inserciones de Tn10
diferentes en distintos lugares del cromosoma de E. coli. La recombineria empleando oligos de cadena unica es muy
eficiente, dado que hasta un 6% de las células electroporadas son recombinantes. Mientras que Exo, Beta y Gam
facilitan la recombinacion de cassettes de dsDNAADN amplificado mediante PCR con homologias en los flancos,
solamente se necesita Beta para la recombinacion de ssADN (véase la Fig. 13). La recombinacién maxima se consigue
con oligonucleétidos de unas 70 bases de longitud. También se pueden emplear oligonucleétidos de unas 40 a 60 bases
de longitud para conseguir la recombinacién, aunque a una frecuencia cinco veces inferior. En una realizacion, se utiliza
un ssADN de unos 40 a unos 70 nucleétidos de longitud. En otra realizacion, se utiliza un ssDNAADN de unos 70 a
unos 100 nucledtidos de longitud. En otra realizacion mas, se utiliza un ssDNAADN de unos 70 a unos 1.000
nucledtidos de longitud. Resulta interesante sefialar que la recombinacion mediada por Beta es menos eficiente cuando
las moléculas de ssADN tienen unas 1.000 bases de longitud. En otra realizacién mas, el ssADN es etiquetado, como
con un nucledtido biotinilado, un nucleétido metilado o un aducto de ADN.

La recombinacién con cualquiera de los oligos de ADN complementarios o con ambos ha puesto de manifiesto que a
pesar de que se puede utilizar cualquiera de las cadenas de forma eficiente para la recombinacion, una cadena es mas
competente para la recombinacién que la otra. Esta tendencia de las cadenas ha sido examinada en diferentes
posiciones alrededor del cromosoma bacteriano, con el resultado de que la cadena preferible esta correlacionada con la
cadena discontinua de la replicacion de ADN para cada sitio testado. Sin limitarse a la teoria, estos resultados han
indicado que la tendencia de la cadena esta asociada con la direccion de replicacion a través de la region objeto de la
focalizacidn y que la recombinacion de ssADN ocurre eficientemente cerca de la horquilla de replicacion. El proceso de
replicacion de ADN resulta en regiones transitorias de ssADN que puede resultar accesible para el anillamiento mediado
por beta del oligo de ssADN. A pesar de que la recombinacién se produce en la cadena continua, la eficiencia
aumentada de la recombinacion de los oligos de la cadena discontinua puede reflejar una mayor frecuencia de regiones
de cadena unica durante la sintesis de la cadena discontinua frente a la de la cadena continua (Fig. 13). La ADN
polimerasa y ADN ligasa podrian después completar la union del oligo anillado a la cadena discontinua. Sin limitarse a la
teoria, el aumento de la frecuencia de la recombinacion de ssADN probablemente refleja el hecho de que la
recombinacion de ssADN ocurre a través de un mecanismo mas sencillo que la recombinaciéon de dsADN. La
recombinacion de ssADN puede exigir solamente el anillamiento de un oligo de cadena Unica a regiones de cadena
unica en el ADN objeto de la replicacion. Por otra parte, la recombinacion de ssADN también ocurre en la levadura con
una tendencia de las cadenas que también pueden ser dependientes tras la replicacién. No obstante, las funciones de la
levadura necesarias para esta recombinacion se desconoce, lo que hace que el descubrimiento de que solamente la
funcién Beta del fago A resulta necesaria en E. coli adquiera una importancia mucho mayor.

En un ejemplo especifico, de caracter no limitador, se realizé una mutacién puntual en el Brca2 de ratén portado en un
BAC empleando un oligo de 70 nt. La eficiencia de focalizacion fue varias veces mayor de la que se obtendria con
dsADN creado con anillamiento de oligos y al menos 50 veces mayor de la que se obtendria con dsADN generado
mediante PCR y con grandes regiones de ausencia de homologia en su parte central. También se ha empleado un
oligonucledtido de 140 nt para introducir una delecion en marco de 29 aminoacidos en el exén 1 del gen Brca2 y una
delecidon de 1,93 kb en el segmento principal del vector de BAC (Swaminalhan, S. et al. Genesis 29, 14-21, 2001,
incorporado al presente como referencia). Finalmente, se ha empleado un oligonucleétido de 164 nt para introducir una
etiqueta Flag de 24 bp en el extremo 5" de Brca2. La eficiencia de focalizacion para el oligo de 164 nt (7,7 X 107®) fue
practicamente la misma que la eficiencia de focalizacion para la produccion de deleciones empleando oligos de 140 nt
(8,3 X1 0? y54X 107, respectivamente).

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Profago lambda modificado para la expresion definida de proteinas recombinantes

La genética molecular del bacteriéfago lambda, incluyendo sus ciclos de crecimiento litico y lisogénico, se describe en
Sambrook et al., Bacteriophage Lambda Vector, Capitulo 2 en Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 22 Ed,, (c) 1989

{en adelante, Samhrook et al., Cap. 2); Stryer, Control of Gene Expression in Procaryotes, Capitulo 32 en Biochemistry
32 Ed., pp. 799-823, (c) 1988 (en adelante, Stryer); y Court y Oppenhcim. pp. 251-277 en Hendrix et al. eds., Lambda IT,
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Cold Spring Harbor Lab Press, (c) 1983 (en adelante, Court y Oppenheim). La secuencia completa de lambda es
conocida (véase el numero de acceso Genbank n° NC 001416.

El fago lambda cuenta con un sistema de recombinacion homdloga bien caracterizado. Las roturas de doble cadena en
el ADN son los sitios de inicio para esta recombinacion (Thaler et al., J. Mol. Biol. 195: 75-87,1987). La exonucleasa de
lambda (Exo) se degrada progresivamente desde los extremos 5’ de estos sitios de rotura y el lambda Beta se une a la
cola restante de cadena unica del extremo 3’, protegiendo y preparando el ADN acoplado para la invasion de la cadena
homologa (Little, J. Biol. Chem. 242: 679-686, 1.967; Carter et al., J, Biol. Chem. 246: 2502-2512, 1971).

El sistema de recombinacion de lambda que contiene exo y bet sin gam es eficiente en la sustitucion genética
empleando sustratos lineales con brazos de homologia de mas de 1.000 bp en una cadena que carece de la nucleasa
RecBCD (Murphy, Journal of Bacteriology 180: 2063-2071,1998). Para testar brazos de homologia de menos de 100 bp
de largo como sustratos para la recombinacién mediada por lambda, se modificé un profago lambda para que expresase
elevados niveles de funciones de recombinacion del fago durante un periodo de tiempo definido.

La FIG. 1 ilustra el profago A defectuoso en el cromosoma de E. coli. El profago defectuoso contiene los genes de A de
cl a int. El operatdén de PL esta intacto y expresado bajo el control del represor cl de lambda sensible a la temperatura
(alelo cI857). Una delecion (linea de puntos) elimina el lado derecho del profago de cro a attR e incluyendo bioA
(Patterson et al., Gene 132: 83-87, 1993). En el cromosoma, los operones nadA y gal se encuentran a la izquierda del
profago y los genes bio sin bioA se encuentran a la derecha. Los genes del profago A se muestran en la linea continua y
los genes del hospedador se muestran en la linea discontinua. PL y PR indican los promotores tempranos izquierdo y
derecho de A. attL y attR indican los sitios de unién izquierdo y derecho de A. Los genes y las funciones de lambda se
describen en Sambrook et al., capitulo 2, Stryer, y Court y Oppenheim.

La ausencia del represor de cro permite que la expresion del operén PL esté plenamente sometida a desrepresion
cuando se inactiva el represor cl sensible a la temperatura, a 42 °C. La delecion de cro a bioA elimina la replicacion y los
genes liticos del profago. Las funciones que codifican estos genes liticos son téxicas para la célula y provocan la muerte
celular en un plazo de 7 minutos a partir de una induccién del profago normal. Las funciones presentes en el operén PL
también son téxicas, pero matan a las células solamente tras una induccién continua de 60 minutos (Greer, Virology 66:
589-604, 1975; Kourilsky et al., Biocliimie 56: 1517-1523, 1974). De este modo, el cambio de las células que contienen
la estructura del operén PL de unas condiciones de represion a 32 °C a unas condiciones de induccion a 42 °C permite
la expresion del operon PL. Un nuevo cambio de las células de 42 °C a 32 °C (o menos) en un plazo de 60 minutos
restablece la represion y evita la muerte celular.

Como demostraran los siguientes ejemplos, este profago lambda modificado ha producido ventajas inesperadas en la
mediacion de la recombinacién homologa. Estas ventajas inesperadas incluyen una eficiencia de recombinacion
sorprendentemente elevada, un control preciso de las funciones de recombinacién, una recombinacion efectiva con
brazos de homologia cortos y la capacidad para generar recombinantes homodlogos con polinucleétidos distintos al
dsADN largo. Sin animo de limitarse a unica explicacion de los efectos observados, es probable que estas ventajas
imprevistas sean el resultado de la incorporacion de los genes lambda Red del profago en su contexto nativo, limitando
asi el numero de copias de genes de recombinacién de lambda. Por otra parte, el uso del promotor PL confiere la
capacidad de controlar de forma precisa el tiempo y la produccidon de grandes cantidades de expresion del gen de
recombinacion de lambda.

Este sistema no se limita a la expresién en E. coli, sino que también puede funcionar en otras bacterias, como la
Salmonella entre otras. También puede funcionar en células eucariotas, como células de mamiferos o levaduras, con la
seleccion de los promotores apropiados y con otras modificaciones del presente para permitir la expresion de los genes
de recombinasa de lambda. En un ejemplo especifico, de caracter no limitador, en otra bacteria, los genes entre gam y
N (incluyendo N pero no gam) pueden ser sometidos a delecién para eliminar terminadores de la transcripcion.

A pesar de que el promotor PL se emplea para ilustrar la invencién, se podrian utilizar otros promotores constitutivos,
inducibles o susceptibles de desrepresion. Algunos ejemplos, a titulo meramente enunciativo, de promotores inducibles
son los promotores inducibles por farmacos (p. ej., un promotor inducible por tetraciclina), los promotores inducibles por
metales (p. ej., el promotor por metalotioneina), o promotores inducibles por hormonas (p. €j., un elemento que
reacciona a los esteroides).

El promotor PL también se podria utilizar para impulsar la expresion, por ejemplo, de los genes de P22, como erf, o de
RecE y RecT.

EJEMPLO 2

Cadenas bacterianas, expresion del operén PL, métodos de electroporacion, identificacion de recombinantes.
Las cadenas bacterianas empleadas en este trabajo se recogen en la Tabla 2
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Tabla 2

CADENAS GENOTIPO

WJIW23  his ilv rpsl Afargf-Aay) Y169 vadA - Tvi0 yad480).cl857 Afcro-Frod)

ZH1141  W3110 AfargF-ac)U169 gal490 IN: Loy Z A(N-ivr) yI857 Acro-Fiod )

BR367  lacl lacZ(M15) A(sri-psyA)301-Tvi0

7

DY329 W3110 AfargF-Aoy) Y1692 vadA -TvI0 paed490 hcl857 Afcro-fiod)

DY330  W3110 Af{argF-Aay) Y169 yad420hcl857 A(cro-FioA)

DY331 W3110 AfargF-Aay ) Y169 Asrl-peyA )301 - TvI0 yaed 490 1.¢185T Afcro-SioAd)

DY378  W3110 kcl857 Afcro-Frod)

W3110  "Wild-type"

HMES AfargF-Aay) Y169, cl857 Afcro-FroAd)

HMES AfargF-Aay ) Y162 yadK yy g5yar Mel85T Afcro-fiod)

HMES AfargF-Aay ) Y169 yad Ky rasyar hel85T Afcro-frod) twpTooyar

HME10  AfargF-Aay}¥169 yal K rWpI4STAT L ¢l857 Afcro-fiod) rwoTo<>yar Alsr-psyA)301 - Tvi0

HME31  AfargF-iay)Y169 palK><yoroayB holB857 Afcro-frod)

HME4Q  AfargF-iay) Y169 INyadfyed MKy gspa T E7] 11857 Afcro-FroA)

HME43  AfargF-ioy) Y169 oAk 0 ys5var? (exo-int)<>cat A(gam-N) yI857A(cro-fiod)

HME47  galKO34<=kan lexo<=cat cl857 A(cro-bicA)

DY411 galKO34<=kan }).cl857 Afcro-FioAd)

DH10B P mcrA A(mrr-nooPAMZE—ugoBX) 080dlacZAM15 AlacX74 deoR reeA1 endA1 araD 139 Afara, leu) 7648
yeedU galk rspl nupG

DY303  DH10B [icl857recA*]

DY374  W3110 gal490 nadA::Tn10 [Lcl85T A(cro-bioA))

DY363  W3110 AlacU169 gal490 [LclB5T (cro-bioA)otetd]

DY380  DH10B [Acl857 (cro-bioA)(tet]

EL11 DH10B [Lcl85 (cro-bioA) dcat-sacB]

EL250 DH10B [Lcl857 (ero-bioA) daraC-Pgnfiped]

EL350 DH10B [Lcl857 (ero-bioA)taraC-Pgypore]

& (cro-bioA)<>tet indica la sustitucion de cro-bioA por tet.® Peap representa el promotor de araBAD.

La cadena DY329 se construyd mediante transduccion de ZH1141 con el fago PI cultivado en WJW23, seleccionando la
resistencia a tetraciclina de nadA::Tn10 (TetR) a 32°C y después detectando la presencia de un profago lambda
defectuoso que causa un crecimiento celular sensible a la temperatura a 42 °C. Una transduccién de PI similar se
empled para crear otras cadenas descritas en la Tabla 2 empleando medios, métodos y selecciones estandar
(Sambrook et al., Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 22 Ed., (c) 1989; Miller, Experiments in Molecular Genetics,
Cold Spring Harbor Lab Press (c) 1972). El simbolo <> se emplea para indicar una sustitucion generada mediante
recombinacion homadloga El simbolo >< indica una inserciéon generada mediante recombinacién homéloga. Una delecién
en el punto de insercién se indica en paréntesis después del gen insertado. El operén gal completo de HME40 esta
invertido (IN).

Para inducir la expresién a partir del operdn PL y preparar células competentes en electroporacion, los cultivos de una
noche a 32 °C de colonias aisladas se diluyeron 50 veces en medio LB y se cultivaron a 32°C con agitacion hasta una
ODsgoo de aproximadamente 0,4-0,8. La induccién se realizd en un cultivo de 10 ml en un matraz coénico con deflector (50
ml) colocando el matriz en un bafio de agua a 42 °C con agitacion (200 revoluciones/min.) durante 15 minutos.
Inmediatamente después de la induccidon de 15 minutos, el matraz se hizo girar en agua con hielo para que se enfriara
durante 10 minutos. Un cultivo de control no inducido, mantenido a 32 °C todo el tiempo, también se colocé en el agua
con hielo. Los cultivos de 10 ml enfriados fueron centrifugados durante 8 minutos a 5.500 x g a 4°C. Cada granulo
celular fue suspendido en 1 ml de agua estéril enfriada con hielo, transferido a un tubo de microcentrifugado de plastico
de 1,5 ml y centrifugado durante 20 segundos a 4 °C a maxima velocidad en una microcentrifugadora. Después de lavar
los granulos celulares dos veces mas como se ha descrito, las células fueron suspendidas en 100 pl de agua estéril
enfriada con hielo. Este volumen de células competentes es suficiente para dos reacciones de electroporacién estandar
(~108 células por reaccion). Se pueden preparar cultivos mayores para un mayor numero de reacciones o para el
almacenamiento de células electrocompetentes a -80 °C con glicerol al 12%. Las células competentes frescas presentan
mayores eficiencias de recombinacion. Para transformar células mediante electroporacion, el ADN donante lineal
purificado (1 a 10 pl) se mezcld con células competentes hasta un volumen final de 50 ul sobre hielo y posteriormente
se introdujo en una cubeta de electroporacion previamente enfriada (0,1 cm). La cantidad de ADN donante empleado
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por reaccion (normalmente de 1 a 100 ng) esta indicada para experimentos relevantes. La electroporacion se realizé
empleando un Bio-Rad Gene Pulser a 1.8 kV, 25 yF con controlador de impulso de 200 ohms. Se han empleado dos
protocolos intercambiablemente para permitir la segregacion del recombinante de los cromosomas precursores dentro
de las células electroporadas. En ambos protocolos, las células electroporadas eran diluidas inmediatamente con 1 ml
de medio LB. En uno, las células se incubaron de 1 a 2 horas a 32 °C antes de seleccionar los recombinantes. En el
otro, las células fueron inmediatamente diluidas y extendidas sobre filtros de nitrocelulosa estériles (100 mm) en agar
LB. Tras una incubacién de 2 horas a 32 °C, los filtros fueron transferidos a las correspondientes placas de agar,
necesarias para seleccionar los recombinantes. También se extendieron partes alicuotas directamente sobre el agar LB
y se incubaron a 32 °C para determinar y examinar el total de células viables tras la electroporacion. Para la seleccion
de la resistencia a los farmacos, cada ml de medio LB contenia 10 ug de cloranfenicol, 12.5 ug de tetraciclina, 20 ug de
canamicina, 30 ug de ampicilina o 50g de espectinomicina.

A pesar de que los recombinantes fueron verificados por mas de un método, la deteccion primaria fue de un fenotipo
alterado causado por el gen diana modificado. La disrupcion o mutacion del gen galK fue confirmada por la presencia de
colonias blancas en el agar indicador de galactosa de MacConkey; la disrupcién del gen rnc de la endorribonucleasa
RNaseHI fue confirmada por la incapacidad del fago tipo lambdoide para lisogenizar (Court, pp. 71-116 en Belasco et
al., eds., Control of Messenger RNA Stability, (c) 1993, Academic Press, New York), y la deleciéon de gam, kil, y clll en el
operén PL se valor6 como una capacidad del liségeno de A para sobrevivir a un cultivo a 42°C (Court y Oppenheim;
Greer, Virology 66: 589-604, 1975). El andlisis por PCR se empled para conformar la estructura alterada causada por la
sustitucion de un gen. Los andlisis de la hibridacion de Southern de los ADN precursor y recombinante confirmaron
cambios estructurales y el ADN de los clones recombinantes puede ser amplificado mediante PCR y secuenciado.

Ademas de la electroporacién, cualquier método apropiado para la transferencia molecular a células bacterianas
resultaria efectivo para la practica de los métodos divulgados en el presente. Por ejemplo, estos métodos pueden incluir
la exposicion a cationes divalentes, DMSO vy similares, descritos en diversas publicaciones de laboratorios estandar,
tales como Sambrook et al. (véanse concretamente las paginas 1.74-1.84) y Ausubel et al., eds., Current Protocols In
Molecular Biology, John Wiley & Sons (c) 1998 (en adelante, Ausubel et al.), incorporado al presente en su totalidad.

EJEMPLO 3
Recombinacién homéloga con fragmentos de ADN lineales cortos

El sistema de recombinacién descrito en los Ejemplos 1 y 2 fue empleado para generar una mutacién de un unico bp en
el gen galK bacteriano.

El gen galK codifica una galactoquinasa que fosforila galactosa y sus derivados. La galactoquinasa de galK fosforila 2-
desoxigalactosa para generar 2-desoxigalactosa fosfato (2DGP). A pesar de que la 2-desoxigalactosa no fosforilada no
tiene ningun impacto sobre el crecimiento celular, 2DGP es un azucar-fosfato no metabolizado que inhibe el crecimiento
celular. Por tanto, las células que contienen un gen galK de tipo salvaje tienen un crecimiento limitado en 2-
desoxigalactosa, un fenotipo denominado en el presente Gal+. Por lo contrario, los mutantes defectuosos en galK
crecen bien en presencia de 2-desoxigalactosa (Dog) y tienen un fenotipo denominado en el presente DogR- (Adhya,
paginas 1503-1512 en Escherechia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular Biology, Neihardt et al.
eds., American Society of Microbiology, 1987). El fenotipo DogR- permite una rapida seleccién de células que albergan
eventos de recombinacion con éxito.

Se sintetizaron y anillaron entre si oligonucleétidos complementarios de 70 pares de bases. EI ADN anillado era
homoélogo a un segmento de codificacion interno del gen galK bacteriano, salvo por que un codén UAU (TYR-145) se
habia cambiado por un codén UAG ambar. Un evento de recombinacién homologa entre este fragmento de ADN de 70
pares de bases y el gen galK introduce un codén de parada prematuro en el gen galK, lo que se denomina en el
presente mutacion ambar de galK. Esta mutacién produce un producto genético de galk truncado que carece de funcion.

El fragmento de ADN de 70 bp fue transferido mediante electroporacion a las células de galK+ (HMES) que habian sido
inducidas para la expresion del operén PL de lambda mediante cultivo a 42 °C durante 15 minutos. Después de la
electroporacién con el ADN mutante (10 ng) o electroporacién simulada sin ADN, las células se extendieron en un medio
de agar con un 0,4% de glicerol como minimo, que contenia un 0,2% de 2-desoxigalactosa. Los mutantes resistentes
espontaneos aparecieron con frecuencia (10'4) en ausencia del ADN mutante. A pesar de ello, la adicién del ADN
mutante mejoré la frecuencia de mutantes resistentes de forma drastica, generando un mutante por cada 500 células
electroporadas.

Para determinar que la induccion de temperatura fue necesaria, otro lote de células que no habia sido inducido para la
funcién de recombinacion se testé de la misma manera. En este tratamiento, no se observé ningun efecto discernible del
ADN mutante afadido. Esto indicd que tanto la induccién de la expresién del operdon PL como la adicion de ADN
mutante fueron necesarias para una supervivencia mejorada. Sin animo de limitarse a una Unica explicaciéon de los
efectos observados, se cree que las funciones de lambda expresadas permitieron la recombinacién eficiente de este
ADN mutante lineal corto con el gen galK cromosémico.
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Las colonias que sobrevivieron al tratamiento con 2-desoxigalactosa fueron estudiadas para detectar su fenotipo de Gal
en placas indicadoras y todas las colonias testadas tenian el fenotipo Gal previsto para un mutante ambar de galK. Para
testar especificamente si la mutacion ambar de galK estaba presente, se testaron cuatro colonias de Gal
independientes, transduciendo cultivos de cada una de ellas con un fago lambdaimm21 que porta el tRNAy, supresor
del alelo supF. Los cuatro mutantes testados fueron suprimidos con un fenotipo Gal+. Finalmente, la presencia de la
mutacion ambar en galK fue verificada mediante amplificacion por PCR y andlisis de la secuencia del segmento del gen
galK del cromosoma.

Este ejemplo demuestra que la expresion controlada de genes de recombinacién de lambda por parte de un profago
lambda defectuoso promueve de forma sorprendente la recombinacion homologa eficiente en las células bacterianas,
incluso en los segmentos lineales cortos de ADN con brazos de homologia muy cortos.

Es importante sefialar que la elevada frecuencia de recombinacion indica que los recombinantes fueron identificados sin
necesidad de aplicar métodos de seleccién positivos o negativos. Las sondas de hibridacion de ADN estan por tanto
disefiadas para detectar mutaciones puntuales, deleciones, inserciones u otras modificaciones del ADN celular. Las
técnicas estandar de hibridacion de colonias o hibridacion in situ pueden emplearse para detectar células en las que se
ha producido la recombinacién. Alternativamente, se emplean métodos de enriquecimiento para la deteccion de la
mutacion, particularmente para la detecciéon de mutaciones puntuales. Estos métodos de enriquecimiento se describen
en Gockc et al., Annals of the New York Academy of Sciences 906: 31 -38, 2000. Un ejemplo de enriquecimiento
adecuado es el ensayo de TagMan (TagMAMA) descrito por Cha et al., PCR Applications and Methods 2: 14-20, 1992.

El hecho de que los fragmentos de ADN con brazos de homologia cortos sean capaces de recombinarse in vivo abre un
amplio abanico de nuevas posibilidades para generar ADN recombinante. Se eliminan varios pasos normalmente
implicados en la generacion de moléculas de ADN recombinante. No son necesarias digestiones de enzimas de
restriccion para generar fragmentos de ADN y las reacciones de la ligasa del ADN no son necesarias para unir
diferentes fragmentos de ADN en enlaces nuevos. La célula genera el recombinante completo unido de forma precisa a
través de recombinacion homologa.

La eficiencia de la recombinacion se acerca al 0,1% de las células supervivientes de una electroporacion estandar. A
esta eficiencia, las colonias no seleccionadas podrian ser analizadas para detectar ADN recombinante utilizando
técnicas de hibridacion de colonias, eliminando asi la necesidad de pasos de seleccién. De este modo, este protocolo
de recombinacién hace que el ADN del plasmido y el cromosoma bacteriano sean susceptibles practicamente de
cualquier tipo de cambio deseado. Esto incluye mutagénesis dirigida de un gen, un segmento de un gen o incluso una
base.

EJEMPLO 4
Preparacién de cassettes de ADN lineal de méas de 1.000 bp de longitud

Se utilizaron las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) estandar para amplificar fragmentos de
ADN lineales con el sistema de PCR ExpandTM High Fidelity de Boehiingcr Mannheim. La cassette resistente a
cloranfenicol (CmR) cut fue amplificada a partir de pPCR-Script Cam (Stiatagene) con los cebadores 5TGII
GACGGAAGATCACTTCG (SEQ ID NO: 1) y VACCAGCAATAGACATAAGCG (SEQ ID NO: 2). La cassette resistente a
tetraciclina (TetR) tet fue amplificada a partir de Tn10 con los cebadores 5’CTCTTGGGTTATCAAGAGGG (SEQ ID NO:
3) y 5’ACTCGACATCTTGGTTACCG (SEQ ID NO: 4). La cassette resistente a ampicilina (ApR) amp fue amplificada a
partir de pBluescript (Stratagene) con los cebadores 5'CATTCAAATATGTATCCGCTC (SEQ ID NO: 5) y
5'’AGAGTTGGTAGCTCTTGATC (SEQ ID NO: 6). La cassette resistente a kanamicina kan fue amplificada a partir de
Tn5 con los cebadores TATGGACAGCAAGCGAACCG (SEQ ID NO: 7) y 5TCAGAAGAACTCGTCAAGAAG (SEQ ID
NO: 8). Los productos de la PCR fueron purificados empleando equipos de purificacion para PCR de Qiagen y
concentrados, cuando resulté necesario, mediante precipitado con etanol. Los ADN lineales amplificados fueron
suspendidos en agua estéril o solucion tampén de TE (IOmM Tris-Cl pH7.5; ImM EDTA) y cuantificados mediante
espectroscopia. El ADN en agua se almacené a -20 °C. Los inventores evitaron programas de purificacion de productos
de la PCR a partir de geles, en los que el ADN es sometido a radiacion ultravioleta.

A fin de disefar cebadores para la amplificacion de una cassette de recombinacién, los oligonucleétidos recombinantes
fueron sintetizados quimicamente con los 30 a 50 nucledtidos del extremo 5’ idénticos a secuencias de la secuencia de
acido nucleico diana y con los 20 nucleétidos del extremo 3’ homélogos a los extremos de la cassette a introducir. Se
genera una cassette por PCR que esta flanqueada por las 30 a 50 homologias de bases presentes en la diana.

Las células que portan el ADN diana, sea en el cromosoma o en un plasmido, son inducidas para la funciéon de Exo,
Beta y Gam. Estas células se vuelven competentes para la electroporacion y se mezclan con la cassette amplificada.
Tras la electroporacion, la recombinacién ocurre entre las secuencias homoélogas de la cassette lineal y la diana
sustituye el segmento diana por la cassette.

Los segmentos de homologia de galK de 50 nt (rectangulos) empleados para el experimento descrito en la Tabla 3 son:
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5'GTTTGCGCGCAGTCAGCGATATCCATTTTCGCGAATCCGGAGTGTAAGAA (SEQ ID NO: 9) y
5"TTCATATTGTTCAGCGACAGCTTGCTGTACGGCAGGCACCAGCTCTTCCG (SEQ ID NO: 10)

En una realizacién, la cassette es un marcador de resistencia a farmacos, pero puede ser cualquier ADN si la
secuencia diana de los pasos posteriores puede ser contraseleccionada. La transcripcion de la cassette del marcador ha
sido orientada arbitrariamente en la misma direccion que la region diana que va a ser sustituida. Los cebadores
contienen dos partes: un extremo 5’ homologo a las regiones de los flancos del ADN diana y un extremo 3’ que ceba el
ADN de la cassette para la replicacion. La PCR empleando estos cebadores y una plantilla de ADN que contiene la
cassette del marcador genera un producto de ADN lineal con la cassette flanqueada por la homologia diana. Cabe
sefialar que si la transformacion con el ADN de la plantilla va a generar el fenotipo seleccionado (por ejemplo, la plantilla
es un plasmido), entonces la plantilla es eliminada. EI ADN de una plantilla de plasmido puede ser destruido mediante
tratamiento con Dpnl tras la PCR; Dpnl corta el ADN de la plantilla de GATC metilado, dejando el ADN no metilado
recién replicado intacto. Una vez que se ha generado una cassette lineal, puede ser almacenada y empleada como
plantilla para las PCR posteriores.

EJEMPLO 5
Sustitucidon de genes mediante recombinacion homoéloga focalizada

Habiendo demostrado en el Ejemplo 3 que el ADN lineal de 70 bp puede dirigir las mutaciones a una diana especifica,
se construyd un ADN sintético con segmentos de ADN de galK de 50 bp a los flancos de la cassette de cat (resistencia
a cloranfenicol, o Cm®) para focalizarse en la sustitucion de un gen galK por cat.

La cassette de cat lineal con ADN de galK en los flancos se realizé mediante PCR, empleando cebadores sintetizados
quimicamente, tal y como se describe en el Ejemplo 4.

Los datos de estos experimentos se presentan en la Tabla 3. Las células competentes DY330 fueron electroporadas
con 100 ng de la cassette de cat focalizada para sustituir galK (galK<>cat) o los genes del profago clll kil gam (clll kil
gam<>cat; véase la FIG. 1 para obtener el mapa de genes del profago). Los recombinantes totales por electroporacion
se muestran en la columna que se encuentra mas a la derecha, “Recombinantes CmR”. La cassette de cat fue
transferida por electroporacion a las células galk+ que habian sido inducidas por calor para la expresion del operén PL
(15 minutos de cambio de temperatura a 42 °C, como se ha indicado con “15” en la columna central de la Tabla 3) o no
inducidas (mantenidas a 32 °C, tal y como se ha indicado con “0” en la columna central de la Tabla 3). Véase también el
Ejemplo 2 para obtener una descripcion de la induccion y otros métodos. Tras la electroporacion, los recombinantes
Cm® fueron seleccionados a 32°C y posteriormente cuantificados.

Como se muestra en la Tabla 3, las colonias de Cm" solamente se encontraron en el cultivo inducido por calor. Las 50
colonias CmR testadas tenian un fenotipo Gal- en el agar indicador de galactosa de MacConkey, indicando la presencia
de la sustitucion galK<>cat. El simbolo <> indica una sustitucion generada mediante técnicas de recombinacion
homdloga, por ejemplo, galK<>cat indica que el gen galK bacteriano esta sustituido por cat empleando técnicas de
recombinaciéon homadloga.

Tabla 3
Sitio diana* 42°C, min Recombinantes Cm®
Galk 0 <1
Galk 15 2.5 x10*
ClII kil gam 0 <1
ClIl kil gam 15 5.0 x10°

En experimentos similares empleando los mismos brazos homoélogos de 50 bp, el galK ha sido intercambiado por
cassettes de kan, amp, y tet seleccionando KmR, AmpR, y TetR, para crear sustituciones galK<>kan, galK<>amp, y
galK<>tet, respectivamente.

Para testar si este planteamiento también funciona en otras posiciones del cromosoma bacteriano, se cred una cassette
de cat lineal flanqueada por segmentos de ADN de 50 bp encontrados inmediatamente en sentido ascendente y
descendente del gen rnc que codifica RNaselll. Se cree que el gen rnc no es esencial (Takiff et al., Journal of
Bacteriology 171: 2581-20 2590, 1989); por tanto, se testd si una sustitucién exacta de la regién de codificacion de cat
por la regiéon de codificacion de rnc (de AUG al coddén 224) se podia realizar empleando las técnicas de recombinacion
aqui descritas. En esta estructura, cat se transcribia desde el promotor de rnc, y el cebador del extremo 5 empleado
para generar cat comenzaba en el codon de inicio de cat.
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Siguiendo los procedimientos empleados para galK descritos en los Ejemplos 2 y 3, se encontraron colonias de cm®,
pero solamente en el cultivo inducido. Las colonias de Cm® testadas tenian un fenotipo mutante de Rnc, tal y como se
describe en el Ejemplo 2.

Se generaron otros dos recombinantes de rnc<>cat. Uno sustituia a la secuencia desde el inicio de AUG hasta el codon
126 de rnc y el otro desde el inicio de AUG hasta el codon 192 de rnc. Estos dos recombinantes generan fusiones de
genes cat::rnc con un fenotipo mutante de rnc. Se seleccionaron diferentes conjuntos de cebadores para detectar sin
ambigliedades los alelos recombinantes y/o de tipo salvaje. Este procedimiento de PCR sigue las directrices
establecidas por los investigadores de levaduras al caracterizar las sustituciones cromosdmicas en la levadura (Winzeler
et al., Science 285: 901-906, 1989). El analisis por PCR de los recombinantes verific la pérdida del gen rnc+ y las
estructuras previstas de las tres sustituciones de genes rnc<>cat.

En este ejemplo, varios genes diferentes del cromosoma bacteriano y de los plasmidos han sido sustituidos por
marcadores de resistencia a farmacos. No obstante, también resulta posible crear recombinantes en los que el producto
deseado no incluye un marcador seleccionable. Los genes han sido fusionados con cassettes que codifican etiquetas
especificas, como la proteina fluorescente verde. Las etiquetas de fusién se pueden colocar de forma precisa en el gen
que se pretende modificar, por ejemplo mediante cualquiera de las estrategias siguientes. En una, la cassette no
seleccionada se une a un marcador de farmacos seleccionable y ambos son recombinados en el lugar elegido
seleccionando la resistencia a farmacos. En otra, la cassette es recombinada en su ubicacion, sustituyéndola por un
marcador de seleccion negativo como sacB (Blomfield et al., Mol Microbiol 5, 1447-57, 1991). Esta estrategia permite la
clonacién de cualquier ADN. En una tercera estrategia, los recombinantes son examinados de forma no selectiva
mediante hibridacion de ADN con sondas especificas para la cassette.

En estos experimentos, habitualmente se obtuvo el producto de recombinacién deseado. No obstante, algunos
productos de recombinacion fueron inesperados. En dos casos, se intentd desactivar genes esenciales y
sorprendentemente resulté posible seleccionar algunos recombinantes poco comunes. Estos resultaron ser diploides
para la region del gen focalizado, dado que portaban el tipo salvaje y la copia mutante del gen, tal y como se determiné
mediante un analisis por PCR. Se sabe que las regiones diploides poco frecuentes del cromosoma bacteriano ocurren
de forma esponténea en los cultivos de células a una frecuencia aproximada del 0,1% (Haack y Roth, Genetics 14,
1245-1252, 1995). Dado que el objeto de la focalizacion fue un gen esencial, estos diploides poco comunes fueron
seleccionados. Esto solamente fue posible debido a la gran eficiencia de la recombinacion.

Este ejemplo demuestra que los métodos de esta invencion se pueden emplear para promover una sustitucion eficiente
de los genes mediante recombinacion homoéloga. Las sustituciones de genes se realizaron en todo el cromosoma
bacteriano. En el Ejemplo 7, se demuestra que los métodos se pueden emplear para modificar acidos nucleicos
extracromosémicos, como plasmidos, cromosomas artificiales bacterianos, césmidos, fagémidos y similares.

EJEMPLO 6

El tiempo de induccion, la cantidad de ADN y la longitud del brazo de homologia afectan a la eficiencia de la
focalizacion

Tiempo de induccion. La FIG. 3 muestra el efecto del tiempo de induccién sobre la recombinacion. La cadena DY330 se
cultivd a 32°C a una ODggp=0.4 a 0.8, fue inducida por calor a 42 °C durante los tiempos indicados y después se hizo
electrocompetente (véase el Ejemplo 2 para obtener una descripcion de los métodos). Se empled una cassette de cat
lineal (10 ng) para focalizarse en los genes clll kil gam del profago. Se trazaron los recombinantes Cm- totales frente al
tiempo de induccion.

La induccién de la expresion del operédn PL durante solo cinco minutos mejoré la actividad de recombinacion. La FIG. 3
revela que a los 7,5 minutos de induccion por calor se alcanza una eficiencia maxima. Este nivel maximo se mantiene
para los tiempos de induccién de 7,5 a 17,5 minutos, con alguna reduccion apareciendo en los tiempos superiores a
17,5 minutos. La expresion del operén PL durante mas de 60 minutos provoca la muerte cerebral.

Las células que albergan el profago lambda defectuoso se pueden cultivar a temperaturas diferentes a 32 °C. Por lo
general, resulta recomendable cultivar las células a temperaturas superiores a 37 °C, porque estas temperaturas
provocan una inactivacion parcial del represor cl y una expresién mas suave del promotor PL. En general, también es
recomendable cultivar células a temperaturas inferiores a 20°C, debido al crecimiento ralentizado. Una persona con
conocimientos en el campo reconocera también que existe un alto grado de flexibilidad con respecto al tiempo y la
temperatura de induccién. Por ejemplo, la expresion de genes de recombinaciéon de lambda por parte del operon PL
podria inducirse a temperaturas de tan solo 38 °C, generalmente permitiendo tiempos de induccién superiores. El limite
para la expresion de la proteina en E. coli es de unos 45 °C.

Cantidad de ADN donante. La FIG. 4 muestra el efecto de la cantidad de la cassette de ADN lineal sobre la
recombinacién. La cadena DY330 se cultivd a 32°C hasta una ODgpp=0.4 a 0.8, fue inducida a 42 °C durante 15 minutos
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y después se hizo electrocompetente. Se emplearon diferentes cantidades (1, 10, 100, 300,1,000 ng) de una cassette
de cat lineal (1 kbp de longitud) para focalizarse en los genes clll kil gam del profago. Se trazaron los recombinantes
Cm® totales frente a la cantidad de ADN a 42 °C.

La Fig. 4 muestra que la eficiencia de focalizacion aumento en una relacion practicamente lineal con el incremento de la
concentracion del ADN donante, en el rango de 108 (1 ng)a 10" (100 ng) moleculas por electroporacion. Un nivel de
saturacion de ADN lineal se alcanza a 3x10'® moléculas que producen 7. 5x10* recombinantes por ~2x10® células
electroporadas. Asi, los métodos de la presente invencién se pueden practicar con una amplia gama de concentraciones
de oligonucledtidos.

Longitud de homologia. La FIG. 5 muestra el efecto de la longitud del brazo homdélogo sobre la recombinacién. Las
cadenas DY330 (recA+)(circulos negros) y DY331 (recA-)(circulos blancos) fueron cultivadas a 32°C, inducidas a 42°C
durante 15 minutos y posteriormente se volvieron electrocompetentes. Se empled una cassette de cat lineal (100 ng)
para focalizarse en los genes clll kil gam del profago. La longitud del brazo homdlogo de la cassette se varié de 0 a
1.000 bp. Los cebadores que contenian las homologias de 0 a 50 bp fueron sintetizados quimicamente como se
describe (Fig. 2). La cassette que contenia brazos homodlogos de 1.000 bp se realiz6 mediante PCR empleando
cebadores a 1.000 bp de dlstan0|a a cada extremo de una alteracion (clll kil gam)<>cat existente en la célula. Se
trazaron los recombinantes Cm" totales frente a la longitud del brazo homologo.

Se realizaron varios pares de cebadores para amplificar la cassette de cat a fin de focalizar el cromosoma y cada par se
disefié con una longitud diferente de homologia en los flancos. La longitud del segmento de homologia en los cebadores
variaba por incrementos de bases de 10 a 50 bases. Se realizé un conjunto encadenado de cassettes de cat lineales
con los cebadores. Otra cassette de cat lineal se construy6 flanqueada por 1.000 bp de homologia. Este conjunto de
ADN lineales fue posteriormente testado para determinar la eficiencia de focalizacién de recombinacion, tal y como se
muestra en la FIG. 5. No se encontré ningun recombinante con 10 bp de homologia y en cada uno de los tres
experimentos con 20 bp de homologia se encontraron menos de 10 recombinantes. De 20 bp a 40 bp de homologia, la
recombinacion homologa aumenté en cuatro 6rdenes de magnitud. De 40 bp a 1.000 bp de homologia, la recombinacion
aumento solamente 10 veces.

Estos datos indican que los métodos divulgados en el presente se pueden practicar con brazos de homologia
sorprendentemente cortos, de tan solo 20-40 residuos. No obstante, los brazos de homologia de 30 o mas residuos
aumentan la eficiencia.

EJEMPLO 7
Sustituciéon de genes en los plasmidos y BAC: clonacién in vivo

Para determinar si este método se podria emplear para modificar ADN de plasmido, se siguieron los procedimientos
descritos en los Ejemplos 2 y 3 para modificar el plasmido pGB2, un derivado de pSCIOI (Bernardi et al., Nucleic Acids
Res. 12: 9415-9426,1984). Una cassette de cat fue sintetizada |n vitro y recombinada in vivo con pGB2 para sustituir el
gen de resistencia a la espectinomicina por cat, confiriendo Ccm®ala célula portadora del plasmido recombinante.

El mismo experimento, realizado con derivados de pBR322, generd recombinantes, pero se unieron en tandem a
plasmidos no recombinantes como dimeros y multimeros superiores. La induccién de la expresion de Gam de nuestro
profago inactiva la nucleasa RedBCD. En ausencia de RecBCD, los derivados de pBR322 se replican mediante un
modo de circulo rodante (Feiss et al, Gene 17:123-130,1982), y el plasmido se convierte de mondémeros en multimeros.
Esto es especifico para los replicones de tipo pBR322, dado que el tipo pGB2 no formé multimeros.

Para generar recombinantes simples de derivados de pBR322, el protocolo fue modificado mediante coelectroporacion
de la cadena DY331 de recA con ADN de plasmido circular (0,1 ng) y una cassette de farmaco lineal. Los monémeros
del plasmido recombinante fueron facilmente seleccionados y aislados.

Ademas de los plasmidos, el método también es adecuado para focalizar genes en cromosomas artificiales bacterianos,
cromosomas artificiales fagémidos, cromosomas artificiales de levaduras, cosmidos y similares. La recombinacion
homdloga entre las secuencias de acido nucleico diana de los BAC y los oligonucleétidos sintéticos (como fragmentos
de dsADN o fragmentos de PCR) se realiza en células bacterianas que portan el profago lambda defectuoso mostrado
en la FIG 1 y descrito en el Ejemplo 1. Los oligonucleétidos sintéticos (como los fragmentos de PCR o fragmentos de
dsADN anillados cortos) son electroporados en células bacterianas, tal y como se ha descrito en el Ejemplo 2. El
analisis para detectar los eventos de recombinacién fructuosos se realiza mediante amplificaciéon por PCR selectiva,
empleando cebadores especificos para la secuencia introducida, o bien mediante planteamientos de amplificacion
selectiva tales como el ensayo de TagMan (TagMAMA) descrito por Cha et al., PCR Applications and Methods 2: 14-
20,1992.0 por hibridacion directa empleando sondas especificas. Empleando este planteamiento, se han observado
frecuencias de recombinacion de hasta 1:500, independientemente de la cadena focalizada. Asi, este sistema resulta
extremadamente Util para la manipulacion y la rapida deteccion de recombinantes en vectores de BAC. Las eficiencias
inesperadamente elevadas eliminan la necesidad de introducir marcadores seleccionables o de modificar estos
marcadores en el BAC.
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EJEMPLO 8
Necesidad de RecA para larecombinacion focalizada

La necesidad de RecA se testd en la recombinacién homdloga focalizada repitiendo el experimento descrito en la Fig. 5,
pero utilizando una cadena de recA. Sorprendentemente, la eficiencia de la recombinacién se vio reducida solamente
unas 10 veces en el mutante de recA- para las longitudes de brazo testadas (Fig. 5). De este modo, la funcion de RecA
no es necesaria y las cadenas de recA- median una recombinacion homologa eficiente con fragmentos de ADN lineales
que tienen brazos de homologia de 30 bp o0 mas.

No se esperaba este resultado. Se sabe que el sistema de recombinacion de 4 funciona en células que carecen de la
funcién de RecA bacteriana (Brooks y Clark, J. Virol. 1: 283-293, 1967). No obstante, la recombinacién en mutantes de
recA en condiciones empleadas por otros se reduce mas de 50 veces con respecto a los niveles observados en células
recA” (Stahl et al., Genetics 77: 395-408, 1974; Murphy, J. Bacterid. 180: 2063-2071, 1998).

EJEMPLO 9
Los genes de lambda promueven la recombinacién focalizada de dsADN en E. coli de tipo salvaje

Para determinar qué genes de lambda promueven la recombinacion focalizada de dsADN, se gener6 un conjunto de
deleciones de sustitucion en el operén PL del profago, empleando cassettes de cat y amp. En la columna central de la
Tabla 4, los paréntesis indican las deleciones realizadas por el evento de recombinacion dentro del profago (véase la
Fig. 1 para obtener un mapa lineal de los genes del profago). Cada una de estas deleciones realizadas se verificd
estructuralmente mediante analisis por PCR y se test6 para determinar la recombinacién focalizada de una cassette del
gen tet en galK.

Las células electrocompetentes de las cadenas indicadas en la Tabla 4 fueron inducidas por calor durante 15 minutos a
42 °C y electroporadas con 10 ng de galK<>tet lineal. Los resultados se presentan como numero total de recombinantes
Tet? por electroporacion en la columna derecha de la Tabla 4.

Tabla 4

Cadena Profago Recombinante
DY330 tipo salvaje 4.100

DY392 (hin-int)<>amp 2.000

DY351 (sieB-kil)<>cat 4.400

DY386 (hin-ini)<>amp 1.650

(sieB-kify<>cat

DY349 (gam)<>cat 0

DY360 (bet)<>cat 0

DY359 (Exo)<>cat 0

La Tabla 4 muestra que solamente las deleciones de exo, bet y gam afectaron a la recombinacién focalizada de
galK<>tet. La delecidon de cualquiera de estos tres genes elimind la recombinacion, mientras que la delecién de todos
los demas genes en el operdn pL tuvo poco o ningun efecto.

Para demostrar que la sustitucion gam<>cat no fue polar en bet y exo, el gen gam fue expresado en trans y se demostré
que complementaba el defecto. Asi, a pesar de que en los estudios aqui descritos se empled el operéon PL completo,
solamente las funciones de exo bet y gam son necesarias para la recombinacién con cassettes de dsADN de mas de
100-200 bp producidas mediante PCR.

EJEMPLO 10
Recombinacioén eficiente con ADN de cadena Unica

Para evaluar la recombinacion entre ADN de cadena unica exdgeno y el cromosoma de E. coli, se realizaron los
experimentos descritos en este Ejemplo. Por otra parte, los experimentos también se refieren al papel de los genes de
recombinacion de recA bacteriana en la mediacion de los efectos observados.

La expresion del operon PL se indujo por calor, las células se hicieron competentes por electroporacion, y los
oligonucleétidos de 70-mer se electroporaron en las células, tal y como se describe en el Ejemplo 2. Tanto las cadenas
de HME9 como de HME10 contienen la mutaciéon ambar de galK, y por tanto son de fenotipo Gal-. Difieren entre si en
que HME9 es recA+, mientras que HME10 es recA-. Por tanto, en este experimento se comparan las eficiencias de
recombinacion en las células de recA+ y recA-.
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Los oligonucleétidos de cadena unica de 70-mer empleados en este experimento fueron disefiados para restaurar la
actividad del gen galK de tipo salvaje (en adelante, galK+) tras una recombinacién con éxito, produciendo asi un
fenotipo Gal+ (es decir, capacidad para crecer en medios minimos con galactosa como Unica fuente de carbono). Los
70-mer correspondientes a la cadena de ADN sin plantilla de ftranscripcion del galK fueron
5'AAGTCGCGGTCGGAACCGTATTGCAGCAGCTTTATCATCTGCCGCTGGAC GGCGCACAAATCGCGCTTAA (SEQ
ID NO 11).

El ADN de cadena unica de 70-mer de la SEQ ID NO 11 o de su complemento fue electroporado en células.
Alternativamente, los dos 70-mers fueron primero anillados entre si y posteriormente electroporados en células como
ADN de cadena doble. Se identificd un evento de recombinacion con éxito mediante la restauracion del fenotipo Gal+.
La Tabla 5 indica el niumero de recombinantes de galK+ por célula viable, x 10

La Tabla 5 presenta el nimero de recombinantes observados x 10 tras la electroporacion de las cadenas de HME9 o
HME10 con ADN en las formas indicadas. La recombinacion eficiente se observé con el ADN de cadena doble, de forma
similar a la previamente descrita en los Ejemplos 3 y 5. Sorprendentemente, el ADN de cadena unica fue mas o menos
igual de eficiente o incluso mas que el ADN de cadena doble en la produccién de recombinacion homodloga,
independientemente de la cadena utilizada. En este experimento, las eficiencias de recombinacién para el ADN de
cadena doble fue aproximadamente de una de cada 3.800 células (2.6 - 2.7 x 10'4), mientras que la eficiencia de
recombinacion del ADN de cadena unica inverso fue entre 3 y 7 veces superior. En otras cadenas (p.ej., DY374), se ha
observado la recombinacion de un ADN lineal de cadena Unica tan frecuente como un nadA+ recombinante por 20
células viables. Por otra parte, la recombinacion eficiente se observo tanto en las células de recA+ como en las de recA-
, estableciendo que los eventos de recombinacién no precisaban de productos genéticos de recA bacteriana.

Tabla 5
Cadena utilizada ADN utilizado en la electroporacion
dsADN cc-ssADN cw-ssADN
(aprox. 1 ug) (aprox. 0,7 ug) (aprox. 0,6 ug)
HME9 2,6 18,5 2,2
galK*™ACI857 A(cro-bio)
HME10 2,7 9 0,35

galK*™ACI857 A(cro-bio)recA”

cc=directa (cadena con la orientacién del extremo 5’ al 3’ con respecto a la transcripcién)) cw=inversa (cadena con la
orientacion del extremo 3’ al extremo 5’)

EJEMPLO 11
Generacion eficiente de grandes deleciones mediante recombinacidon con ADN de cadena Gnica

El Ejemplo 10 demuestra una recombinacién mediada por lambda eficiente utilizando ssADN para generar un cambio de
una sola base en el cromosoma de E. coli. Este ejemplo demuestra una alta eficiencia similar cuando el planteamiento
se utiliza para generar grandes deleciones.

Utilizando los métodos descritos en los Ejemplos 2, 3 y 10, la expresion del operdon de lambda fue inducida por calor, las
células se volvieron competentes por electroporacion y el ADN de cadena unica de 70-mer de la SEQ ID NO: 11 o su
complemento fue electroporado en las células. EI ADN fue electroporado en dos cadenas: una que contenia la mutacion
ambar de galK y una en la que el gen galK fue interrumpido mediante una cassette de cat-sacB insertada con precision
en la posicién de la mutacién ambar en galK. Por lo demas las cadenas eran genéticamente idénticas. Se identificé un
evento de recombinacién con éxito mediante la restauracion del fenotipo Gal+. La Tabla 6 indica el nimero de
recombinantes de galK+ por célula viable, x 10™.

Los datos de la Tabla 6 demuestran que la eficiencia de la recombinacion es similar empleando el mismo
oligonucleétido, independientemente de que la recombinacion de ssADN mediada por lambda vaya a ser utilizada para
generar el cambio de una unica base o una delecion de gran tamafio, la eliminacion de la cassette cat-sacB de 3264 bp.
En ambos casos, el método es altamente eficiente para generar recombinantes.
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Tabla 6

Cadena utilizada ADN utilizado en la electroporacion
cc-ssADN cw-ssADN
(200 ng) (200 ng)

HMEG6 15 3

galK*™ACI857A(cro-bio)

HME31 10 0,5

galK<>catsacB LCI857A(cro-bio)

La longitud que resulta razonable para sintetizar quimicamente limita la longitud de los oligonucleétidos de cadena unica
empleados para la recombinacion. En el presente se demuestra que dos oligonucleétidos que presentan una region de
solapamiento complementaria en sus extremos 3’, cuando son coelectroporados en células DY411, pueden anillarse y
generar recombinantes con ADN cromosdémico o extracromosémico (Figura 14). Esta recombinacion necesita la
induccién del operdn PL y de las funciones Gam, Beta y Exo. Se cred mediante recombineria una mutacion de galK en
la que la cassette kan fue introducida en galK a fin de someter a delecién 34 bp del gen galK. Se sintetizaron dos oligos
que tenian 70 bases de largo, con 34 bases de la region sometida a delecién en sus extremos 3', que eran
complementarias y podian actuar para anillar los dos oligos juntos. El extremo 5' de cada oligo contenia 36 bases de
homologia a cada lado de la delecion de 34 bp causada por kan. Cada uno de los oligos no podia generar
recombinantes gal+ por si solo, pero juntos generaron hasta 10° recombinantes por 10° células electroporadas. Los
oligos con la misma secuencia pero acortados en su extremo 3' para solaparse solamente en 2 bases no produjeron
recombinantes. Sin embargo, los solapamientos de 10 o mas bases generaron recombinantes. No fue necesario un
preanillamiento y los dos oligos se pueden mezclar y utilizar directamente para la electroporacion.

Si los extremos de los solapamientos se rellenan con ADN polimerasa, se genera un duplex de 104 bp. Este dsADN
s6lo genera un numero ligeramente mayor de recombinantes que el ADN con extremos prominentes de 10 a 34 bases.
De este modo, los oligonucleétidos con un solapamiento multiple (en mas de 10 bases) de cualquier nimero par pueden
ser empleados para producir recombinantes, en los que los oligonucledtidos mas externos tienen solapamientos en el
extremo 5'. Los oligonucledtidos del extremo también presentan 30-50 bases de homologia con la region de
focalizacién. El uso de multiples oligonucleétidos de solapamiento permite la produccion de largos sustratos de
recombinacion sin emplear la PCR. El oligonucleétido o los oligonucleétidos centrales pueden ser cualquier cassette que
se tenga previsto emplear para la recombinacion de dsADN. Esta recombinacion con oligonucleétidos de solapamiento
que tienen los extremos 5’ protuberantes es sumamente eficiente con Exo, Beta, y Gam, pero puede ser recombinada
solamente por Beta (sin Exo y Gam) en la célula. Esto simplifica mucho el procedimiento de recombinacion (dado que
solamente se necesita Beta). A pesar de que el ADN duplex de 104 bp se recombina de forma mas eficiente si estan
presentes Exo, Beta y Gam, la recombinacién también ocurre en ausencia de Gam, aunque con una eficiencia menor (el
duplex necesita tanto Exo como Beta para la recombinacion).

Se pueden generar oligonucleétidos sintéticos de solapamiento similares con protuberancias en el extremo 3' de 34
bases, que pueden ser coelectroporadas en las células. Estos también son recombinados en las dianas definidas por
homologia en los extremos. Una vez mas, solamente se necesita Beta para esta recombinacion. En este caso, Exo no
es necesario ni estimula la recombinaciéon. En una realizacion, se pueden solapar multiples oligonucleétidos como
anteriormente para abarcar una distancia mayor. Siempre que los olionucleétidos mas externos tengan extremos 3'
protuberantes, la recombinacion sera independiente de Exo. Las eficiencias del presente sistema permiten la deteccion
de recombinantes en este caso.

Los Ejemplos 10 y 11, en su conjunto, documentan que los métodos divulgados en el presente se pueden practicar con
oligonucledtidos de ssADN. Este sorprendente resultado permite la recombinacion homologa de alta eficiencia con ADN
sintético de cadena unica o doble.

El presente sistema permite ampliar el limite del tamafio de los oligonucleétidos sintéticos de forma drastica, al solapar
los oligonucledtidos. Por otra parte, el sistema permite realizar la recombinacion de estos ADN solamente con Beta, o
Exo con Beta, pero sin Gam. La recombinacion sin necesidad de Gam es importante, porque Gam es la funcién toxica
que representaba un factor de limitacién en los métodos anteriormente descritos. Dado que el presente sistema
solamente necesita Beta, se puede emplear un promotor constitutivo.
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EJEMPLO 12
Efecto de la longitud de ssADN sobre la eficiencia de la recombinacién

En los Ejemplos 10 y 11, la recombinacion mediada por lambda se utilizé para incorporar de manera eficiente ssADN de
70-mer en el cromosoma de E. coli. En este ejemplo, se investigé el efecto de la longitud de los oligonucledtidos sobre
la eficiencia de la recombinacion.

Empleando los métodos descritos en los Ejemplos 2, 3, 5, 10 y 11, la expresion del operdn de lambda fue inducida por
calor, las células se volvieron competentes por electroporacién y los oligonucleétidos del ssADN (200 ng cada uno)
fueron electroporados en células de la cadena HME9 de E. coli. Los oligonucleétidos de ssADN electroporados incluian
los 70-mer de la SEQ ID NO: 11, unos 60-mer construidos eliminando los 5 ultimos nucleétidos de los extremos 5'y 3'
de la SEQ ID NO: 11, y unos 50-mer, 40-mer, 30-mer, o 20-mer construidos eliminando los 10, 15, 20 o 25 ultimos
nucledtidos, respectivamente, de los extremos 5' y 3' de la SEQ ID NO: 11. Al igual que en el Ejemplo 10, los
oligonucleétidos del ssADN empleados en este experimento estaban todos disefiados para restaurar el gen galK+ tras la
recombinacién con éxito, confiriendo asi a la célula un fenotipo Gal+. La Tabla 7 indica el nUmero de recombinantes
galK+ por célula viable, x 10™.

Tabla 7

Longitud del oligonucleétido

Eficiencia 0,004 0,01 0,47 4 4 6 22
(x10™)

Como demuestran los datos de la Tabla 7, la eficiencia de la recombinaciéon aumenta cuando se incrementa la longitud
del ssADN. La eficiencia de la recombinacion era baja cuando el ssADN empleado era de 20-mer, pero aumentaba
considerablemente cuando era de 30-mer. La eficiencia era practicamente 6ptima con 40-mer y se incrementaba hasta
1 de cada 450 células viables a 70-mer. Por tanto, ejemplos concretos de la invencién emplean moléculas de ADN de
cadena unica que tienen al menos 40 nucleétidos de longitud.

Sin animo de limitarse a una Unica explicacién de los efectos observados, los inventores consideran actualmente que la
relacion observada entre la longitud y la eficiencia puede reflejar los datos publicados que indican que la proteina Beta
de lambda se une de forma estable a secuencias de ADN de 36 bases o mas de longitud, pero que no se une de forma
tan eficiente a los oligonucleoétidos mas cortos (Mytbili et al, Gene 182: 81-87, 1996).

EJEMPLO 13
La proteina Beta de lambda media una recombinacion eficiente con ssADN

Para determinar si la proteina Beta de lambda era suficiente para mediar la recombinacion entre ssADN exégeno y el
cromosoma de E. coli, se investigo la eficiencia de la recombinacién en una cadena que expresaba Beta de lambda,
pero no Exo ni Gam.

Para estos experimentos, se empled la cadena HME43. Su genotipo es idéntico al de la cadena HME®G, salvo por el
hecho de que el profago lambda contiene deleciones genéticas adicionales, desde int hasta exo y desde gam hasta N
(véase la FIG. 1). Por otra parte, el gen cat que confiere el fenotipo CmR se inserta entre attL y bet.

Empleando los métodos descritos en los Ejemplos 2, 3, y 10-12, la expresion del operén de lambda modificado fue
inducida por calor, las células se volvieron competentes por electroporacion y el ssADN de 70-mer de la SEQ ID NO: 11
(200 ng) fue electroporado en las células. Empleando este procedimiento, la cadena HME43 expresa la proteina Beta de
lambda, pero no expresa gam, exo ni ningun gen codificado por el profago. Se identificd un evento de recombinacion
con éxito mfdiante las restauracion del fenotipo Gal+. La Tabla 8 indica el nimero de recombinantes galK+ por célula
viable, x 10™.

Tabla 8

Cadena Modificaciones del profago Eficiencia de recombinacién (x 10
HME43 (int-aro)<>cat, (gam-N)<>A 77
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A diferencia del Ejemplo 9, que empleaba ADN de doble cadena generado por PCR, los datos presentados en este
ejemplo establecen que Beta de lambda es suficiente por si sola para mediar una recombinacion eficiente entre ssADN
y el cromosoma de E. coli. Por otra parte, se pueden emplear dos o mas oligonucleétidos de solapamiento, si tienen un
extremo 3' protuberante y mas de unos 10 bp de solapamiento. Los oligonucleétidos de solapamiento con un extremo 5'
protuberante también promueven la recombinacion homdéloga con Beta solamente. No obstante, en caso de extremo 5'
protuberante, exo y gam (o una exonucleasa similar y la funcion de inhibicion de RecBCD) parecen mejorar la eficiencia
maxima.

Una modificacion del método consiste en poner el ADN que codifica otros polipéptidos de unién a ssADN bajo el control
del promotor PL. Por ejemplo, la cadena HME43 es también modificada para someter bet a delecion e insertar ADN que
codifica P22 Erf, RecT, o Rad52. La expresion del polipéptido de unién a ssADN es inducida por un cambio de
temperatura, como para la induccién de la expresién bet de lambda. Exo y Gam, o proteinas con una funcién similar,
también se puede poner bajo el control del promotor PL. Por otra parte, se pueden emplear otros promotores inducibles
o constitutivos.

EJEMPLO 14
La combinacion ex vivo de ssADN con Beta de lambda media una recombinacién homoéloga eficiente

El ADN de cadena unica puede ser combinado con la proteina Beta de lambda antes de la electroporacion en las
células y mediar una recombinacion eficiente entre el ssADN y el ADN hospedador.

Las proteinas Beta de lambda se pueden preparar con técnicas conocidas en el campo (Karakousis el al., J. Mol. Biol.
276: 721-731, 1998), y preincubarse a 37 °C con oligonucleétidos de cadena uUnica de 20-mer o mas de longitud. En
este ejemplo, los oligonucleétidos de ssADN de la SEQ ID NO: 11, 60-mer construidos eliminando los 5 ultimos
nucledtidos de los extremos 5'y 3' de la SEQ ID NO 11, y 50-mer construidos eliminando los 10 ultimos nucleétidos de
los extremos 5'y 3' de la SEQ ID NO 11. Tipicamente, la concentracién de proteina Beta de lambda es de unos 2,5 yM
y la concentracién de ADN de unos 5 pM, aunque el método es efectivo con un amplio rango de concentraciones de
proteina y ADN (por ejemplo, de 0,1 uM a 10 mM de proteina, y 0,01 pM a 10 mM de ssADN). Alternativamente, la
proteina Beta y el ssADN pueden ser coelectroporados en las células sin premezclado o preincubacion.

El ADN vy la proteina son electroporados en E. coli empleando métodos descritos en los Ejemplos 2 y 3. En este
ejemplo, se emplea la cadena BMB 43, aunque se pueden utilizar muchas otras cadenas. La expresion del operén de
lambda modificado en un conjunto de células es inducida por calor y un segundo conjunto de células se mantiene a 32
°C. Ambos conjuntos de células se vuelven competentes por electroporacion y el ssADN de 70-mer de la SEQ ID NO | 1
(200 ng) es electroporado tanto en células inducidas por calor como en células no inducidas. Empleando este
procedimiento, la cadena HME43 expresa la proteina Beta de lambda tras un cambio de temperatura a 42 °C, pero no
expresa Beta de bet ni ninglin otro gen codificado por el profago en ausencia de un cambio de temperatura. Se identifica
un evento de recombinacion con éxito mediante las restauracion del fenotipo Gal+.

En este experimento, se observa una recombinacién de alta eficiencia tanto en las células inducidas por calor como en
las no inducidas. Por otra parte, se cree que se observd una recombinaciéon de alta eficiencia mas o menos igual al
seguir estas técnicas en cadenas de E. coli que no contienen ningun gen del profago lambda.

Este planteamiento puede ser modificado sustituyendo otros polipéptidos de unién a ssADN por Beta de lambda, como
p22 Erf, RecT y Rad52. La secuencia de acido nucleico diana puede estar en el cromosoma bacteriano, o en ADN
exdgeno como un cromosoma artificial bacteriano, un cromosoma artificial fagémido, plasmido, cdsmido o similares. Por
otra parte, no existe ningun requisito concreto de una especie bacteriana especifica; estos polipéptidos de union a ADN
de cadena unica mediaran una recombinacion eficiente en un amplio rango de bacterias. En efecto, estos polipéptidos
mediaran una recombinacion eficiente también en células eucariotas, como en el Ejemplo 15.

EJEMPLO 15
La proteina Beta de lambda media una recombinacion homologa eficiente en células eucariotas

El planteamiento ex vivo descrito en el Ejemplo 14 puede emplearse para focalizar genes de células eucariotas para la
recombinacion homodloga. En células eucariotas, la transfeccion del ssADN con la proteina Beta de lambda puede
realizarse mediante electroporaciéon, como en los Ejemplos 2, 3 y 14, o a través de los métodos de Chang et al.,
Biochimica et Biophysica Acta, 153-160 (1992), Keating y Toneguzzo, Bone Marrow Purging and Processing, 491-498
(1990), u otros protocolos de electroporacién conocidos en la técnica. Por otra parte, en la técnica se conocen diversos
medios para los métodos de transferencia macromolecular, incluyendo el coprecipitado de ADN con fosfato calcico
(Ausubel et al.), la transfecciéon mediada por DEAE-dextrano (Matthews et al, Experimental Hematology. 21: 697-
702,1993), la transfeccion mediada por polibreno (Costello et al., Gene Therapy'/: 596-604, 2000), la microinyeccion
(Davis et al., Blood 95: 437-44, 2000), la fusion de liposomas y lipofeccion (Veit et al., Cardiovascular Research. 43:
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808-22, 1999), la fusidon de protoplastos (Schafmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 2163, 1980), la transferencia
mediada por adenovirus inactivado (Wagner et al., Proc Natl Acad Sci USA 89:6099-6103. 1992), la transferencia
mediada por el virus hemaglutinante del Japén (HVJ) (Morisluta et al., Journal of Clinical Investigation 93: .1458-1464,
1994), biolitica (bombardeo de particulas) y similares. Cualquiera de estos planteamientos de transferencia
macromolecular resulta adecuado. El disefio de moléculas de dsADN para facilitar la recombinacion homologa con
genes eucariotas es bien conocido en la técnica (por ejemplo, tal y como se describe en Mansour, Nature 336: 348-
352,1988; Shescly, PNAS 88: 4294-4298, 1991; Capccchi, M. R., Trends in Genetics 5: 70-76,1989; Patente
estadounidense n° 6.063.630).

Las células que se pretenden transfectar con ADN exdgeno son combinadas con una estructura de ADN que
comprende el ADN exdgeno, secuencias de ADN de focalizacion y, opcionalmente, ADN que codifica uno o mas
marcadores seleccionables. La combinacion resultante es tratada de tal manera que la estructura de ADN se introduce
en las células. Esto se consigue sometiendo la combinaciéon a electroporacion, microinyeccién u otro método de
introduccién de ADN en las células de vertebrados. Una vez en la célula, el ssADN exdgeno se integra en el ADN
celular mediante recombinacion homologa entre las secuencias de ADN de la estructura de ADN y las secuencias de
ADN del ADN celular.

Por ejemplo, el acido nucleico diana es el gen beta-globina de células madre hematopoyéticas de una paciente con
anemia drepanocitica (Beutler, Disorders of Hemoglobin, Ch. 107 in Harrison's Principles of Internal Medicine, 14" ed. ©
1998. El gen beta-globina de drepanocitos contiene una mutacién puntual que sustituye un Val por un Glu en la posicion
seis de la cadena de polipéptidos, resultando en una hemoglobina anémala que tiende a una polimerizacion
inapropiada. Los métodos de la presente invencion se pueden emplear para corregir la mutacion.

Las células madre hematopoyéticas de un paciente con drepanocitos son aisladas, cultivas y expandidas ex vivo como
se conoce en la técnica (Brugger Seminars iu Hematology 37(1 Suppl 2]: 42-49,2000; Dao et al., Blood 92:4612-21,
1998; Aglierta et al, Haeuiatoiogica 83: 824-4S, 1998; Emerson, Blood 87: 3082-8, 1996). Un oligonucledtido de ADN de
60-mer de la SEQ ID NO 12 (A ACAGACACC ATGGTGCACC TGACTCCTGA
GGAG AAGTCT GCCGTTACTG CCCTGTGGGQ) es sintetizado y parcialmente purificado mediante técnicas estandar
(Pflciderer et al. Acta BiochimicaPolonica. 43:37-44, 1996; Anderson et al., Applied Biochemistry & Biotechnology 54:
19-42, 1995.)

Tras el cultivo y la expansién ex vivo, alrededor de 10° células madre hematopoyéticas son suspendidas en 0,4 mL de
PBS con un 0,1% de glucosa, unos 10 uM de proteina Beta de lambda purificada y aproximadamente 1 ug de
oligonucledtidos del ssADN de la SEQ ID NO: 12. La suspension celular es electroporada en una cubeta de 1-mL a
280V y 250 pF con un Gene Pulser (Bio-Rnd Laboratories Inc., Hercules, California, USA). A continuacion, las células se
colocan en placas y son cultivadas. Los recombinantes homdlogos que contienen la mutaciéon son identificados y
aislados clonalmente, nuevamente expandidos ex vivo, y pueden ser devueltos al paciente o cultivados para otro estudio
in vitro.

Aquellos versados en la técnica reconoceran que una amplia gama de concentraciones de ssADN y del polipéptido de
unién a ssADN resultaran efectivas, como en el Ejemplo 14. Por ejemplo, tanto el ssADN como la proteina de unién a
ssADN pueden estar presentes en concentraciones que oscilan entre 0,001 uM y 100 mM; o entre 0.1 mM y 1 uM; o
entre 1 yM y 100 pM. La longitud del oligonucleétido se puede variar de acuerdo con los parametros presentados en el
Ejemplo 12. No existe ningun limite maximo concreto para la longitud del oligonucledétido. Por otra parte, se pueden
incluir dos o0 mas oligonucledtidos que tienen extremos 5' complementarios, creando asi extremos 3' protuberantes que
son sustratos efectivos para los polipéptidos de unién a ssADN como Beta de lambda. Por otra parte, RecT, P22 Erf,
Rad52 y otros polipéptidos de unién a ssADN de reparacion de roturas bicatenarias pueden ser sustituidos por Beta de
lambda. Las condiciones de cultivo y electroporacién son facilmente variables sin reducir de forma material la
recombinacion homadloga. Por otra parte, el acido nucleico puede ser introducido en la célula mediante cualquier método
de transferencia macromolecular adecuado.

Se pueden emplear otros tipos de células madre para corregir defectos genéticos concretos asociados con las células
obtenidas de estas células madre. Estas otras células madre incluyen células madre epiteliales, hepéticas, pulmonares,
musculares, endoteliales, mesenquimales, neurales y 6seas.

Alternativamente, determinados estados patolégicos se pueden tratar modificando el genoma de las células de forma
que no corrija un defecto genético en si, sino que proporcione la suplementacion del producto genético de un gen
defectuoso. Por ejemplo, las células endoteliales son preferibles como diana para la terapia genética humana orientada
a tratar trastornos que afectan a factores normalmente presentes en la circulacién sistémica. En modelos de estudio con
perros y cerdos, se ha demostrado que las células endoteliales forman cultivos primarios, que se pueden transformar
con ADN en cultivo, y que son capaces de expresar un transgen tras su reimplantacion en injertos arteriales en el
organismo hospedador. Wilson et al., Science, 244: 1344,1989; Nabel et al., Science, 244: 1342, 1989. Dado que las
células endoteliales forman parte integral del injerto, estas células transformadas se pueden emplear para producir
proteinas que se secretaran en el sistema circulatorio y, de este modo, servirdn como agentes terapéuticos en el
tratamiento de trastornos genéticos que afectan a factores de la circulacion. Algunos ejemplos de estas enfermedades
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incluyen la diabetes por deficiencia de insulina, la deficiencia de alfa-1-antitripsina y hemofilia. Las células epiteliales,
miocitos y hepatocitos también son tipos de células utiles para la produccion terapéutica de proteinas.

El método también resulta Util para la inactivacion o modificacion de genes en células madre embridnicas (ES). Estas
células han sido manipuladas para introducir transgenes. Las células ES se obtienen de embriones en fase de
preimplantacién cultivados in vitro. Evans et al., Nature, 292, 154-156,1981; Bradley et al., Nature, 309,255-258,1984;
Gossler, et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 83, 9065-9069,' 1986; Robertson, et al., Nature, 322,445-448, 1986;
Patente estadounidense n° 5.464.764. Los oligonucleétidos disefiados para focalizar segmentos de genes especificos
de la célula ES se combinan con la proteina Beta de lambda u otro polipéptido de uniéon a ssADN vy se introducen en
células ES mediante electroporaciéon u otros métodos de transformacion. Los oligonucleétidos pueden ser disefiados
como una serie de segmentos de solapamiento con el extremo 3’ protuberante. Estas células ES transformadas pueden
ser posteriormente combinadas con blastocitos de un animal no humano. A continuacion, las células ES colonizan el
embridon y pueden contribuir a la linea germinal del animal quimérico resultante (Jaenisch, Science, 240, 1468-
1474,1988).

Por ejemplo, las secuencias que codifican un gen de resistencia a la neomicina de un marcador de seleccién positivo
son sintetizadas como una serie de oligonucleétidos de 70-mer de solapamiento, 20 pares de bases de solapamiento y
extremos 3’ protuberantes. Los oligonucleétidos terminales del extremo 3’ estan disefiados para insertarse en el
segundo exén del gen hox 1.1 de ratén, tal como se describe en la Patente estadounidense n° 5.464.764. Dado que los
oligonucleétidos de solapamiento se combinan para codificar un gen de resistencia a neomicina sin promotor, solamente
aquellos que se incorporen con éxito al segundo exén de hox 1.1 de ratén focalizado expresaran el producto genético
neo y tendran el fenotipo de resistencia a la neomicina. La focalizacién esta disefiada para proporcionar al gen de
resistencia a neomicina sintético un promotor operable y un inicio de traslacion obtenido del gen hox 1.1 de ratén. El
ADN de focalizacién también esta disefiado de forma que sea poco probable que las incorporaciones aleatorias en otras
partes del genoma de la célula ES estén operativamente unidas a cualquier promotor para permitir la transcripcion y
traslacion.

La serie de oligonucledtidos de solapamiento con extremos 3’ protuberantes (unos 200 nanogramos cada uno) se
combinan con 10 yM de proteina Beta de lambda y se introducen en células ES por electroporacion, empleando el
Promega Biotech X-Cell 2000. Las células de crecimiento rapido son tripsinizadas, lavadas en DMEM, contadas y
resuspendidas en una solucién tampén que contiene 20 mM de HEPES (pH 7.0), 137 mM de NaCl, 5 mM de KC1, 0,7
mM de Na;HPO4,6 mM de dextrosa, y 0,1 mM de beta-mercaptoetanol. Justo antes de la electroporacion, los
oligonucleétidos y la proteina Beta de lambda son afiadidos a 10 ES células en cubetas de 1 ml cada una. Las células y
el ADN son expuestos a dos pulsos secuenciales de 625V/cm a temperatura ambiente, se dejan en la solucién tampoén
durante 10 minutos y, a continuacién, se ponen en placas en medios no selectivos sobre un soporte biologico de
células.

Después de dos dias de crecimiento no selectivo, las células son tripsinizadas y se vuelven a colocar en placas sobre
un medio de G418 (250 pg/ml). La seleccién positiva se aplica durante tres dias. Debido a la elevada eficiencia de la
recombinacion mediada por Beta de lambda, la necesidad de una nueva seleccion (por ejemplo, seleccion negativa
introduciendo un gen de timidina quinasa y la seleccién con ganciclovir) se puede obviar. Convenientemente
transformadas, las células resistentes a G418 son cultivadas en medio no selectivo durante 2-5 dias antes de la
inyeccion en blastocistos, conforme al método de Bradley, en Teratocarcinomas and embryonic stem cells, a practical
approach, editado por E. J. Robertson, URL Press, Oxford (1987), p. 125.

Los blastocistos que contienen las células ES focalizadas son implantados en hembras pseudo-prefiadas y se deja que
se desarrollen a término. La descendencia quimérica es identificada mediante marcadores de manchas y los machos
que muestran quimerismo son seleccionados para descendencia de reproduccion. La descendencia que porta el alelo
mutante se puede identificar por las manchas y la presencia del alelo mutante se puede reconfirmar a través de un
analisis de ADN de la cola (tail-blot).

De este modo, el método simplifica notablemente la construcciéon de knockouts genéticos y modificaciones genéticas en
células ES. Ademas de su posible relevancia para la terapia genética de plantas, animales y seres humanos, el método
simplificara la produccion de animales transgénicos que presentan knockouts genéticos o modificaciones genéticas.

Como se describe para las células madre y en el Ejemplo 14, una amplia gama de concentraciones del ssADN y del
polipéptido de unién a ssADN resultaran efectivas. Por ejemplo, tanto el ssADN como la proteina de union a ssADN
pueden estar presentes en cantidades que oscilan entre 0,001 uM y 100 mM; o entre 0,1 pM y 1 uM; o entre 1 uyM y 100
MM. La longitud del oligonucleétido puede variar de acuerdo con los parametros presentados en el Ejemplo 12. No
existe ningun limite maximo concreto para la longitud del oligonucledétido. Por otra parte, se pueden incluir dos o mas
oligonucleétidos que tienen extremos 5' complementarios (por ejemplo, con extremos 5 complementarios de 10, 20, 30,
40 bp), creando asi extremos 3' protuberantes que son sustratos efectivos para los polipéptidos de union a ssADN como
Beta de lambda. Por otra parte, RecT, P22 Erf, Rad52 y otros polipéptidos de unién a ssADN de reparacion de roturas
bicatenarias pueden ser sustituidos por Beta de lambda, en los mismos rangos que los descritos para Beta de lambda.
Aquellos con conocimientos en la técnica reconoceran que las condiciones de cultivo y electroporacion son facilmente
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variables sin reducir de forma material la recombinacion homodloga. Por otra parte, el acido nucleico puede ser
introducido en la célula mediante cualquier método de transferencia macromolecular adecuado.

EJEMPLO 16
Recombinacién homéloga en plantas

Los métodos divulgados en el presente documento también son aplicables a la manipulacién de células de plantas y en
ultima instancia al genoma de toda la planta. Se han documentado diversas plantas transgénicas, incluyendo
dicotiledéneas herbaceas, dicotiledéneas lefiosas y monocotiledoneas. Para obtener un resumen, véase Gasser, et al.
(1989), Science, 244,1293-1299. Se han desarrollado diversas técnicas de transferencia genética diferentes para
producir estas plantas transgénicas y células vegetales transformadas. Una técnica empled Agrobacterium tumefaciens
como sistema de transferencia genética. Rogers, et al. (1986), Methods Enzymol., 118, 627-640. Una transformacion
estrechamente relacionada utiliza la bacteria Agrobacterium rhizogenes. En cada uno de estos sistemas, se puede
construir un vector de transformacion vegetal Ti o Ri que contiene regiones fronterizas que definen la secuencia de ADN
a insertar en el genoma vegetal. Estos sistemas se habian utilizado anteriormente para integrar de forma aleatoria ADN
exdgeno en genomas vegetales.

Preferiblemente, el ADN disefiado para la recombinacion homéloga con una secuencia de ADN diana en las plantas se
combina con la proteina Beta de lambda u otra proteina de ssADN y se transfiere directamente a los protoplastos de la
planta mediante métodos analogos a los anteriormente empleados para introducir transgenes en los protoplastos. Las
concentraciones de ADN y de las proteinas de unidon a ssADN son las que se describen en el Ejemplo 15. Véase, p. €j.,
Paszkowski, et al. (1984), EMBO J., 3,2717-2722; Hain, et al. (1985), Mol. Gen. Genet., 199, 161-168; Shillito, et al.
(1985), Bio./Technology, 3, 1099-1103; y Negrutiu, et al. (1987), Plant Mol. Bio., 8, 363-373. Alternativamente, el vector
de PNS se introduce en un liposoma que puede ser fusionado al protoplasto de una planta (véase, p. €j., Deshayes, et
al. (1985), EMBO J., 4, 2731-2738) o se inserta directamente en el protoplasto de la planta mediante microinyeccion
intranuclear (véase, p. ej., Crossway. et al. (1986), Mol. Gen Genet., 202,179-185, y Reich, et al. (1986),
Bio/Technology, 4, 1001-1004). La microinyeccion es el método preferible para la transfeccién de protoplastos. El ADN y
las proteinas de union a ssADN también pueden ser microinyectadas en inflorescencias meristémicas. De la Pena et al.
(1987), Nature, 325, 274-276. Finalmente, los explantes de tejidos pueden ser transfectados mediante un microproyectil
de alta velocidad revestido del ADN y de las proteinas de unién al ssADN analogo a los métodos empleados para la
insercion de transgenes. Véase, p. €j., Vasil (1988), Bio/Technology, 6, 397; Klein, et al. (1987), Nature, 327, 70; Klein,
et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. 5 U.S.A., 85, 8502; McCabe, et al. (1988), Bio/Technology, 6, 923; y Klein, et al.,
Genetic Engineering, Vol 11, J. K. Setlow editor (Academic Press, N.Y., 1989). Estos explantes transformados se
pueden utilizar para regenerar por ejemplo diversos cultivos en serie. Vasil (1988), Bio/Technology, 6, 397.

Una vez que el ADN vy la proteina de unién a ssADN han sido insertados en la célula vegetal mediante cualquiera de los
métodos anteriores, la recombinacion homoéloga focaliza el oligonucleétido en el sitio apropiado del genoma de la planta.
Como en ejemplos anteriores, el oligonucleétido puede ser una serie de ssADN de solapamiento con extremos 5 o0 3’
protuberantes. Dependiendo de la metodologia empleada para la transfeccion, la seleccién se realiza en cultivos
tisulares del protoplasto transformado o en la célula vegetal. En algunos casos, las células que se pueden someter a un
cultivo tisular pueden ser obtenidas de una planta transformada de la generacion FO o de una generacién posterior.

La composicion de aminoacidos de diversas proteinas de reserva en el trigo y el maiz, por ejemplo, que se sabe que
son deficientes en lisina y triptéfano, también puede ser modificada. Los vectores de PNS pueden ser facilmente
disefiados para alterar codones especificos dentro de estas proteinas de reserva, para codificar lisina y/o triptéfano,
aumentando asi el valor nutricional de estos cultivos. Por ejemplo, la proteina zein del maiz (Pederson et al. (1982),
Cell, 29, 1015) puede ser modificada para que tenga un mayor contenido de lisina y triptéfano, mediante los vectores y
métodos de la invencion.

EJEMPLO 17

Creacion de cadenas hospedadoras bacterianas mejoradas para la recombinacién mediada por lambda en los
BAC

Transferencia de genes de recombinacion de lambda a las células DH10B

Para facilitar el uso de la recombinaciéon mediada por lambda con los BAC, se ha creado un sistema de recombinacion
mediado por fago para una recombinacion eficiente utilizando BAC. La cadena DH10B, a diferencia de la mayoria de las
demas cadenas de E. coli, se transforma eficientemente con ADN de BAC y contiene muchas de las bibliotecas
genomicas de BAC; se considerd una buena cadena hospedadora para la posterior modificacion.

Dado que DH10B es defectuosa en recA, no se pueden emplear los cruces genéticos estandar para colocar el profago
lambda defectuoso empleado para la recombinacidon mediada por lambda en la cadena DH10B de E. coli. Para superar
este problema, la DH10B fue primero convertida a recA+, a continuacion se cruzaron los genes de recombinacion de
lambda y la cadena se convirtié de nuevo a recA-, pero ya portando los genes de lambda.
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Para convertir la DH10B en recA+, un fago de transduccién de lambda que porta el gen recA+ fue utilizado para
lisogenizar DH10B creando el derivado DY303. En la cadena DY330 empleada para la recombinaciéon mediada por
lambda, el gen tet que confiere resistencia a la tetraciclina se inserté mediante recombinacién homéloga donde existe
delecion de cro-bioA, creando la cadena DY363. Un lisado de PI realizado en DY363 se utilizé para infectar DY303 y
mediante genética bacteriana estadndar el gen tet de la delecion de cro-bioA se cruzé en DY303. Esto somete a delecién
un largo segmento del ADN de lambda del liségeno, incluyendo el gen recA+. Este nuevo derivado de DH10B y DY 303
se denomina DY380, es RecA- y porta el marcador seleccionable tet sustituido por el segmento cro-bioA. Se observo
que las células DY380 eran transformadas con el ADN de BAC a eficiencias de 10°a 10™.

Creacion de derivados de DY380 que contienen los genes flpe o ere inducibles por arabinosa

La focalizaciéon de BAC a menudo hace uso de un marcador seleccionable para introducir la cassette de focalizacién en
el lugar focalizado. No obstante, el marcador seleccionable puede interferir en la funciéon subsiguiente del lugar
focalizado. Para resolver este problema, los inventores sefialaron que un marcador seleccionable flanqueado por sitios
FRT o loxp puede ser eliminado mediante recombinasas Flp o Cre, respectivamente. De este modo, los inventores han
creado dos nuevas cadenas, EL250 y EL350, sustituyendo en ultima instancia el gen tet de DY 380 por araC y poniendo
los genes flpe y cre bajo un promotor inducible por arabinosa. Los genotipos de DY380, EL250, y EL350 se muestran
esquematicamente en la FIG. 6. A pesar de que en este ejemplo se utilizé el promotor inducible por arabinosa Pgap,
basicamente se puede utilizar cualquier promotor inducible para activar la expresion de flpe y cre.

En el profago de DY 380, tet se encuentra entre cl857 y bioA. En el profago de EL250, flpe sustituye a tet (flpe es un flp
modificado genéticamente que tiene una eficiencia de recombinacién superior que el gen flp original; Buchholz et al.,
Nature Biotechnology 16: 657-662, 1998). De este modo, como se ilustra en la FIG. 6, tanto EL250 como EL350 tienen
funciones de recombinacion homologa inducibles por calor (los genes red de lambda) y funciones de recombinacion de
sitio especifico inducibles por arabinosa (flpe o cre). Esta doble regulaciéon permite tanto la focalizacion selectiva
mediante recombinaciéon como la posterior eliminacién del marcador de seleccion del lugar focalizado mediante
recombinacion de sitio especifico.

Planteamiento mejorado para introducir profagos lambda defectuosos en las bacterias: circulos de minilambda

Se ha desarrollado un método para introducir el sistema de recombinacion mediado por lambda de forma directa en
practicamente cualquier cadena de E. coli, incluyendo derivados de DH10B defectuosos en recA. Estos derivados
pueden portar BAC, PAC u otros vectores.

La cadena DY330 porta la delecién de genes del profago de cro a bioA. Este segmento sometido a delecién de A y biocA
fue sustituido para crear un derivado que contiene un liségeno de copia Unica de Acl857 totalmente normal. Los
lisbgenos de este tipo se pueden inducir a 42 °C para expresar funciones de A incluyendo las funciones de
recombinacion de Red. Dado que el A porta todos los genes de replicacion vy liticos, la induccion durante mas de 6
minutos provoca la muerte de las células que portan el liségeno. No obstante, al inducir durante menos de 6 minutos,
por ejemplo 4 minutos, las funciones de recombinacion solo se activan parcialmente, pero las células sobreviven cuando
se devuelven al cultivo a 32 °C. Empleando, por ejemplo, un tiempo de inducciéon de 4 minutos, se pueden generar
recombinantes mediados por A entre el ADN electroporado lineal y el cromosoma que incluye el ADN del profago. Asi, el
fago lambda en si puede ser empleado para lisogenizar y generar recombinantes en cadenas de BAC. No obstante, la
eficiencia de recombinacion seria baja, debido al reducido tiempo de induccion.

Las cassettes por PCR que contienen 5 genes para diferentes marcadores de resistencia a farmacos fueron
amplificadas [cat, kan, amp, tet, spec (strep)] con homologias a los flancos, a fin de sustituir genes del profago desde
cro hasta ea59 por los respectivos marcadores de farmacos, seleccionando con ese farmaco recombinantes resistentes
a 32 °C. Un segmento de ADN del profago contiguo desde la posicion de la base 38.044 del mapa de A en cro hasta la
posicion de la base 25.737 del mapa de A en sib es sustituido por las cassettes del farmaco (véase Court y Oppenheim).
Esta delecién elimina todos los genes de replicacion vy lisis del profago, creando un profago defectuoso similar al de la
DY330 original. La diferencia es que este profago tiene los dos sitios de union attL y attR en el término del profago,
mientras que DY330 tiene de attR a bioA sometido a delecidon como parte de la delecidon de cro-bioA.

Este conjunto de cadenas (con las respectivas cassettes del farmaco) puede ser inducido durante tiempos mas
prolongados que el lambda completo sin matar las células, proporcionando asi una actividad de recombinacién
homdloga méaxima como con la DY330. El operdn PL de estos profagos incluye los genes int y xis. La induccion activa
su expresion y, dado que tanto attL como attR se encuentran presentes, causa la escision de sitio especifico del profago
como un circulo de ADN que porta su marcador de farmacos asociado. Las células que se someten a induccion durante
15 minutos pueden perder el profago original. Esto ocurre en aproximadamente el 50% de las células. El otro 50%
todavia cuenta con el profago. EI 50% con el profago es probable que ocurra mediante la reintegracion del ADN circular
en el sitio del attB vacio mediante recombinacion de sitio especifico mediada por Int.

El ADN del profago defectuoso puede ser aislado y purificado a partir de estos lisdégenos, si después de una induccién
de 15 minutos, las células son lisadas y el ADN es aislado mediante protocolos de purificacion de plasmidos, es decir en
columnas Qiagen. EI ADN del fago circular con sus marcadores de farmacos puede ser purificado. Este ADN no puede
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replicarse tras la retransfeccion en cadenas de E. coli, pero puede expresar su operén PL y funcién Int para permitir la
integracion del ADN circular mediante recombinacion de sitio especifico entre el attP del ADN circular y el attB del
cromosoma bacteriano. Solamente las funciones IHF del hospedador e Int son necesarias para la recombinacién de sitio
especifico. Estos ADN integrados son estables, son inmunes y pueden ser seleccionados por el marcador de farmacos
que porta cada uno.

Dado que RecA no es necesario para la recombinacion mediada por Int de sitio especifico, los derivados de DH10B
pueden ser utilizados para la transformacion y para la integracién del ADN de fago defectuoso circular, seleccionado su
marcador de farmacos apropiado.

El profago mini-lambda defectuoso también puede ser inducido como parte de un diliségeno en el que hay un fago
lambda C1857 completo presente. El lisado del fago creado por esta induccion de 90 minutos a 42 °C en L-Broth genera
particulas de fago lambda normal, asi como particulas que contienen el ADN del profago mini-lambda defectuoso (en
terminologia A, particulas docL). La infeccion de estos lisados en las células (p. ej., DH10B) permite la inyeccién de ADN
del profago mini-lambda, la recombinacion de sitio especifico y la seleccion del marcador de farmacos portado por ese
ADN.

EJEMPLO 18
Una estrategia mejorada y reactivos mejorados para laingenieria de BAC

Para testar el sistema del profago del Ejemplo 17 en ingenieria de BAC, se investigd la eficiencia de la recombinacion
de BAC en células EL250. En los experimentos descritos en este ejemplo, una cassette seleccionable fue focalizada
para un lugar especifico de neurona de ratéon en un BAC de 250 kb. El BAC fue entonces modificado para mejorar su
utilidad en posteriores estudios genéticos con ratones. Estos experimentos validaron una estrategia mejorada y
proporcionaron reactivos mejorados para la ingenieria de BAC, empleando el sistema de recombinacion de lambda.

El gen Eno2 esta ubicado en medio de 284H12, un BAC completamente secuenciado (obtenido de Research Genetics;
Ansari-Lari et al., Genome Research 8: 29-40, 1998). El gen Eno2 fue focalizado, dado que se trata de un gen
especifico neural y se expresa en la mayoria de las neuronas maduras (Marangos y Schmechel, Annual Review of
Neuroscience 10: 269-295, 1987). Al inactivar eno2 y sustituirlo por una cassette que contenia cre, se creé una linea
transgénica de BAC que expresa Cre en todas las neuronas maduras (descrito en el Ejemplo 20). Esta linea transgénica
de BAC resulta util para posteriores estudios de knockout condicionales. Los inventores emplearon un planteamiento de
BAC en parte porque los BAC son lo suficientemente largos como para contener todas las secuencias reguladoras
importantes necesarias para una buena regulacion de la expresion genética.

A continuacion se describe la construccién de la linea transgénica de BAC con expresion de Cre especifica neuronal.
Generacion de la cassette de focalizacion y de células EL250 que contienen BAC

La cassette de focalizacion IRES-eGFPcre-FRT-kan-FRT fue amplificada por PCR a partir de pICGN21, que se
construyé subclonando un fragmento de 1,9 kbp digerido con Hinlll/Accl y ocupado con FRT-kan-FRT de pFRTneo en el
sitio de clonaciéon ocupado y digerido con NoTI/Bcll de pIRESeGC. La cassette IRES-eGFPcre-FRT-kan-FRT fue
amplificada utilizando cebadores de 63 nt quiméricos. Los 21 nt del extremo 3’ de cada cebador eran homdlogos a la
cassette de focalizacion empleada para la amplificacion, mientras que los 42 nt del extremo 5’ eran homadlogos al ultimo
exon de Eno2 en el que se iba a focalizar la cassette mediante recombinacién. Los cebadores fueron disefiados para
focalizar con precision la cassette en sentido descendente del codén de parada de Eno2 y en sentido ascendente de su
sitio de polyA.

El BAC 284H12 CL e contenia Eno2 fue electroporado en células EL250 y se seleccionaron seis colonias resistentes a
cloranfenicol (Cm"). La digestion de ADN de BAC de seis colonias Cm® con EcoKL o Hindlll demostré que una tenia un
patron de dlgestlon anomalo. No obstante, en otros experimentos de electroporacién de BAC que implicaban el analisis
de mas de 76 colonias adicionales no se identific6 ningin BAC andmalo. Estos resultados indican que las
reorganizaciones de BAC durante la electroporacién son raras. Los experimentos posteriores se realizaron con colonias
EL250 resistentes a Cm~® que contenian BAC con unos patrones de digestion de EcoRL y/o Hindlll apropiados.

Generacibn y aislamiento de un BAC con un lugar eno2 alterado

A continuacién, el BAC 284H12 BAC fue modificado para alterar el lugar eno2 con la cassette de focalizacion IRES-
eGFPcre-FRT-kan-FRT. Los métodos empleados en estos experimentos fueron similares a los descritos extensamente
en el presente y en Yu et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97: 5978-5983, 2000). El planteamiento se ilustra
esquematicamente en la FIG.7

Las células EL250 que portan el BAC 284H12 se pasaron a 42 °C durante 15 minutos para inducir la expresion de
lambda Exo, Beta, y Gam. Las células fueron entonces electroporadas con 300 ng de Ia cassette IRES-eGFPcre-FRT-
kan-FRT amplificada y se seleccionaron las colonias resistentes a la kanamicina (Km ). Un fenotipo resistente a la
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kanamicina indicaba que la cassette de focalizacion se integré con éxito en el BAC 284H12 (ilustrado como
"Focalizacién," FIG. 7, en el centro). Se obtuvieron aproximadamente 5.200 colonias KmR de 10° células electroporadas
para una eficiencia de focalizacién aproximada de 10, No se obtuvo ninguna colonia de las células de control no
inducidas por calor. Por tanto, la expresién de recombinasa de lambda fue necesaria para una recombinacién eficiente.

Se analizaron 24 colonias resistentes a la kanamicina con PCR de célula completa, utilizando cebadores que
flanqueaban el lugar focalizado. Los resultados de la PCR indicaron que todas fueron correctamente focalizadas. Sin
embargo, la secuenciacion de la regién focalizada de seis colonias demostrod que tres portaban mutaciones puntuales.
Para determinar si estas mutaciones puntuales se introdujeron durante la amplificacion por PCR o durante la
recombinacidon homologa, se repitié la focalizacién. Sin embargo, en esta ocasion la cassette IRES-eGFPcre-FRT-kan-
FRT amplificada por PCR fue subclonada en el sitio Smal de pBluescript mediante el enlace del extremo romo antes de
la focalizacion y se identificaron los plasmidos que portaban cassettes amplificadas de tipo salvaje mediante
secuenciacion de ADN. Estas cassettes fueron entonces liberadas del plasmido mediante digestion de BanHI y se
utilizaron para la focalizacién. Utilizando este método de dos pasos, los 12 BAC focalizados que fueron posteriormente
secuenciados contenian cassettes IRES-eGFPcre-FRT-kan-FRT de tipo salvaje. Estos resultados indican que las
mutaciones puntuales fueron introducidas por los cebadores empleados o durante la amplificacion por PCR de la
cassette de focalizacién, y no durante la focalizacion.

Eliminacion del marcador de resistencia a kanamicina

A continuacion, el marcador seleccionable kan fue eliminado del BAC para evitar su posible interferencia en la expresién
de Cre. Este proceso se inici6 mediante tratamiento con arabinosa, que induce a las células EL250 a expresar la
recombinasa Flpe. El proceso se ilustra en la Fig. 7, linea inferior (“Salida de kan")

Los cultivos nocturnos de colonias Km® tnicas fueron diluidos 50 veces en medio LB y cultivadas hasta ODggo = 0,5. La
expresion de Flpe de las células EL250 fue entonces inducida por incubacién de los cultivos con 0,1% de L-arabinosa
durante 1 hora. Las células bacterianas fueron posteriormente diluidas 10 veces en medio LB, cultivadas durante otra
hora mas y extendidas en placas de cloranfenicol (12,5 ug/ml). Al dia siguiente, se recogieron 100 colonias CmR y se
volvieron a poner en placas de kan (25 ug/ml) para testar la pérdida de resistencia a la kanamicina. La resistencia al
cloranfenicol indica que la célula conservaba el BAC, mientras que la sensibilidad a la kanamicina indica que kan se ha
eliminado con éxito del BAC. Todas las colonias eran Km® y contenian un dnico sitio FRT en el lugar focalizado.

Sin limitarse a la teoria, es probable que la eficiencia de recombinacion sorprendentemente elevada refleje el estrecho
control de la expresion de Flpe que proporciona el promotor Pgap de copia Unica y el gen flpe, y el hecho de que los
sitios FRT se encuentran ubicados en cis, en lugar de en trans entre si.

Eliminacion de un sitio loxP indeseable en el segmento principal del vector BAC

Un sitio loxP incluido en el segmento principal del vector BAC (pBeloBACI 1; Shizuya et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
89: 8794-8797, 1992) fue eliminado mediante una ronda final de focalizacion genética.

Para facilitar la eliminacion de este sitio loxP indeseable, se construyé un nuevo plasmido, pTamp, que contiene un gen
amp flanqueado por 920 bp de la secuencia pBeloBAC11 ubicada en el extremo 5’ del sitio loxP y 370 bp de la
secuencia pBeloBAC11 ubicada en el extremo 3’ del sitio loxP. Este elemento insertado amp puede ser eliminado de
pTamp mediante digestién de BamHI y utilizado para sustituir el sitio loxP en el transgen de BAC mediante focalizacion
geneética. Esta reaccion de focalizacion es muy eficiente debido a la gran cantidad de homologia entre la cassette de
amp y el vector pBeloBAC11 (56.200 colonias por 10® células electroporadas).

Tras la eliminacién del sitio loxp indeseado, el BAC 284H12 modificado se utilizé en los estudios con ratones
transgénicos descritos en el Ejemplo 20.

EJEMPLO 19
Subclonacién por reparacion de gap

Este sistema de recombinacién mediado por A también se puede emplear para subclonar fragmentos de BAC, sin utilizar
enzimas de restriccion ni ligasas de ADN. Esta forma de subclonacion confia en la reparacion de huecos para
recombinar los extremos libres de un vector de plasmido lineal con secuencias homoélogas portadas en el BAC (FIG. 8).
El método se puede adaptar facilmente a otras formas de ADN intramolecular y extracromosémico, como plasmidos,
cromosomas artificiales de levadura, cromosomas artificiales de Pl y césmidos. Este nuevo método combina la
recombinaciéon mediada por lambda con la reparacién de huecos para permitir la recombinacién de segmentos de ADN
muy largos en un vector extracromosomico.

El vector del plasmido lineal con un marcador seleccionable amp y un origen de replicacion porta los extremos
recombinogénicos (FIG. 8B). El vector es generado mediante amplificacion por PCR empleando dos cebadores
quiméricos. Los 45-52 nt del extremo 5’ de cada cebador son homdlogos a los dos extremos de la secuencia de BAC
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que se va a subclonar, mientras que los 20 nt del extremo 3’ son homdlogos al ADN del plasmido. La recombinacion
genera un plasmido circular en el que el elemento insertado de ADN se recupera del ADN del BAC mediante una
reparacion de gap. Los plasmidos circulares son seleccionados por su AmpR.

Para determinar el fragmento de tamafio maximo que se puede subclonar de los BAC utilizando este método, se
generaron varios pares de cebadores diferentes en los que los segmentos de homologia estaban ubicados a 25 kb, 48
kb, 60 kb, u 80 kb de distancia del ADN del BAC de Eno2 (Fig. 8A). Los sitios de restriccion de corte poco frecuentes
Notl y Sall también se incorporaron a estos cebadores, de forma que los fragmentos subclonados pudieron ser liberados
de los clones recombinantes intactos. Utilizando pBluescript como vector de clonacion, resulté posible subclonar el
fragmento de 25 kb. No obstante, los intentos de subclonar fragmentos mas largos fracasaron. Como posible explicacion
de este resultado, se planted la hipétesis de que los subclones que contenian fragmentos mas largos en un vector de
alta copia como pBluescript eran toxicos para la célula.

Para determinar si la hipotesis era correcta, un vector con un nimero de copias menor (pBR322, con su elemento de
control del numero de copias intacto) fue utilizado como vector de clonacién. Con un vector pBR322 se pudieron
subclonar fragmentos de hasta 80 kb de largo. No todos los subclones obtenidos mediante reparacion de gap tenian los
elementos insertados correctos (tal y como se determind mediante un andlisis del patron de la enzima de restriccion).
Algunos subclones carecian de elementos insertados mientras que otros contenian elementos insertados con patrones
de restriccion aberrantes. A fin de confirmar que se ha subclonado el elemento insertado correcto, a la hora de utilizar la
subclonacién mediante reparacion de gap se puede emplear un método de exploracion de subclones para garantizar
que los subclones seleccionados contienen el elemento insertado deseado. Estos métodos incluyen el mapeo de la
restriccion, la secuenciacion, el andlisis por PCR, el analisis Southern, etc., y otros métodos bien conocidos por aquellos
con conocimientos en la técnica.

La capacidad para subclonar grandes fragmentos de ADN gendémico mediante reparacion de huecos deberia facilitar
muchos estudios de investigacion del genoma que resultaban dificiles o imposibles de realizar anteriormente. Por
ejemplo, la reparacion de huecos para la clonacion en vectores se puede utilizar con muchos vectores diferentes
empleados para la expresion de proteina en bacterias, plantas y células de animales; mutagénesis; clonacion;
transcripcion, etc. Los vectores de focalizacion o estructuras transgénicas se pueden subclonar con facilidad, y
practicamente cualquier regidon del BAC modificado se puede ahora incluir en el subclon deseado.

La recombinacion mediada por lambda combinada con la reparacién de huecos hace posible subclonar fragmentos de
mezclas complejas sin purificar primero el ADN que se va a subclonar. Esto facilita en gran medida el proceso de
subclonacién y permite una subclonacién de alta produccién de decenas de miles de genes o moléculas de ADN en los
segmentos principales de muchos vectores diferentes. Esto facilitara en gran medida los estudios disefiados para
determinar la funcién de los genes descubiertos en los proyectos de secuenciacidon a gran escala. Por ejemplo, los
clones de ADNc para genes de funcidon desconocida pueden ser subclonados en muchos vectores de expresion
diferentes y la funcién de estos estudios de genes en ensayos basados en células in vitro o en el animal completo. Este
tipo de subclonacién no confia en la amplificacién por PCR, que puede introducir mutaciones indeseadas en las
secuencias subclonadas.

La subclonacién por reparacién de huecos también facilita la identificacion de regiones de control de lugares u otros
elementos reguladores que se pueden ubicar a cierta distancia del gen. Muchos de estos elementos potenciales estan
siendo identificados en la actualidad mediante técnicas como la secuenciacion comparativa del genoma. Algunos
ejemplos incluyen islas de patogenicidad, origenes replicativos y elementos de segregacion. La capacidad para
modificar con precisidon estas secuencias reguladoras en los BAC, combinada con la capacidad para incluirlas o
excluirlas durante el proceso de subclonacion, permitira analizar detenidamente la funciéon de estas secuencias en el
animal completo o in vitro a un nivel que anteriormente no resultaba posible.

EJEMPLO 20
Produccién de ratones transgénicos empleando BAC

Los Ejemplos 17 y 18 describen la estructura de un BAC modificado que se considera que contiene todas las
secuencias reguladoras necesarias para la expresion de Cre especifica neural en los ratones transgénicos. Para
investigar esta hipotesis, el BAC modificado descrito en el Ejemplo 18 fue inyectado en cigotos F> (C3H/HeN-Mtv™ X
C57BL/6Ncr). A continuacion, se establecié una linea transgénica de BAC que porta aproximadamente dos copias del
transgen.

Ademas de la linea transgénica de BAC, también se establecieron dos lineas transgénicas que portan 20 subclones de
25-kbp del BAC. Los subclones de 25 kbp portan toda la regién de codificacion de Eno2 modificado, asi como 10 kbp de
secuencia flanqueadora del extremo 5’ y 5 kbp de secuencia flanqueadora del extremo 3’, respectivamente. Una linea
transgénica, 25kbp-l, porta aproximadamente cuatro copias del transgen, mientras que la segunda, 25kbp-2, porta
aproximadamente cinco copias del transgen. Asi, la expresion de Cre en la linea transgénica de BAC se podria
comparar con la expresion de Cre en las lineas transgénicas que portan el subclon.
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Los ratones transgénicos se cruzaron con los ratones informantes ROSA26, que contienen un informante lacZ que se
puede activar mediante recombinasa de Cre (Soriano, Nature Genetics 221:70-71, 1999). Posteriormente se analizaron
heterocigotos dobles mediante tincion de X-gal a las cuatro semanas de edad.

Se examinaron varios tejidos diferentes para comprobar la expresion de X-gal, incluyendo el cerebro, la médula espinal,
el ojo, el pulmoén, el corazén, el intestino, el muasculo, el higado, el bazo y el rifidn. Las células tefiidas de azul se
encontraron solamente en tejido neural en las tres lineas transgénicas, lo que indica que tanto el BAC como el subclon
de 25 kbp contienen los elementos reguladores necesarios para la expresion especifica neural. No obstante, el patron
de actividad de Cre fue diferente en las tres lineas. Los cortes con vibratomo del cerebro de los ratones transgénicos
BAC mostraron células tefiidas de azul en toda la materia gris, pero no en la materia blanca, lo que es indicativo de la
actividad de Cre en la mayoria de las neuronas pero no en las células gliales. Por lo contrario, la tincion de X-gal en los
ratones transgénicos de 25kbp-l y 25kbp-2 estuvo presente solamente en un subconjunto de neuronas y la expresion
era variable entre las dos lineas diferentes.

Un aumento de mayor potencia del cerebelo de los ratones transgénicos BAC demostrd que Cre estaba expresado
practicamente en todas las células neuronales. Esto incluia las células de Purkinje en la capa de Purkinje, células
granulares y células de Golgi en la capa granular, células en cesta y células en estrella en la capa molecular y neuronas
de nucleos cerebelosos profundos. Por contra, en la linea 25kbp-I, Cre solamente estaba expresado en un subconjunto
de células Golgi, ademas de en algunas células en la capa granular y de Purkinje. Las células gliagles de la materia
blanca también expresaban Cre, lo que es indicativo de una expresién mas suave. En la linea 25kbp-2, la expresién de
Cre se limitaba a la materia gris e incluia diversos tipos de células neuronales, incluyendo la mayoria de las células en
cesta, células en estrella, células de Purkinje y neuronas de nucleos cerebelosos profundos. Por contra, eran pocas las
células granulares y células de Golgi en la capa granular que expresaban Cre.

Un aumento a mayor potencia del hipocampo y la corteza demostré unos resultados similares. En el hipocampo de los
ratones transgénicos BAC, practicamente todas las neuronas de la regién del Cornu Ammonis (CA) y el dentate gyrus
(DG) expresaban Cre. Lo mismo sucedia en la corteza, donde las seis capas de la corteza que contenian neuronas
(capas II-VI) expresaban Cre. Por contra, el hipocampo de los ratones transgénicos 25kbp-I mostraba una expresion de
Cre reducida en el DG (Fig. 4E) y en las capas Il y VI de la corteza. Los ratones transgénicos 25kbp-2 mostraron unos
niveles de expresion de Cre incluso inferiores en el DG. Las regiones CA1 y CA2 de CA tampoco expresaban Cre. La
expresion de Cre también se vio notablemente reducida en la corteza, concentrandose en las capas Il y Il la mayor
parte de la reduccion.

La actividad de Cre en la médula espinal, el ganglio de la raiz dorsal (DRG) y la retina de los ratones transgénicos
también fue examinada, a fin de determinar si Cre se habia expresado en las neuronas maduras dentro del sistema
nervioso periférico. De forma similar a lo que se observo en el sistema nervioso central, Cre se expresé en la mayoria
de las neuronas periféricas maduras de los ratones transgénicos BAC, mientras que un menor nimero de neuronas
periféricas expresaba Cre en las dos lineas de ratones transgénicos 25kbp (datos no mostrados).

Para determinar si Cre se expresaba en todas las neuronas positivas en la proteina Eno2, una seccién del cerebro de
un animal transgénico BAC fue sometida a inmunotinciéon con un anticuerpo anti-Eno2, seguida de tinciéon con X-gal,
para detectar la actividad de Cre. Practicamente todas las neuronas Eno2-positivas mostraban actividad de Cre. Asi, la
expresion de Cre en los animales transgénicos BAC estaba correlacionada directamente con la actividad nativa del
promotor-facilitador de Eno2 de ratén.

La presente solicitud, en particular los Ejemplos 17-20, describe un sistema de recombinacion altamente eficiente para
manipular ADN de BAC en E. coli. El sistema de recombinacion emplea un profago lambda defectuoso para
proporcionar funciones que protegen y recombinan la cassette de focalizacion de ADN lineal electroporado con la
secuencia de BAC. Dado que las funciones de recombinacion se expresan por un profago defectuoso y no por un
plasmido, las funciones de recombinacién no se pierden durante el cultivo celular, tal como suele ocurrir con los
sistemas basados en plasmidos. Otra ventaja de este sistema de profago es que los genes de recombinacién gam y red
de lambda se encuentran bajo el control del represor A sensible a la temperatura, que proporciona un control mucho
mas estricto de la expresién de gam y red que la que se puede obtener en los pldsmidos Esta estricta regulacion,
combinada con el sélido promotor PL de lambda, que impulsa la expresion de gam y red hasta niveles muy elevados,
hace posible conseguir frecuencias de recombinacién que son sorprendentemente eficientes (al menos 50-100 veces
superiores que las obtenidas con sistemas basados en plasmidos; Narayanan, et al., Gene Therapy 6: 446: 442-
447,1999; Muyers et al., Nucleic Acids Research 27: 1555-1557, 1999). El estricto control evita la expresion de cualquier
funcién de recombinacion, salvo por la induccién por temperatura durante 15 minutos.

La capacidad de manipular de forma precisa grandes fragmentos de ADN gendmico, independiente de la ubicacién de
los sitios de la enzima de restriccion apropiados, tiene muchas aplicaciones para la genémica funcional, tanto en el raton
como en otros organismos. Como se muestra en el presente, se puede introducir Cre en las regiones de codificacion de
genes contenidos en BAC, facilitando la generacion de lineas transgénicas que expresan Cre, para su uso en estudios
de knockout condicionales o en estudios de expresién genética condicionales. Los genes también pueden ser un
epitopo etiquetado y microinyectado en la linea germinal de los ratones que portan una mutacion en el gen. Si el
transgen etiquetado con el epitopo rescata el fenotipo mutante, la proteina etiquetada con el epitopo es funcional y la
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etiqueta del epitopo puede servir como marcador para la expresion del gen. Del mismo modo, un gen incluido en un
BAC puede ser sustituido por otro gen y la funcion de la mutaciéon “knock-in” puede ser ensayada en los ratones
transgénicos.

Este sistema de recombinacion también facilita la generacion de vectores de focalizacién condicionales complicados. A
pesar de que la generacién de estos vectores a menudo solia ocupar varios meses, ahora se puede hacer solamente en
unas pocas semanas. La capacidad para expresar reversiblemente recombinasas Cre o Flpe en E. coli acelera este
proceso todavia mas. Por otra parte, como se ha demostrado en el Ejemplo 18, ahora se puede introducir un marcador
seleccionable flanqueado por sitios loxP o FRT en un intrén de un gen y posteriormente retirarlo mediante expresion
transitoria de Cre o Flpe, dejando detras un unico sitio loxP o FRT en el intron.

EJEMPLO 21
Recombinacién de BAC sin seleccion de farmacos

La alta eficiencia de la recombinacion descrita en el Ejemplo 18 y en otras partes de estos ejemplos sugeria que la
focalizacién podria resultar posible sin seleccion de farmacos. La focalizacion directa sin seleccion de farmacos
ofreceria una serie de ventajas significativas. En particular, facilitaria experimentos gendémicos en los que la presencia
de una cicatriz de un marcador seleccionable, o incluso de un FRT o loxP, podria resultar indeseable.

Para demostrar que la focalizacion se puede conseguir sin seleccion de farmacos, una etiqueta FLAG de 24 bp fue
focalizada para el extremo 5 del gen que contiene la caja de SRY4 (Sox4) en un BAC de 125 kb. Para estos
experimentos, se generd una cassette de focalizacion de 114 bp en la que dos brazos homoélogos de 45 bp del gen
Sox4 flanqueaban la secuencia de FLAG de 24 bp. Este fragmento de ADN se creé sintetizando dos oligonucleétidos de
79 bp que se solapaban en sus extremos 3’ en 44 bp. Estos solapamientos fueron anillados y rellenados con Taq
polimerasa.

La expresion de genes de recombinasa de lambda por parte del profago defectuoso fue inducida por calor en las células
DY380 portadoras del BAC de Sox4. A continuacion, la cassette etiquetada con FLAG fue introducida en las células
mediante electroporacion. A continuacion, las células se extendieron en placas LB hasta una densidad de 2.000 células
por placa. Las colonias que contenian la etiqueta FLAG fueron posteriormente identificadas mediante hibridaciéon de
colonias, empleando una sonda de oligonucleétidos especifica de FLAG de 30 bp (etiqueta FLAG de 24 bpy 3 bp a
cada lado que eran homologos al sitio focalizado de Sox4).

Entre 3.800 colonias estudiadas de células no inducidas, no se identificd ninguna colonia FLAG-positiva. Por contra,
siete colonias FLAG-positivas se identificaron en 4.210 colonias obtenidas de células inducidas para una frecuencia de
focalizacion total de 1,7 X 10™. La amplificacion por PCR y la secuenciacion directa demostraron que cada una de las
siete colonias FLAG-positivas estuvo correctamente focalizada.

Como se ha demostrado de forma inequivoca en este ejemplo, la eficiencia de recombinacion sorprendentemente
elevada que ofrece este sistema de recombinacion hace posible manipular el BAC u otro ADN sin seleccién de
farmacos. Las mutaciones puntuales, deleciones o inserciones se pueden practicar ahora en cualquier gen de un BAC,
en ausencia de un desconcertante marcador de seleccién de farmacos incorporado o de un sitio loxP o FRT. En los
casos en los que el gen es mutado en la enfermedad humana, se pueden realizar la mutaciones que causan la
enfermedad exacta en el BAC, para analizar el efecto de las mismas en ratones transgénicos.

EJEMPLO 22
Materiales y métodos empleados en los Ejemplos 17-21

Cadenas bacterianas Todas las cadenas empleadas salvo DH10B se mantuvieron a 32 °C debido al profago inducible
por temperatura. DY303 se construyé infectando células DH10B (Gibco) con un fago A que portaba recA (Acl857 recA’)
(cortesia de F. W. Stahl) y se seleccionaron liségenos. La cadena EL11 se construyé sustituyendo el gen tet de DY380
por una cassette que contenia los genes cat y sacB seleccionando CmR. Las células EL11 son Tet®, cm® y sensibles a
la sacarosa al 2%. La cadena EL250 se construyé sustituyendo la cassette cat-sacB de las células EL11 por araC y el
gen de la recombinasa de flpe impulsado por el promotor de arabinosa (Pganflpe), seleccionando en presencia de
sacarosa. Las células EL250 son resistentes a la sacarosa al 2%. La cadena EL350 se construyé de manera similar,
salvo por cre en lugar de flpe.

Construccion de plasmidos.La cassette de focalizacion IRES-eGFPcre-FRT-kan-FRT fue amplificada por PCR a partir
de pICGN21, que se construy6 subclonando un fragmento de 1,9 kbp digerido con Hinlll/Accl y ocupado con FRT-kan-
FRT de pFRTneo en el sitio de clonaciéon ocupado y digerido con NoTI/Bcll de pIRESeGC. El FRTneo se construyd
amplificando el gen kan junto con el promotor de lactamasa Beta de pEGFP-CI (Clontech) con los cebadores5'CTGC
AAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCC AGGGTTTTCGTC AGGTGGCACTTTCGGG (SEQ ID NO: 13) vy
5'CTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG (SEQ ID NO: 14). El fragmento amplificado fue después focalizado entre los sitios
FRT de pNeop-gal (Stratagene). El pIRESeGC se genero insertando el fragmento eGFPcre ocupado y digerido con
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Nhell/Mlul de 2 kbp de pEGC en el sitio de clonacion ocupado y digerido con 5amHl de 3,5 kbp de
pNTRIacZPGKneoloxP (Arango et al, 1999). El pEGC se generd subclonando un fragmento por PCR de EcoRVKpnl de
1,05 kbp que contenia el gen cre de pGKmncre (cortesia de P. Soriano) en el sitio EcoKVKpnl de pEGFP-CI. Este
fragmento por PCR se generé6 amplificando el gen cre de pGKmncre con los cebadores
5'GTAGGTACCTCGAGAATCGCCATCTTCCAGCAGGC (SEQ ID NO: 15) yS5TCGAATTTTCTGCATCCAATTTACT
GACCGTACACC (SEQ ID NO: 16), que contenian sitios de clivaje de EcoRI y Kpnl, respectivamente, en sus extremos
5.

Para construir el vector pTamp, el a/wp-focalizado pBeloBACI 1 fue primero generado sustituyendo el sitio loxP de
BeloBAC11 (Shizuya et al., 1992) por el gen amp amplificado por PCR de pEGFP (Clontech). Los cebadores empleados
para la amplificacion son 5' GCAA GTGTGTCGCTGTCGA CGA GCTCGCGA GCTCGGA CA TGA GGTTGTCTT AG A
CGTCAGGTGGCAC (SEQ ID NO: 17) y5'CATAGTTAAG CCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGA
ACCTCACGT TAAGGGATTTTGGTC (SEQ ID NO: 18), que son homologos al gen amp de pEGFP (normal) y a las
secuencias que flanquean el sitio loxP en pBe10BAC11 (cursiva). Un fragmento por PCR de 2,4 kbp amplificado a partir
de pBe10Bacl 1 focalizado en amp con los cebadores 5’GCAGGATCCAGTTTGCTCCTGGAGCGACA (SEQ ID NO: 19)
y 5TGCAGGTCGACTCTAGAGGATC (SEQ ID NO:20) fue posteriormente clonado en el sitio ocupado y Xhol/Xbal de
pCS (Stratagene) para crear el vector pTamp. La cassette de amp de 2,4 kbp que contenia un gen amp junto con 920
bp del extremo 5’ y 370 bp del extremo 3’, la secuencia del vector pBe10BAC11 que flanquea el sitio de loxP puede ser
liberada mediante digestién de BamHI y empleada directamente para sustituir el sitio de loxP en cualquier BAC derivado
de pBeloBACI 1 con amp.

El vector pK04 que contiene la cassette de focalizacion cat-sacB es un derivado de pK03 (Link et al., 1997) en el que se
han sometido a delecién 605 bp entre cat y sacB.

La cassette de focalizacion araC-Pgapflpe fue amplificada a partir de pBADflpe, que se construyd subclonando un
fragmento Pstl/Kpnl de 1,4 kb de pOGFlpe (Buchholz et al., 1998) en pBAD/MycHis-A (Invitrogen). La cassette de
focalizacién araC-Pgapcre fue amplificada a partir de pBADcre, que se construy6é introduciendo un fragmento
Hindlll/Ncol de 1,2 kb de pGKmncre en pBAD/His-C (Invitrogene).

Cebadores de amplificacion para la focalizacién o reparacion de huecos de ADN de cassettes. Para todos los cebadores
recogidos a continuacion, los nucleétidos en cursiva son homélogos a la secuencia focalizada, mientras que los que
aparecen en letra normal son homodlogos a las cassettes de amplificacion. La cassette Tet® empleada para la
focalizacién de cro-bio en DY330 fue amplificada de Tn10 con los cebadores:5TGGCGGTGA TAA TGGTTGCA TGTA
CTAA GGA GGTTGTA 7/GCTCTTGGGTT ATC AA GAGGG (SEQ ID NO:21) y5 'GGCGCTGCAAAAA
TTCTTTGTCGAA CA GGGTGTCTGGA 7XACTCG AC ATCTTGGT TACCG (SEQ ID NO:22). La cassette cat-sacB
empleada para sustituir el gen tet en DY363 fue amplificada de pKO4 con los cebadores:5TGGCGGTGA TAA
TGGTTGCA TGTA CTAA GGA GGTTGTA 7/GCTGTGACGGAAGATCACTTCG (SEQ ID NO:23)
y51GGCGCTGCAAAAA TTCTTTGTCGAA CA GGGTGTCTGGA rCCTGAGGTTCTT ATGG CTCTTG (SEQ ID NO:24).
Las cassettes araC-Pgapflpe y araC-Pgapcre empleadas para la sustitucion de cat-sacB en EL11 fueron amplificadas de
pBADflpe y pBADcre con los cebadores:5TGGCGGTGA TAA TGGTTGCA TGTA CTAA GGA GGTTGTA
TGAAGCGGCATGCATA ATGTGC (SEQ ID NO:25) y5'GGCGCTGCAAAAA TTCTTTGTCGAA CA GGGTGTCTGGA
TXCTGTGTCCTACTC AG GAGAGCGTTC (SEQ ID NO:26). La cassette IRES-eGFPcre-FRT-kan -FRT empleada para
la focalizacién del lugar Eno2 fue amplificada de pIGCN21 con los
cebadores:5'CGCTTCGCGGGACATAATTTCCGAAATCCCAGTGTGCTGTGAGCCAAGCTATCGA ATTCCGCC (SEQ
ID NO:27) y5'GA GGCTCCA GGA GAA TGA GA TGTTCCCGCGTTCA GGCAA GCGCTATTCC AGAAG TAGTGAGGA
(SEQ ID NO:28). Los oligonucledtidos empleados para focalizar la cassette flag en el extremo 5’ del gen Sox4 fueron
anillados y extendidos con polimerasa, empleando los cebadores: 5 'GCGAGCGTGTGA
GCGCGCGTGGGCGCCCGGCAA GCCGGGGCCA TGG ATT AC A AGGATGACGACGATAAGGTACAACAGA (SEQ
ID NO: 29) y 5GGCCA GCA GA GCCTCAGTGTTCTCCGCGTTGTTGGTCTGTTGTA CCTTATCGTCG
TCATCCTTGTAATCCATGGCCCCC (SEQ ID NO:30).

El derivado de pBR322 lineal empleado para subclonar el fragmento de 25 kbp del lugar Eno2 modificado fue
amplificado con los cebadores:5'CTCTCCA TGCCTGTCTGGGTGA GGGTGGCCCAGGGGCGA TGGCTA TGA GA GA
GG TCGACTTCTTAGACGTCAGGTGGCAC (SEQ ID NO:31) (Eno2-C-L1) y GCAA TGCA GA GAA GCCTTGTA
CTGGGA TGA CA GA GA CGGA GGGGAA GA GGA GGCG GCCGCGATACGCGAGCGAACGTGA (SEQ ID NO:32)
(Eno2-C-R1/2). Los cebadores de amplificacion para los otros experimentos fueron: fragmento modificado de 48 kbp,
5'GA CTTCTA TGA CCTGTA CGGA GGGGA GAA GTTTGCGACGTGACA GA GCTGGTCGT
CGACTTCTTAGACGTCAGGTGGCAC (SEQ ID NO:33) (Eno2-C-L2/3/4) y Eno2-C-RI/2; fragmento modificado de 60
kbp, Eno2-C-L2/3/4 y5'GCCCCATACACGTAAATGTACATA GAATCACACAGCATCA CTTCTA TGGA TGCGGC
GGCCGCGATACGCGAGCGAACGTGA (SEQ ID NO:34) (Eno2-C-R3); fragmento modificado de 80 kbp, Eno2-C-L2/3/4

y

5'CATCCA GTA GAA CTTGGGA GTGAAGCTA GA GCCAA GGCCATCTAA GTGA CAGGCG
GCCGCGATACGCGAGCGAACGTGA (SEQ ID NO:35) (Eno2-C-RA). Estos cebadores contenian regiones del extremo
5' homélogas a la secuencia diana y regiones del extremo 3' homodlogas a pBR322. Los productos de la PCR fueron
purificados utilizando un equipo de extraccion de gel Qiaex U (Qiagen) y digeridos con Dpnl para eliminar la plantilla
contaminada.
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Preparacion de células electrocompetentes y generacion de recombinantes. Para la modificacion de BAC, los cultivos
nocturnos que contenian el BAC fueron cultivados a partir de colonias unicas y diluidos 50 veces en medio LB, y
cultivados hasta una ODeggo = 0,5-0,7. A continuacién se indujeron cultivos de 10 ml para la expresion de Beta, Exo, y
Gam, pasando las células a 42°C durante 15 min, para después enfriarlas sobre hielo durante 20 minutos. Las células
fueron posteriormente centrifugadas durante 5 minutos a 5.500 g a 4 °C y lavadas en tres ocasiones con 1,5 ml de agua
estéril enfriada con hielo. Las células se resuspendieron después en 50 pl de agua estéril enfriada con hielo y
electroporadas. Para la transformacion de BAC, el paso de induccion se omitio.

La transformacion de las células se realizé mediante electroporacion de 100-300 ng de ADN lineal en 50 pl de células
competentes enfriadas con hielo en cubetas (0,1 cm) empleando un generador de impulsos para genes Bio-Rad a 1,75
kV, 25 pF con el controlador de impulsos establecido a 200 ohms. Después de la electroporacion, se afadié 1 ml de
medio LB. Las células fueron incubadas a 32 °C durante 1,5 horas con agitacion y se extendieron sobre el medio de
agar selectivo o no selectivo apropiado.

Produccion de ratones transgénicos. EI BAC modificado y los ADN del subclon de p25-kbp fueron purificados
empleando gradientes de cloruro de cesio, tal y como se describe (Antoch et al., 1997). EI ADN del subclon de 25 kbp
fue linealizado mediante digestion con Noil antes de la microinyeccion. EI ADN de BAC (1 ug/ml) y el ADN del subclon
de 25-kbp (2 ug/ml) fueron microinyectados en el pronucleo de cigotos F, (C3H/HeN-Mtv' X C57BL/6Ncr). Los
fundadores transgénicos fueron posteriormente identificados mediante analisis Southern utilizando una sonda de cre o
mediante PCR, empleando los cebadores 5 CTGCTGG AAG ATGGCG ATTCTCG (SEQ ID NO:36)
yS'AACAGCAGGAGCGGTGAGTC (SEQ ID NO.37) que flanquean la unién de insercion del extremo 3.

Analisis histoquimico de la expresion de pgalactosidasa. Los ratones de cuatro a cinco semanas de vida fueron
sacrificados en CO- y perfundidos con paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7.3). Los cerebros, las médulas espinales y
los ojos fueron extraidos y fijados durante tres horas. Los cortes con vibratomo (20 uym) de cerebros se montaron en
portaobjetos y se emplearon directamente para la tincién con X-gal o para la inmunocitoquimica. Para las médulas
espinales y los ojos, se emplearon cortes con criostat (20 um) que se realizaron crioprotegiendo los tejidos en sacarosa
al 30% en PBS durante una noche y poniendo los tejidos en compuesto de congelacién (OCT, Sakura). Antes de la
tincion con X-gal, las muestras de los portaobjetos fueron fijadas con glutaraldehido al 0,25% en PBS y se lavaron
brevemente con una solucion de enjuague (0,1 solucién tampdn de fosfato, pH7.3, 0,1% acido desoxicélico, 0,2% NP40
y 2mM MgCl,). La tincién con X-gal se realizé incubando muestras en solucion tampon de tincion (2,5 mg/ml X-gal, 5mM
ferricianuro de potasio y 5 mM ferrocianuro de potasio en solucion tampén de tincién) durante 2 horas a 37°C, seguida
de contratefiido con eosina al 0,25% (Fisher).

Inmunocitoquimica. La inmunotincidon se realizé empleando el equipo ABC Vectastain (Vector Labs) sobre cortes con
vibratomo de 20 um. Las secciones se bloquearon con PBS (pH7.3 que contenia 0,2% Triton X-100, 1,5% albumina de
suero bovino y 5% suero de cabra normal) a temperatura ambiente durante dos horas y fueron incubadas con el
anticuerpo de Eno2 primario, un antisuero de raton anti-Eno2 policlonal (Chemicon) a una dilucién de 1:100 en solucion
PBS. Tras la incubacion con un anticuerpo biotinilado secundario y el reactivo ABC, se hizo reaccionar la peroxidasa
con 0,05% diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB) y 0,003% perdxido de hidrégeno.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos empleados en el presente tienen el
significado que entenderia normalmente cualquiera con conocimientos en la técnica al que pertenece la invencion. A
pesar de que se pueden emplear métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente para la
practica o prueba de la presente invencién, a continuacién se describen métodos y materiales adecuados. Por otra
parte, los materiales, métodos y ejemplos se ofrecen a titulo ilustrativo solamente y no tienen un caracter limitador.
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<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1
tgtgacggaa gatcacttcg

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 2

accagcaata gacataagcg

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 3

ctcttgggtt atcaagaggg

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 4

actcgacatc ttggttaccg
<210> 5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

cattcaaata tgtatcecget c

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 6

agagttggta gctcttgatc

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7
tatggacagc aagcgaaccg

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8
tcagaagaac tcgtcaagaa g

<210>9

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Segmento de homologia
<400> 9
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20

21

20

20

21

gtttgegege agtcagegat atccatttte gegaatcegg agtgtaagaa 50

<210> 10

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Segmento de homologia
<400> 10
ttcatattgt tcagcgacag cttgctgtac ggcaggcacec agctcttccg
<210> 11
<211>70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Segmento de homologia
<400> 11
aagtcgcggt cggaaccgta ttgcagcagce tttatcatct gccgoctggac ggcgcacaaa

tecgegcttaa

<210> 12

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Segmento de homologia

<400> 12

aacagacacc atggtgcacc tgactecctga ggagaagtct gccgttactg ccctgtgggg

<210> 13

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
ctgcaaggcg attaagttgg gtaacgccag ggttttegte aggtggecact ttcggg

<210> 14

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
<400> 14
ctcagaagaa ctcgtcaaga agg

<210> 15

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
gtaggtaccet cgagaatcge catcttccag cagge

<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 16
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tcgaatttte tgcatccaat ttactgaceg tacacc

<210> 17

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17

gcaagtgtgt cgctgtcgac gagctcgcga gctcecggacat gaggttgtct tagacgtcag

gtggcac

<210> 18

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18

catagttaag ccagcceccga cacccegccaa cacccgctga cgcgaacctce acgttaaggg

attttggtc

<210> 19

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 19

gcaggatcca gtttgctect ggagcgaca

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 20

tgcaggtcga ctctagagga tc

<210> 21

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21

tggcggtgat aatggttgca tgtactaagg aggttgtatg ctettgggtt atcaagaggg

<210> 22

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 22
ggcgctgcaa aaattctttg tcgaacaggg tgtctggatc actcgacatc ttggttaccg

<210> 23

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
<400> 23
tggcggtgat aatggttgca tgtactaagg aggttgtatg ctgtgacgga agatcacttc

g

<210> 24

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24

ggcgctgcaa aaattctttg tcgaacaggg tgtctggatc ctgaggttct tatggctctt

g
<210> 25
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 25

tggeggtgat aatggttgea tgtactaagg aggttgtatg aagecggeatg cataatgtge

<210> 26

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 26

ggcgctgcaa aaattctttg tcgaacaggg tgtctggatc ctgtgtccta ctcaggagag

cgtte

<210> 27

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 27

cgecttegegg gacataattt ccgaaatccce agtgtgetgt gagccaaget atcgaattcec

gce

<210> 28
<211> 63
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28

gaggctccag gagaatgaga tgttcccgeg ttcaggcaag cgctattcca gaagtagtga

gga

<210> 29

<211>79

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 29

gcgagegtgt gagegegegt gggegeccgg caagecgggg ccatggatta caaggatgac

gacgataagg tacaacaga

<210> 30

<211>79

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 30 :

ggccagcaga gcctcagtgt tctcecgegtt gttggtetgt tgtaccttat cgtcgtcate

cttgtaatcc atggccccc

<210> 31

<211> 80

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 31

ctctecatge ctgtetgggt gagggtggec caggggcgat ggectatgaga gaggtcgact

tcttagacgt caggtggcac

<210> 32

<211>79

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
gcaatgcaga gaagccttgt actgggatga cagagacgga ggggaagagg aggcggccgco

gatacgcgag cgaacgtga

<210> 33

<211> 80

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 33

gacttctatg acctgtacgg aggggagaag tttgcgacgt-gacagagctg gtcgtegact

tcttagacgt caggtggeac

<210> 34

<211> 81

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34

gccccataca cgtaaatgta catagaatca cacagcatca cttctatgga tgecggeggec

gcgatacgcg agcgaacgtg a

<210> 35

<211>79

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador
<400> 35

catccagtag aacttgggag tgaagctaga gccaaggeca tctaagtgac aggcggecgc

gatacgcgag cgaacgtga

<210> 36

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
<400> 36
ctgctggaag atggcgattc teg
<210> 37
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
<400> 37
aacagcagga gcggtgagtce

ES 2394 877 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un método para inducir la recombinacion homéloga en una célula que comprende un &cido nucleico diana,
comprendiendo el método :

la introduccién en una célula de un primer acido nucleico de interés que comprende una secuencia homdloga al acido
nucleico diana de longitud suficiente como para inducir la recombinacién homodloga y donde el primer acido nucleico de
interés es un ADN de cadena unica o un ADN que comprende un extremo 3’ protuberante, donde la célula comprende
un acido nucleico que codifica un polipéptido de unién a ADN de cadena unica que funciona en la recombinacion
homadloga de reparacion de roturas bicatenarias, operativamente unido al promotor PL, y

la induccion de una expresion suficiente del acido nucleico que codifica el polipéptido de union a ADN de cadena unica
para promover la recombinacion homologa del primer acido nucleico de interés con el acido nucleico diana;

induciendo asi la recombinacion homologa en la célula.

2. El método de la reivindicacién 1, donde el polipéptido de unién a ADN de cadena unica es Beta de lambda y la célula
comprende también un acido nucleico que codifica Gam y una proteina seleccionada del grupo compuesto por Exo,
F12A21.16 de Arabidopsis, orf del virus del célera, gen Ygad de B. subtilis, fago A118 gp47 de Listeria, gen 34.1 del
fago SPP1 de B. subitilis, y orf del virus de la peste porcina africana operativamente unido al promotor PL susceptible de
desrepresion.

3. El método de la reivindicacion 1, donde el método comprende también la introduccién de una segunda secuencia de
ADN de cadena unica, donde la segunda secuencia de ADN de cadena uUnica comprende mas de 10 bp de
solapamiento complementario en el extremo 5’ o 3’ del primer acido nucleico de interés.

4. El método de la reivindicacion 1, donde la célula es una célula bacteriana o una célula eucariota.

5. El método de la reivindicacion 4, donde la célula eucariota es una célula de mamifero.

6. El método de la reivindicacion 5, donde la célula de mamifero es una célula madre.

7. El método de la reivindicacion 1, donde el primer acido nucleico de interés codifica un marcador seleccionable.

8. Un método para realizar la recombinacion homoéloga de una secuencia de nucledtidos de interés en una célula
hospedadora, que comprendeintroduccir una secuencia de acido nucleico que codifica los productos genéticos de Exo,
Beta y Gam de lambda, o un homdlogo de los mismos que posea al menos un 60% de identidad de secuencia,
operativamente unido al promotor PL;

introduccir el polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos homologa a la secuencia de nucledtidos de
interés en las células hospedadoras, donde el nucledtido de interés es un ADN de cadena Unica o un ADN que
comprende un extremo 3’ protuberante;

activar el promotor PL en las células, induciendo asi la expresion de los productos genéticos de Exo, Beta y Gam de
lambda, u homdlogos de los mismos;

seleccionar una célula de la poblacion de células hospedadoras en las que se ha producido la recombinacion homdloga
entre el acido nucleico de interés y una secuencia de acido nucleico diana.

9. El método de la reivindicacion 8, donde al menos una célula de 100.000 de la poblacion de células hospedadoras
contiene ADN en el que se ha ocurrido recombinacién homologa.

10. El método de la reivindicacion 8, donde al menos una célula de 1.000 de la poblacién de células hospedadoras
contiene ADN en el que se ha ocurrido recombinacién homologa.

11. El método de la reivindicacién 10, donde al menos una célula de 100 de la poblaciéon de células hospedadoras
contiene ADN en el que se ha ocurrido recombinacién homologa.

12. El método de la reivindicacion 8, donde la secuencia de nucledtidos de interés es intracromosdmica o
extracromosoémica.

13. El método de la reivindicacion 12, donde la secuencia de nucledtidos de interés es extracromosémica y esta ubicada
en un cromosoma artificial bacteriano, un cromosoma artificial de P1, un plasmido, un cosmido o un cromosoma artificial
de levadura.
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14. Un método para la clonacién de una molécula de acido nucleico, que es un ADN de cadena unica o un ADN que
comprende un extremo 3’ protuberante, en una célula, que comprende:

introduccir en una célula hospedadora que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica los productos
genéticos de Exo, Beta y Gam de lambda, o un homélogo de los mismos que posea al menos un 60% de identidad de la
secuencia, operativamente unido al promotor PL, un vector que comprende un numero suficiente de nucledtidos
homadlogos a un acido nucleico diana como para conseguir la recombinaciéon homologa;

activar el promotor PL en la célula hospedadora, induciendo asi la expresion de los productos genéticos de Exo, Beta y
Gam de lambda, o la variante funcional u homdloga de los mismos;

seleccionar una célula hospedadora en la que la recombinacién homéloga se ha producido entre el vector y una
secuencia de acido nucleico diana, clonando asi la molécula de acido nucleico.

15. Un método para alterar una secuencia de acido nucleico eucariota, que comprende:

introduccir un acido nucleico de interés en una célula bacteriana que comprende un elemento extracromosémico que
comprende al menos un intron o al menos un exén de una secuencia de acido nucleico eucariota;

donde el acido nucleico de interés comprende un numero de nucleétidos homologos a la secuencia de acido nucleico
eucariota suficiente como para mediar la recombinacion homéloga y es un ADN de cadena unica o un ADN con el
extremo 3’ protuberante;

y donde la célula bacteriana comprende el promotor PL operativamente unido a una secuencia de acido nucleico que
codifica una recombinasa; y

activar la expresion de la recombinasa a partir del promotor PL;

donde la expresién de la recombinasa provoca que el acido nucleico de interés se someta a recombinacion homéloga
con la secuencia de &cido nucleico eucariota.

16. El método de la reivindicacién 15, donde la recombinasa es una proteina de unién a ADN de cadena Unica.

17. El método de la reivindicacion 15, donde el acido nucleico que codifica la recombinasa codifica el producto genético
de Beta de lambda.

18. El método de la reivindicacion 15, donde el ADN que codifica la recombinasa a expresar codifica también el producto
genético de Exo de lambda o el producto genético de Gam de lambda.

19. El método de la reivindicacién 15, donde el elemento extracromosdmico es un cromosoma artificial bacteriano, un
cromosoma artificial de levadura, un cromosoma artificial de P1, un plasmido o un cdsmido.

20. El método de la reivindicacién 15, donde la secuencia de acido nucleico eucariota es una secuencia de &acido
nucleico de mamifero.

21. El método de la reivindicacion 15, donde el acido nucleico de interés codifica una etiqueta del epitopo.
22. Un método de subclonacién de una secuencia de ADN, que comprende:

proporcionar la célula bacteriana que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica los productos genéticos
Exo, Beta y Gam de lambda, o un homdlogo de los mismos que posea al menos un 60% de identidad de la secuencia,
operativamente unido al promotor PL, y que comprende también una molécula de ADN con una secuencia de &cido
nucleico diana ubicada extracromosdmicamente;

introduccir en la célula bacteriana un vector de plasmido lineal que comprende un origen de replicacién y un marcador
seleccionable, y comprende una secuencia de nucleétidos que es un ADN de cadena unica o un ADN que tiene un
extremo 3’ protuberante capaz de someterse a recombinacién homéloga con la secuencia de acido nucleico diana en el
ADN;

induccir la expresion del acido nucleico que codifica los productos genéticos de Exo, Beta y Gam de lambda,
induciendo asi la recombinacién homologa entre el vector de plasmido lineal y la secuencia de acido nucleico diana;
donde el acido nucleico diana es insertado en el vector de plasmido lineal; y

circularizarel vector de plasmido lineal, subclonando asi el ADN.

23. El método de la reivindicacion 22 donde el ADN comprende al menos 20 kb del ADN extracromosémico.
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24. El método de la reivindicacion 22 donde el ADN comprende al menos 40 kb del ADN extracromosoémico.
25. El método de la reivindicaciéon 22 donde el ADN comprende al menos 80 kb del ADN extracromosomico.

26. El método de la reivindicacion 22, donde el ADN extracromosdémico es un cromosoma artificial bacteriano.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 4

1001
& /\~
D
€
e
el 60 1
€
S
2 40 1
=
S 20

0+ . ; ‘ . v

0 200 400 600 800 1000
DNA de cat lineal (ng)

FIG. 5

108 3

1057 .
= 10%
=
(= a
o 10
c
c
5 102 7
e
S
2 101 1

109 e . e ,

0 10 20 30 40 50 1000

Longitud (bp) de brazos homélogos

53



ES 2394 877 T3

FIG. 6
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FIG. 10 |
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FIG. 13
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