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DESCRIPCION
Alteracion dirigida de ADN
Campo técnico
[0001] La presente invencion se refiere a un procedimiento para la alteracién dirigida de ADN aceptor, por

ejemplo, ADN de doble cadena aceptor. El procedimiento comprende el uso de un oligonucleétido que tiene al
menos un desapareamiento con respecto al ADN aceptor diana (doble cadena). El desapareamiento se localiza en
posiciones especificas dentro de dicho oligonucledtido. También se describe un kit que comprende instrucciones
para llevar a cabo el procedimiento segun las invenciones, y en una realizacién preferida, comprende un
oligonucledtido adecuado para su uso en el procedimiento.

Antecedentes de la invencion

[0002] La modificaciéon genética en el proceso de creacion deliberada de cambios en el material genético de
células vivas. A menudo, el objetivo es modificar una propiedad biolégica codificada genéticamente de dicha célula,
o del organismo del que forma parte la célula o dentro del cual puede regenerarse. Estos cambios pueden tomar la
forma de delecion de partes del material genético, adicion de material genético exdgeno o cambios en la secuencia
de nucledtidos existentes, por ejemplo, sustituyendo un nucleétido por otro.

[0003] Los procedimientos para la modificacion genética de organismos eucariotas se conocen desde hace
mas de 20 afios y han encontrado una amplia aplicacion en células vegetales, humanas y animales y en
microorganismos para obtener mejoras en los campos de la agricultura, la salud humana, la calidad alimentaria y la
proteccién ambiental.

[0004] Una metodologia de modificacion genética frecuente consiste en la adicién de fragmentos de ADN
exogeno al genoma de una célula, lo que puede entonces conferir una nueva propiedad a esa célula o a su
organismo por encima de las propiedades codificadas por los genes ya existentes (incluidas aplicaciones en las que
se suprimira de este modo la expresion de los genes existentes).

[0005] Aunqgue estos procedimientos pueden tener cierta eficacia proporcionando las propiedades deseadas
a una diana, no obstante, dichos procedimientos no son muy precisos. No existe, por ejemplo, control sobre las
posiciones genémicas en las que se insertan los fragmentos de ADN exdgeno (y, por tanto, sobre los niveles finales
de expresion). Ademas, el efecto deseado se manifestara por si mismo sobre las propiedades naturales codificadas
por el genoma original y bien equilibrado. Por el contrario, los procedimientos de alteracion genética que daran lugar
a la adicion, delecién o conversién de nucleétidos en loci genémicos predefinidos permitiran la modificacion precisa y
controlable de los genes existentes.

[0006] El intercambio dirigido de nucleétidos (IDN) por oligonucleétidos es un procedimiento que se basa en
la administracién a la célula eucariota de oligonucledtidos (sintéticos) (moléculas compuestas por tramos cortos de
nucledtidos y/o restos similares a nucleétidos que recuerdan al ADN en sus propiedades de apareamiento de bases
de Watson y Crick, pero que pueden ser quimicamente diferentes al ADN; [Alexeev y Yoon, 1998]; [Rice y col.,
2001]; [Kmiec, 2003])

[0007] Mediante el disefio deliberado de un nucledtido desapareado en la secuencia homdloga del
oligonucledtido, el nucledtido desapareado puede inducir cambios en la secuencia de ADN gendmica con el que
puede hibridar dicho nucleétido. Este procedimiento permite la conversién de uno o mas nucleétidos en la diana, y
puede, por ejemplo, aplicarse a la creaciéon de codones de parada en genes existentes, lo que tiene como resultado
la interrupcion de su funcion, o para crear cambios de codones, que hacen que los genes codifiquen proteinas con la
composicion de aminoacidos alterada (ingenieria de proteinas).

[0008] El intercambio dirigido de nucledtidos (IDN) se ha descrito en muchos organismos incluidas células
vegetales, animales y de levaduras, denominandose también mutagénesis dirigida por oligonucleétido (MDO).

[0009] Los primeros ejemplos de IDN usando oligonucleétidos de ADN: ARN quiméricos procedian de células
animales (revisado en [Igoucheva y col., 2001]). También se ha demostrado el IDN usando oligonucledtidos de
ADN:ARN quiméricos en células vegetales (Beetham y col.,, 1999; Kochevenko y Willmitzer, 2003; Okuzaki y
Toriyama, 2004; Zhu y col., 2000; Zhu y col., 1999) En general, las frecuencias documentadas en estudios tanto en
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plantas como en animales eran demasiado bajas para la aplicacion practica de IDN en loci cromosémicos no
selecionables. También se ha encontrado que el IDN usando oligonucleétidos quiméricos era dificil de reproducir
(Riuter y col., 2003), lo que ha dado lugar a una busqueda de disefios de oligonucleétidos alternativos que
proporcionen resultados mas fiables.

[0010] Varios laboratorios se han centrado en el uso de oligonucleétidos de cadena sencilla (cs) para el IDN.
Se ha encontrado que estos proporcionan resultados mas reproducibles tanto en células vegetales como animales
(Liu y col., 2002) (Parekh-Olmedo y col., 2005) (Dong y col., 2006). No obstante, el problema principal con el que se
enfrenta la aplicacion del IDN en células, en especial, de organismos superiores como las plantas, sigue siendo la
baja eficacia relativa que se ha notificado hasta el momento. En maiz se ha documentado una frecuencia de
conversion de 1 x 10 (Zhu y col., 2000). En estudios posteriores en tabaco (Kochevenko y Willmitzer, 2003) y en
arroz (Okuzaki y Toriyama, 2004) se han documentado frecuencias de 1 x 10 y 1 x10*, respectivamente.

[0011] El IDN utilizando diversos tipos de oligonucleétidos ha sido el objeto de diversas patentes y solicitudes
de patentes, incluidos los documentos US6936467, US7226785, US579597, US6136601, US2003/0163849,
US2003/0236208, WO03/013226, US5594121 y WO01/92512.

[0012] En el documento US6936467 se contempla que la baja eficiencia de alteracion génica obtenida
usando oligonucleétidos de ADN no modificados es el resultado de la degradacion de los oligonucleétidos donadores
por las nucleasas presentes en la mezcla de reaccién o en la célula diana. Se propone incorporar nucleétidos
modificados que hagan a los oligonucleétidos resultantes (mas) resistentes a las nucleasas. Se describe que estas
modificaciones estan preferiblemente localizadas en los extremos del oligonucledtido mientras que el
desapareamiento se presenta al menos a 8 nucledtidos de distancia de cada extremo terminal.

[0013] En el documento US7226785 también se describen procedimientos para realizar alteraciones
gendmicas cromosomicas dirigidas usando oligonucleétidos de cadena sencilla modificados con al menos una
region terminal resistente a nucleasas modificada. ElI IDN usando oligonucleétidos de cadena sencilla modificados
también es el objeto del documento WO02/26967.

[0014] Debido a la baja eficiencia de los procedimientos actuales de IDN, sigue existiendo la necesidad de
técnicas de IDN alternativas y/o mejores. Estas pueden usarse solas o en combinacién con técnicas de IDN
existentes, como las descritas anteriormente o en la técnica, para aumentar su eficiencia. Por consiguiente, los
presentes inventores se han propuesto mejorar la tecnologia de IDN existente.

Resumen de la invencion
Problema técnico

[0015] El problema técnico identificado en la técnica es que la metodologia disponible en la actualidad para
introducir cambios genéticos especificos y deseados en las células, por ejemplo para introducir cambios genéticos
especificos en el genoma presente en una célula vegetal, se ve obstaculizado por la baja eficiencia, lo que hace que
las técnicas sean laboriosas y costosas. Existe la necesidad de encontrar técnicas de IDN alternativas y mejores.

[0016] Uno de los problemas que hay que resolver es, por tanto, proporcionar un procedimiento alternativo
y/o mejor y/o adicional para la introduccién de cambios genéticos en la informacién genética, tales como secuencias
de ADN de doble cadena, como las que se presentan en las células. Preferiblemente, dicho procedimiento tiene una
eficiencia mejorada en comparacién con aquellos descritos en la técnica. Este procedimiento podria permitir el
suministro a las células de informacion genética alterada, mas en especial, en células donde se ha cambiado una
funcionalidad de la célula mediante la introduccién de la alteracion en el ADN diana. Dicha funcionalidad puede estar
relacionada, por ejemplo, con propiedades alteradas de la proteina codificada por una secuencia de ADN que
abarca el ADN que ha sido alterado mediante el procedimiento segun la invencion.

La solucion del problema

[0017] Los inventores han encontrado un nuevo procedimiento para la alteracion dirigida de una secuencia de
ADN de doble cadena. El procedimiento utiliza un oligonucleétido donador que comprende un dominio que es capaz
de hibridar con la diana (en condiciones que permitan la hibridacién, segin conocen los expertos en la materia). El
nucleétido donador ademas comprende al menos un desapareamiento en comparaciéon con la secuencia de ADN
doble cadena dirigida, dicho desapareamiento debe introducirse en la secuencia de ADN doble cadena dirigida.
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[0018] Mientras que en la técnica se postula y es de conocimiento comun que el desapareamiento debe ria
estar presente en el oligonucleétido, en otras palabras "en algun lugar en mitad" del oligonucleétido (véanse, por
ejemplo, las diversas solicitudes de patente descritas anteriormente, en especial los documentos US6936467 y
US7226785), ahora se ha encontrado sorprendente e inesperadamente que puede realizarse el IDN con buena
eficiencia cuando el desapareamiento no esta localizado en algun lugar en mitad del oligonucleétido sino en
localizaciones especificas. En especial se ha encontrado que para un IDN eficiente, el desapareamiento se localiza
a lo sumo a dos, preferiblemente a lo sumo a un nucleétido del extremo 3' del oligonucledtido. Mas preferiblemente,
el al menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucledtido (cs).

[0019] En contraste con la creencia general de que cualquier desapareamiento deberia estar en la parte
central del oligonucleétido y que, por ejemplo, deberian introducirse modificaciones en el extremo 5' y en el extremo
3' del oligonucleodtido para evitar la degradacion prematura del oligonucleétido por las nucleasas (véase, por ejemplo,
el documento US6936467), ahora se ha encontrado que si se tiene un desapareamiento en el oligonucleétido a cero,
uno o a lo sumo dos nucledtidos del extremo 3' se proporciona un oligonucleétido que puede usarse de forma
ventajosa en procedimientos de intercambio dirigido de nucleétidos, es decir, en procedimientos para la alteracion
dirigida de una secuencia de ADN doble.

[0020] Ademas, el oligonucledtido que comprende el al menos un desapareamiento a cero, uno o a lo sumo
dos nucleétidos del extremo 3' puede ademas modificarse mediante la inclusidon de nucleétidos modificados; es
decir, nucleétidos que tengan una modificacion de base, una modificacion del esqueleto, una modificacion de un
azucar y/o una modificacion en el extremo 3' y/o el extremo 5' de dicho nucledtido. Estas modificaciones incluyen
modificaciones bien conocidas para mejorar la union/hibridacion del oligonucleétido con la secuencia diana y/o
prevenir o inhibir la degradacion del oligonucleétido mediante las denominadas nucleasas. Entre los ejemplos de
dichos nucleétidos modificados se incluyen acidos nucleicos bloqueados o nucleétidos con enlaces fosforotioato. No
obstante, como se muestra en el ejemplo 3, no requiere que el oligonucleétido incorpore nucleétidos con enlaces
fosforotioato ni se requiere que el oligonucleétido incorpore cualquier otro tipo de nucleétido modificado.

Breve descripcion de los dibujos
[0021]

En la figura 1 se muestra la secuencia de nucleétidos del marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) de
GFP que contiene un codon de parada (SEC ID N.° 1).

En la figura 2 se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina GFP-STOP, con la posicidon del codon de
parada representada por el asterisco (SEC ID N.° 2).

La figura 3 es una visidon general esquematica de las construcciones utilizadas en este estudio.

En la figura 4 se muestra la reparacion de GFP episomal mediante diferentes oligonucleétidos, probados en al
menos tres experimentos independientes.

En la figura 5 se muestra la secuencia de nucleétidos de la construccion YFP-STOP. El nucleétido de la posicion 186
ha sido alterado (C por A), lo que tiene como resultado un codon de parada en marco (SEC ID N.° 3).

En la figura 6 se muestra la secuencia de YFP-STOP. La posicion del codon de parada en la proteina esta indicada
mediante un asterisco (SEC ID N.° 4).

En la figura 7 se muestra el IDN sobre el plasmido YFP episomal en protoplastos de tomate. El numero 7460
muestra la eficiencia de transformacion utilizando solo el gen YFP natural. 7461+PB212 indica la eficiencia de
reparacion cuando la construccion YFP-STOP 35S se introdujo conjuntamente en protoplastos de tomate junto con
el oligonucleotido PB212.

En la figura 8 se muestra que un oligonucledtido segun la invencion, incluso sin ninguna modificacion como enlace
PS, aumenta la eficiencia de IDN.

Definiciones
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[0022] En la descripcion y en los ejemplos siguientes se usan varios términos. Para proporcionar una
comprension clara y coherente de la memoria descriptiva y de las reivindicaciones, incluyendo el alcance que se da
a estos términos, se proporcionan las siguientes definiciones. Siempre que no se defina otra cosa en este
documento, todos los términos técnicos y cientificos usados tienen el mismo significado que normalmente entiende
un experto en la materia a la que pertenece esta invencién. Las descripciones de todas las publicaciones, las
solicitudes de patentes, patentes y otras referencias se incorporan a este documento en su integridad por referencia.

[0023] Segun se usa en este documento, las formas singulares «un/una» y «el/la» incluyen los referentes
plurales siempre que el contexto no dicte claramente otra cosa. Por ejemplo, un procedimiento para aislar «una»
molécula de ADN como se us6 anteriormente, incluye aislar una gran variedad de moléculas (p. €j., 10, 100, 1000,
10 000, 100 000, millones o mas moléculas).

[0024] Los procedimientos de realizacion de las técnicas convencionales utilizadas en procedimientos de la
invencion seran evidentes para los expertos. La practica de las técnicas convencionales en biologia molecular,
bioquimica, quimica computacional, cultivo celular, ADN recombinante, bioinformatica, genémica, secuenciacion y
campos relacionados es bien conocida por los expertos en la materia y se discute, por ejemplo, en las siguientes
referencias bibliograficas: Sambrook y col., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2.2 Edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989; Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, Nueva York, 1987 y actualizaciones periddicas; y la serie Methods in Enzymology, Academic Press,
San Diego.

[0025] Un acido nucleico segun la presente invencion puede incluir cualquier polimero u oligdmero de bases
de pirimidina y purina, preferiblemente citosina, timina y uracilo, y adenina y guanina, respectivamente (véase Albert
L. Lehninger, Principles of Biochemistry, pag. 793-800 [Worth Pub. 1982] que se incorpora a este documento por
referencia en su totalidad para todos los fines). La presente invencion contempla cualquier componente acido
nucleico de desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos o péptidos, y cualquier variante quimica de los mismos, tales
como formas metiladas, hidroximetiladas o glucosiladas de estas bases, y similares. Los polimeros u oligémeros
pueden ser heterogéneos u homogéneos en cuanto a composicion, y pueden aislarse a partir de fuentes naturales o
pueden producirse de forma artificial o sintética. Ademas, los acidos nucleicos pueden ser ADN o ARN, o una
mezcla de ambos, y pueden existir permanente o transitoriamente en forma de cadena sencilla o doble cadena,
como homoduplex, heteroduplex y estados hibridos.

[0026] Oligonucledtido (sintético): las molécula de ADN de cadena sencilla que tienen preferiblemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 150 bases y que se pueden sintetizar quimicamente se denominan
oligonucledtidos sintéticos. En general, estas moléculas de ADN sintéticas estan disefiadas para tener una
secuencia nucleotidica Unica o deseada, aunque es posible sintetizar familias de moléculas con secuencias
relacionadas y que tienen diferentes composiciones de nucleotidos en posiciones especificas dentro de la secuencia
nucleotidica. El término oligonucledtido sintético se usara para hacer referencia a moléculas de ADN que tienen una
secuencia nucleotidica disefiada o deseada. «Intercambio dirigido de nucleétidos» o «IDN». El intercambio dirigido
de nucledtidos (IDN) es un proceso mediante el cual un oligonucledtido sintético, al menos parcialmente
complementario a un sitio en un cromosoma o en un gen episomal dirige el cambio de sentido de un nucleétido en
un sitio especifico. El IDN se ha descrito empleando una amplia variedad de oligonucledtidos y dianas. Algunos de
los nucledtidos descritos son quimeras ARN/ADN y contienen modificaciones terminales para impartir resistencia a
nucleasas.

Descripcion de las realizaciones

[0027] En un aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para la alteracion dirigida de una secuencia
de ADN de doble cadena aceptora.

[0028] El procedimiento comprende combinar una/la secuencia de ADN de doble cadena aceptora con un
oligonucledtido donador. El oligonucledtido comprende un dominio que es capaz de hibridar con la primera
secuencia de ADN (en condiciones que permitan la hibridacion, como conocen los expertos en la materia). El
dominio que es capaz de hibridar con la primera secuencia de ADN comprende al menos un desapareamiento con
respecto a la primera secuencia de ADN. Dicho al menos un desapareamiento esta ubicado a lo sumo a 2,
preferiblemente a lo sumo a 1 nucledtido del extremo 3' de dicho oligonucledtido. Mas preferiblemente, dicho al
menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucledétido.

[0029] El procedimiento segun la invencion permite la alteracion especifica y selectiva de uno o mas
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nucledtidos en (un) sitio(s) especifico(s) de una secuencia de ADN aceptora por medio de oligonucleétidos. En
particular, la alteracion dirigida se puede realizar dentro de una célula diana que contenga la secuencia de ADN
doble aceptora mediante la introduccion dentro de esa célula de un oligonucleétido segun la invencion, es decir,
teniendo, en comparacién con la primera secuencia de ADN, al menos un desapareamiento y en el que dicho al
menos un desapareamiento esta ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de
dicho oligonucledtido. Mas preferiblemente, dicho al menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del
oligonucledtido. El resultado del procedimiento es la alteracion dirigida de uno o mas nucleétidos, de modo que la
secuencia de la secuencia de ADN diana se altera. La invencion puede realizarse preferiblemente in vivo, pero
también se puede realizar ex vivo o in vitro.

[0030] Dentro del contexto de la presente invencion, la secuencia de ADN de doble cadena comprende una
primera secuencia de ADN y una segunda secuencia de ADN. La segunda secuencia de ADN es la complementaria
de la primera secuencia de ADN y se empareja con ella para formar la doble cadena. Por ejemplo, una secuencia
complementaria de una primera secuencia de ADN ATTT (en sentido 5' a 3') es TAAA (en sentido 3' a 5'). Esta
segunda secuencia de ADN se empareja con la primera secuencia de ADN para formar una doble cadena. En caso
de que la secuencia de ADN de doble cadena sea, por ejemplo, parte de un gen, la primera secuencia de ADN
puede estar en la cadena sentido o en la cadena complementaria.

[0031] El ADN de la secuencia de ADN de doble cadena puede ser cualquier tipo de ADN, como ADN
gendmico, ADN derivado de ADN gendmico, ADN lineal, cromosomas artificiales, ADN cromosémico nuclear, ADN
de organulos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC), cromosomas artificiales de levaduras (YAC), ADN
plasmidico, ADN episomal. La secuencia de ADN puede ser parte de un intrén o un exén, codificante o no
codificante, reguladora de la expresion o no.

[0032] El oligonucledtido utilizado en el procedimiento descrito en el presente documento es preferiblemente
de cadena sencilla y comprende al menos un dominio que es capaz de hibridar con la primera secuencia de ADN. El
al menos un desapareamiento con respecto a la secuencia de ADN de doble cadena que se va a alterar y cuyo
desapareamiento esta ubicado a 0, 1 o 2 nucledtidos del extremo 3' del oligonucledtido estd comprendido en el
dominio que es capaz de hibridar con la primera secuencia de ADN o esta directamente adyacente al dominio.

[0033] El al menos un dominio puede, por tanto, comprender al menos un desapareamiento con respecto a la
secuencia de ADN de doble cadena que se va a alterar o esta directamente junto/adyacente al desapareamiento. En
otras palabras, el oligonucleétido comprende un dominio que consta de nucleétidos adyacentes que pueden hibridar,
en las condiciones del experimento, con la primera secuencia de ADN de la secuencia de ADN de doble cadena
aceptora, y comprende un desapareamiento con respecto a dicha primera secuencia de ADN o el desapareamiento
esta ubicado directamente junto a dicho dominio (y en el que el desapareamiento esta ubicado a 0, 1 o 2 nucledtidos
del extremo 3' del oligonucledtido).

[0034] Por ejemplo, si el dominio esta (en sentido 5' a 3') ubicado hasta a 3 nucledtidos del extremo 3', el
desapareamiento puede estar directamente junto al dominio a 2 nucleétidos del extremo 3' del oligonucleétido.

[0035] Por ejemplo, si el dominio esta (en sentido 5' a 3') ubicado hasta a 1 nucledtido del extremo 3, el
desapareamiento puede estar comprendido en el dominio, por ejemplo, localizado a 2 nucleétidos del extremo 3', o
estar directamente adyacente al dominio, es decir, localizado a 0 nucledtidos del extremo 3', en otras palabras, en el
extremo 3' del oligonucleotido.

[0036] El experto en la materia entendera que dentro del contexto de la presente invencion, y donde se hace
referencia al desapareamiento o el desapareamiento comprendido en el dominio que es capaz de hibridar con la
primera secuencia de ADN, estos incluyen cualquier desapareamiento comprendido en el dominio o ubicado
directamente adyacente al dominio, siempre que el desapareamiento esté ubicado a 2, 1 o 0 nucledtidos del extremo
3' del oligonucleotido.

[0037] En determinadas realizaciones, el oligonucleétido comprende preferiblemente no mas de un
desapareamiento. En determinadas realizaciones se puede introducir mas de una mutacion en el ADN diana,
simultaneamente o de forma sucesiva. El oligonucledtido puede albergar mas de un desapareamiento en
ubicaciones adyacentes o eliminadas del oligonucleétido. En determinadas realizaciones, el oligonucleétido puede
comprender dos, tres, cuatro o mas nucleétidos desapareados que pueden estar adyacentes o remotos (es decir, no
adyacentes). El oligonucleétido puede comprender dominios adicionales para albergar esto. Los desapareamientos
pueden estar en el mismo o en diferentes dominios.
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[0038] El experto en la materia entendera que el oligonucleétido segun la invencién puede comprender
ademas partes que no hibridan, en otras palabras, nucleétidos adyacentes que no hibridan con la primera secuencia
de ADN, por ejemplo cuando estas partes no son complementarias a ninguna secuencia en la primera secuencia de
ADN.

[0039] En una realizacion preferida, el oligonucleodtido comprende un dominio que es capaz de hibridar con la
primera secuencia de ADN y comprende, o es directamente adyacente a al menos un desapareamiento,
preferiblemente un desapareamiento, con respecto a la secuencia de ADN de doble cadena que se va a alterar. En
dicha realizacion, el oligonucleétido puede, en principio, comprender mas de un dominio que es capaz de hibridar
con la primera secuencia de ADN; sin embargo, solo uno de los dominios puede comprender, o estar directamente
adyacente a, el al menos un desapareamiento (o el desapareamiento), como se describe en el presente documento.
En otra realizacion preferida, el oligonucleétido comprende solo un dominio que puede hibridar con el ADN de doble
cadena. Dicho dominio esta localizado cerca o en el extremo 3' del oligonucleétido e incluye el desapareamiento, o
esta directamente adyacente al desapareamiento.

[0040] Los oligonucledtidos que se usan como donadores en el procedimiento descrito en el presente
documento pueden variar en longitud, aunque generalmente varian en longitud entre 10 y 500 nucleétidos, con una
preferencia para 11 a 100 nucleétidos, preferiblemente de 15 a 90 nucleétidos, mas preferiblemente de 20 a 70.

[0041] El dominio puede constar de al menos 5 nucleétidos, incluido el desapareamiento, pero también puede
constar de todos los nucledtidos, incluido el desapareamiento, del oligonucledtido. En caso de que el
desapareamiento esté directamente adyacente al dominio, el dominio puede constar de al menos 5 nucleétidos, pero
también puede constar de todos los nucleétidos del oligonucleétido, excepto para el desapareamiento. Los dominios
en el oligonucledtido son normalmente del orden de al menos 5, 10, preferiblemente 15, 20, 25 o 30 nucledtidos.

[0042] El oligonucledtido segun la invencion comprende al menos un desapareamiento que esta ubicado a lo
sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho oligonucleotido. Mas preferiblemente,
dicho (al menos un) desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucleétido. Una persona experta en la materia
entiende lo que abarca el término extremo 3'. Una molécula de ADN de cadena sencilla no circular tiene dos
extremos, el extremo 3'y el extremo 5' (también denominados «extremo tres prima» y «extremo cinco prima»).

[0043] El extremo 5' de un acido nucleico de cadena sencilla designa el nucleétido especifico del cual el
atomo de carbono C-5 constituye el atomo de carbono terminal del esqueleto de azucar-fosfato. El atomo de
carbono C-5 puede o no estar unido a un grupo fosfato mediante un enlace fosfodiéster, pero este grupo fosfato a su
vez no forma ningun enlace con otro nucleoétido.

El extremo 3' de un acido nucleico de cadena sencilla designa el nucledétido especifico del cual el atomo de carbono
C-3 no esta unido a ningun otro nucledtido, ya sea por medio de un enlace fosfodiéster o de otra forma.

El atomo C-5 es el 5° atomo de carbono de la molécula de ribosa o desoxirribosa y no forma parte del anillo de
furanosa, empezando a contar desde el atomo C directamente adyacente tanto al oxigeno del anillo de furanosa
como a la base nitrogenada. El atomo C-3 es el 3°" atomo de carbono de la molécula de ribosa o desoxirribosa y
forma parte del anillo de furanosa, empezando a contar desde 1 que es el atomo C directamente adyacente tanto al
oxigeno del anillo de furanosa como a la base nitrogenada.

[0044] El término «desapareamiento ubicado a 2 nucleétidos del extremo 3'» indica que el desapareamiento
esta a dos nucledtidos del nucledtido del extremo 3' del oligonucledtido. El término «desapareamiento ubicado a
1 nucledtido del extremo 3'» indica que el desapareamiento esta a un nucleétido del nucleétido del extremo 3' del
oligonucledtido. El término «desapareamiento ubicado a O nucledtidos del extremo 3'» indica que el
desapareamiento esta en el nucleotido del extremo 3' del oligonucleoétido.

[0045] En determinadas realizaciones, el oligonucleétido donador usado en el procedimiento segun la
invencion es complementario a la primera secuencia de ADN con excepcion de al menos un desapareamiento, por
ejemplo con excepcion de uno, dos, tres o cuatro desapareamientos en el oligonucleétido.

[0046] En determinadas realizaciones preferidas, el oligonucleétido es complementario a la primera

secuencia de ADN a lo largo de la longitud completa del oligonucleétido, excepto para el desapareamiento ubicado a
lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho oligonucleétido, mas preferiblemente
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dicho desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucleétido. En otra realizacion, el oligonucleétido es (en el
sentido 5' a 3') complementario a la primera secuencia de ADN a lo largo de la longitud completa del oligonucleétido
hasta la posicion del desapareamiento (localizado a 2, 1, o 0 nucledtidos del extremo 3').

[0047] En determinadas realizaciones, el oligonucleétido usado en el procedimiento segun la invencion
comprende al menos una secciéon que contiene al menos un nucleétido modificado que tiene una modificacion de
una base, una modificacién de una base del extremo 3' y/o 5', una modificacion del esqueleto o una modificacion de
un azucar.

[0048] La modificacion de una base, las modificaciones de una base del extremo 3' y/o 5', la modificacion del
esqueleto y/o las modificaciones de un azicar se pueden incorporar en los oligonucleétidos para aumentar la
afinidad (de unién/hibridacion) de los oligonucledtidos por la secuencia diana y, ya sea independientemente o ya sea
adicionalmente, aumentar la resistencia de los oligonucleétidos a las nucleasas celulares. No obstante, como se
muestra en el ejemplo 3, no es necesario que el oligonucledtido incorpore algun nucleétido modificado.

[0049] Se puede usar ventajosamente cualquier modificacién de un nucledtido de un oligonucleétido que
proporcione un oligonucleétido adecuado para su uso en el procedimiento segun la invencion (y que comprenda al
menos un desapareamiento ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho
oligonucledtido, mas preferiblemente dicho desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucledtido). El experto en
la materia entendera que una modificacion se refiere a uno cualquiera de los nucleétidos A, C, T y G naturales.

[0050] De forma ventajosa, aunque no es esencial para la invencion, el oligonucledtido para su uso en el
procedimiento segun la invencion puede comprender nucleétidos modificados que aumenten la resistencia del
oligonucledtido a las nucleasas celulares, si se compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales. Estas
modificaciones pueden incluir modificaciones de bases, modificaciones del esqueleto y/o modificaciones del azucar.
Normalmente, dichos nucleétidos modificados que aumenta la resistencia del oligonucleétido a las nucleasas
celulares pueden dar lugar a una mayor estabilidad del oligonucleétido en un entorno celular, lo que puede resultar
en un mejor intercambio dirigido de nucledtidos. Preferiblemente, el oligonucledtido para su uso segun el
procedimiento de la invencion comprende al menos 1, preferiblemente al menos 2, mas preferiblemente al menos 4,
mas preferiblemente al menos 6, mas preferiblemente al menos 8 nucleétidos modificados que aumentan la
resistencia del oligonucledtido a las nucleasas celulares si se compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales.
Alternativamente, o al mismo tiempo, el oligonucledtido para su uso segun el procedimiento de la invencion
comprende a lo sumo 25, preferiblemente a lo sumo 20, mas preferiblemente a lo sumo 15, mas preferiblemente a lo
sumo 10 nucledtidos modificados que aumentan la resistencia del oligonucleétido a las nucleasas celulares si se
compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales. Dichos nucledtidos modificados pueden estar ubicados en
cualquier posicion dentro del oligonucledtido, preferiblemente antes de 20 nucledtidos, preferiblemente antes de 15,
mas preferiblemente antes de 10, incluso mas preferiblemente antes de 8, incluso mas preferiblemente antes de
6 nucledtidos del extremo 3' y/o 5' del oligonucledtido, y lo mas preferiblemente en los Ultimos nucleétidos del
extremo 3' y/o en los ultimos nucleétidos del extremo 5'. Cuando el desapareamiento que se va a incorporar en la
secuencia de ADN diana se localiza a cero, uno o a lo sumo a dos nucleétidos del extremo 3' del oligonucleétido, se
prefiere en particular que dicho(s) nucleétido(s) modificado(s) protejan el lado 3' frente a las nucleasas celulares vy,
por tanto, estén ubicados en el extremo 3' del oligonucledtido, como por ejemplo a 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6 o
4 nucleodtidos del extremo 3'. No obstante, como se descrito previamente, y como se muestra en el ejemplo 3, no es
esencial para la invencion que el oligonucleétido incluya de hecho nucleétidos modificados que aumenten la
resistencia del oligonucleétido a las nucleasas celulares.

[0051] Varios de dichos nucledtidos modificados se mencionan en el presente documento, los cuales
aumentan la resistencia del oligonucledtido a las nucleasas celulares si se comparan con los nucleétidos A, T, Cy G
naturales y los cuales se pueden incorporar en el oligonucleétido para su uso en el procedimiento segun la
invencion. Dicho nucleétido modificado puede ser un nucleétido que tenga enlaces fosforotioato, pero también puede
tener una fosforomidita, un metilfosfonato o un nucleétido con enlaces no fosfato entre nucleétidos, como
carbonatos, carbamatos, siloxano, sulfonamidas y acido nucleico poliamida. Ademas, pueden usarse los nucleétidos
modificados que confieren resistencia a nucleasas celulares como se describe en el documento W00226967, como
el acido nucleico bloqueado (LNA, por sus siglas en inglés), o cualquier otro nucleétido modificado que mejore la
resistencia a nucleasas celulares del oligonucleétido como conocen los expertos en la materia.

[0052] Alternativa o adicionalmente a los nucledtidos modificados que confieren resistencia a nucleasas

descritos anteriormente, el oligonucledtido que se va a usar en el procedimiento segun la invencion puede
comprender nucledtidos modificados que tienen mayor afinidad por la secuencia de ADN diana si se compara con
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los nucledtidos A, T, C y G naturales. Esta modificacion puede incluir modificaciones de bases, modificaciones del
esqueleto y/o modificaciones del aztcar. Normalmente, dichos nucledétidos modificados que tienen mayor afinidad de
union tendran como efecto el emparejamiento de bases mas fuerte con la secuencia diana, lo que puede dar lugar a
una mayor estabilidad del hibrido entre el oligonucleédtido y la secuencia diana, lo que se cree tiene como
consecuencia un mejor intercambio dirigido de nucleotidos. Preferiblemente, el oligonucledtido para su uso segun el
procedimiento de la invencion comprende al menos 1-10, preferiblemente 1-8, mas preferiblemente 1-6, incluso mas
preferiblemente 1-4, tales como 1, 2, 3 o 4, incluso mas preferiblemente 2 nucleétidos modificados que tienen una
afinidad de unién mas alta por la secuencia de ADN diana si se compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales.
Dichos nucledtidos modificados segin se menciona anteriormente pueden estar ubicados en cualquier posicion
dentro del oligonucledtido, preferiblemente en una posicién a una distancia de un nucleétido del desapareamiento,
preferiblemente a lo sumo a 2, 3, 4, 5, 6 o 7 nucledtidos de distancia del desapareamiento. Preferiblemente, dicho
nucledétido modificado se localiza en el lado 5' del desapareamiento, aunque también se puede optar por ubicar dicho
nucleétido modificado en el lado 3' del desapareamiento, si el desapareamiento no esta ubicado en el Ultimo
nucleétido del extremo 3' del oligonucledétido.

[0053] En este documento se mencionan varios ejemplos de dichos nucleétidos modificados que tienen una
afinidad de unién mas alta por la secuencia de ADN diana si se compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales,
los cuales se pueden incorporar en el oligonucledtido para su uso en el procedimiento segun la invencion, que
incluyen la sustitucion 2-OMe, LNA (acido nucleico bloqueado), ribonucleétido, superA, superT o cualquier otro tipo
de nucleotido modificado que mejore la afinidad de unién del oligonucleétido por la secuencia de ADN diana si se
compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales, como conocen los expertos en la materia.

[0054] La determinacion de si un nucleétido modificado confiere mayor resistencia a nucleasas celulares si se
compara con los nucledtidos T, A, C y G naturales puede realizarse, por ejemplo, comparando los tiempos de
semivida de un oligonucleétido que contenga dicho nucleétido modificado con los de un nucleétido que no contenga
dicho nucleétido modificado, en presencia de nucleasas celulares, como por ejemplo, las presentes en extracto de
tomado, células de tomate o E. coli. Si el tiempo de semivida del primero mencionado es superior, dicho nucleétido
modificado confiere mayor resistencia a nucleasas celulares si se compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales.
La determinacion de si un nucledétido modificado confiere mayor afinidad de unién por la secuencia de ADN diana si
se compara con los nucledtidos A, T, C y G naturales puede realizarse, por ejemplo, comparando la temperatura de
fusion (Tf) de la doble cadena formada entre el oligonucleétido que contiene dicho nucleétido modificado y su diana
y la formada por el oligonucleétido que no contiene dicho nucleétido modificado y su diana. Si la temperatura de
fusion del primero mencionado es superior, dicho nucledtido modificado confiere mayor afinidad de union por la
secuencia ADN diana si se compara con los nucleétidos A, T, C y G naturales.

[0055] Se entiende que una seccidn segun la presente invencion es cualquier parte del oligonucledtido con
una longitud de al menos un nucleétido. Por ejemplo, una seccién puede comprender 1-10, preferiblemente 1-6, mas
preferiblemente 1-4, mas preferiblemente 1-2 nucledtidos y puede estar ubicada en el lado 3' y/o el lado 5' del
desapareamiento. La al menos una seccion puede ser parte de un dominio segun la invencion; en otras palabras, la
seccién puede ser un dominio que puede hibridar con la primera secuencia de ADN. Alternativamente, la secciéon
puede solaparse con un dominio, ya sea completa o parcialmente. En caso de solapamiento completo, la seccion
puede tener la misma longitud que el dominio, pero también puede tener una longitud que exceda la longitud del
dominio. En caso de solapamiento parcial, el dominio y la seccién comparten al menos un nucleétido.

[0056] Dependiendo del tipo de modificacion usada en el oligonucleétido, puede existir una preferencia para
que el nucledtido modificado sea parte de un dominio que pueda hibridar con la primera secuencia de ADN, y cuyo
dominio comprenda o esté directamente adyacente a al menos un desapareamiento ubicado a lo sumo a 2,
preferiblemente a lo sumo a 1 nucledtido del extremo 3' de dicho oligonucleétido, mas preferiblemente dicho
desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucleétido. Este es en particular el caso de nucledtidos modificados
con una afinidad de unién mas alta en comparacién con los nucleétidos A, C, T o G naturales con su nucleétido
complementario.

[0057] Las modificaciones de bases incluyen, aunque sin limitaciones, dichas modificaciones como por
ejemplo las descritas en el documento WO0226967, que incluyen modificaciones en la posiciéon C-5 de las
pirimidinas, tales como 2'-desoxiuridina, 5-fluoro-2'-desoxiuridina, 5-bromo-2'-desoxiuridina y 5-metil-2'-
desoxicitidina. Otras modificaciones de bases incluyen bases nitrogenadas sintéticas y naturales como 5-
metilcitosina, 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil y otros derivados alquilo de
adenina y guanina, 2-propil y otros derivados alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 2-tiocitosina, 5-
halouracilo y citosina, 5-propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo, 4-tiouracilo, 8-halo, 8-
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amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-substituidas, 5-halo especialmente 5-bromo, 5-
trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-substituidas, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-
azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina y 3-desazaguanina y 3-desazaadenina.

[0058] Las modificaciones de los extremos (3' y/o 5') pueden incluir bases 2'-O-metilo, grupos 3' amino,
enlaces fosforotioato y cualquier otra modificacion que sea resistente a nucleasas. Los expertos en la materia son
muy conscientes de estos tipos de modificaciones. Se cree que conferir resistencia a nucleasas mejora
adicionalmente el intercambio dirigido de nucleodtidos.

[0059] Varias modificaciones del esqueleto, como las mencionadas en el documento WO0226967, que
incluyen fosforotioatos, fosforamiditas y metilfosfonatos, y aquellas con enlaces no fosfato entre nucleétidos, como
carbonatos, carbamatos, siloxano, sulfonamidas y acido nucleico poliamida aumentaran la resistencia a nucleasas
celulares. Dichas modificaciones del esqueleto son, por tanto, ttiles en el oligonucledtido usado en el procedimiento
segun la invencion.

[0060] Asimismo, modificaciones del azucar, que incluyen, aunque sin limitaciones, 2'-O- metilo, 2'-fluoro o 2'-
metoxietoxi pueden aumentar la estabilidad termodinamica de una doble cadena formada, y al mismo tiempo
proporcionar mejor resistencia a nucleasas.

[0061] En el documento WO2007073149 se describen otros ejemplos de modificaciones adecuadas. La
modificacion de los oligonucleétidos donadores puede, por ejemplo, comprende enlaces fosforotioato, sustituciones
2-OMe, el uso de LNA (acidos nucleicos bloqueados), ribonucleétido y otras bases que modifican, y preferiblemente
mejoran, la estabilidad del hibrido entre el oligonucledtido y la cadena aceptora mejorando la afinidad de unién por el
ADN diana o mediante la inhibicion de la actividad nucleasa, o ambas.

[0062] Todos estos tipos de modificaciones son bien conocidas por los expertos en la materia y estan
facilmente disponibles en diversas fuentes comerciales.

[0063] En una realizacion se proporciona un procedimiento segun la invencién en el que un nucleétido
modificado se incorpora en el oligonucleétido y en el que el nucleétido modificado tiene una afinidad de unién mas
alta en comparacion con los nucleétidos A, C, T o G naturales con su nucleétido complementario, y en el que el
nucleétido modificado se une con mas fuerza a un nucleétido en la posicién opuesta en la primera secuencia de
ADN en comparacién con un nucleétido natural complementario al nucleétido de la posicion opuesta en la primera
secuencia de ADN y/o en el que el nucledtido modificado es un nucleétido resistente a nucleasas.

[0064] Preferiblemente la modificacion es una modificacién de una base, una maodificacion de una base del
extremo 3' y/o el extremo 5', una modificacion del esqueleto o una modificacién de un aziucar. Como se discute
anteriormente, los oligonucleétidos donadores segun la invencion pueden contener modificaciones para mejorar las
caracteristicas de hibridaciéon de modo que el donador exhibe mayor afinidad por la cadena de ADN diana, lo que
puede facilitar la intercalacion del donador y/o aumentar la estabilidad termodinamica de la doble cadena formada
(en comparacion con el mismo oligonucleétido que no comprende dicha modificacion y en las mismas circunstancias
experimentales). El oligonucleétido donador puede, independientemente o ademas, modificarse para hacerse mas
resistente a nucleasas, lo que puede estabilizar la estructura de doble cadena.

[0065] En la técnica previa se ha descrito una amplia variedad de nucleétidos modificados que tienen una
afinidad de uniéon mas alta en comparacion con los nucleétidos A, C, T o G naturales con su nucleétido
complementario, y en el que el nucledtido modificado se une con mas fuerza a un nucleétido en la posicién opuesta
en la primera secuencia de ADN en comparacién con un nucleétido natural complementario al nucleétido de la
posicion opuesta en la primera secuencia de ADN y/o en el que el nucleétido modificado es un nucleétido resistente
a nucleasas (véase por ejemplo el documento W02007073157 y las diversas modificaciones que se discuten
anteriormente).

[0066] En determinadas realizaciones, una modificacion esta en una posicion a un nucleétido de distancia del
desapareamiento, preferiblemente a 2, 3, 4, 5, 6 o 7 nucledtidos de distancia del desapareamiento. En determinadas
realizaciones, la modificacion se localiza en una posicién posterior al desapareamiento. En determinadas
realizaciones, la modificacién se localiza en una posicién anterior al desapareamiento.

[0067] El dominio que contiene o esta directamente adyacente al desapareamiento y a las secciones que
contienen los nucleétidos modificados pueden estar solapadas. De este modo, en determinadas realizaciones, el
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dominio que contiene el desapareamiento o directamente adyacente al desapareamiento se localiza en una posicién
diferente en el oligonucleétido que la seccion de la cual se considera la modificacion. En determinadas realizaciones,
el dominio incorpora una o mas secciones. En determinadas realizaciones, las secciones pueden incorporar el
dominio. En determinadas realizaciones, el dominio y las secciones pueden estar localizadas en la misma posicion
en el oligonucledtido y tener la misma longitud, es decir, las secciones coinciden en longitud y posicion. En
determinadas realizaciones puede haber mas de una seccién en un dominio.

[0068] Para la presente invencion, esto significa que la parte del oligonucledtido que contiene el
desapareamiento que altera la doble cadena de ADN se puede localizar en una posicion diferente o cambiada
respecto a la parte del oligonucleétido que se modifico.

[0069] En una realizacion preferida, el nucleétido modificado se selecciona a partir del grupo compuesto por
LNA y/o nucleétidos que tienen enlaces fosforotioato.

[0070] En una realizacion preferida, el nucleétido modificado es un acido nucleico bloqueado. El acido
nucleico bloqueado (LNA) es un ADN analogo con propiedades interesantes para el uso en terapia génica con
oligonucledétidos complementarios que es conocido por los expertos en la materia.

[0071] Los LNA son analogos de nucleétidos y nucledsidos biciclicos vy triciclicos que pueden incorporarse en
oligonucledtidos. Las caracteristicas estructurales y funcionales basicas de los LNA y analogos relacionados se
describen en diversas publicaciones y patentes, como los documentos W099/14226, WO00/56748, WO00/66604,
WQ098/39352, US6043060 y US6268490, todos los cuales se incorporar en el presente documento por referencia en
su totalidad.

[0072] Existen nucledsidos LNA disponibles para todas las bases nitrogenadas comunes (T, C, G, A, U; por
ejemplo de Exigon [www.exigon.com]) y son capaces de formar pares de bases segun las reglas de apareamiento
de bases de Watson-Crick. Cuando se incorpora en un oligonucleétido de ADN, el LNA hace que el apareamiento
con una hebra de nucleétidos complementaria sea mas rapido y aumente la estabilidad de la doble cadena
resultante. En otras palabras, el LNA combina la capacidad para discriminar entre dianas correctas e incorrectas
(alta especificidad) con muy alta bioestabilidad (bajo recambio) y afinidad sin precedentes (muy alta fuerza de union
a la diana). De hecho, el aumento de afinidad registrado con LNA deja las afinidades de todos los analogos
previamente descritos en el rango de bajas a modestas.

[0073] El LNA es un analogo de ARN en el que la ribosa esta estructuralmente limitada por un puente
metileno entre los atomos 2'-oxigeno y 4'-carbono. Este puente limita la flexibilidad del anillo de ribofuranosa y
bloquea la estructura en una formacion biciclica rigida. Esta llamada conformacion tipo N (o 3'-endo) da lugar a un
aumento de la Tf (temperatura de fusion) de las dobles cadenas que contienen LNA y, en consecuencia, a
afinidades de unidon mas altas y mayores especificidades. Es de resaltar que las caracteristicas favorables del LNA
no se logran a expensas de otras propiedades importantes como se observa a menudo con los analogos de acidos
nucleicos.

[0074] El LNA puede mezclarse libremente con todos los compuestos quimicos que constituyen el universo
de analogos de ADN. Las bases de LNA se pueden incorporar en oligonucleétidos como secuencias cortas todo
LNA o como quimeras de LNA/ADN mas largas. Los LNA se pueden colocar en posiciones internas, 3' o 5'. Sin
embargo, debido a sus conformaciones biciclicas rigidas, los restos LNA a veces alteran el giro de hélice de las
hebras de acido nucleico. Por consiguiente, generalmente se prefiere menos disefiar un oligonucleétido con dos o
mas restos LNA adyacentes. Preferiblemente, los restos LNA estan separados por al menos un nucleétido
(modificado) que no altere el giro de hélice, como por ejemplo un nucleétido convencional (A, C, T o G).

[0075] El monémero de LNA desarrollado y preferido originalmente (el monémero [beta]-D-oxi-LNA) se ha
modificado en nuevos monémeros LNA. Se ha sugerido que el nuevo [alfal-L-oxi-LNA muestra una estabilidad
superior frente a la actividad 3' exonucleasa, y también es mas potente y mas versatil que [beta]-D-oxi-LNA en el
disefio de oligonucledtidos complementarios potentes. También se pueden usar xilo-LNA, L-ribo LNA y otros LNA,
como se describe en los documentos W09914226, WO00/56748, WO00/66604 y en J. Org. Chem., 2010, 75 (7),
pag. 2341-2349. En la presente invencion, cualquier LNA de los tipos anteriores es eficaz para lograr los objetivos de
la invencion, es decir, mejor eficiencia de IDN, con preferencia por analogos [beta]-D-LNA.

[0076] Como se menciona anteriormente, un LNA esta preferiblemente al menos a un nucleétido de distancia
de un desapareamiento en el oligonucleétido usado en el procedimiento de la invencion. Aunque en la técnica de
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IDN, la modificaciéon con LNA se ha incluido en una lista de posibles modificaciones de oligonucleétidos como
alternativas a las moléculas quiméricas usadas en IDN, se ha encontrado que cuando se modifican oligonucleétidos
de ADN de cadena sencilla, como los usados en el procedimiento segun la invencion, para contener LNA, la
eficiencia del IDN aumenta significativamente hasta el grado que se ha encontrado actualmente cuando el LNA se
ubica al menos a un nucleétido de distancia del desapareamiento, incluso mas preferiblemente a un nucleétido del
desapareamiento. El oligonucleétido preferiblemente no contiene mas de aproximadamente el 75 % (redondeando al
numero entero mas proximo de nucledtidos) de LNA.

[0077] En otra realizacion preferida, el nucleétido modificado comprende un nucleétido que tiene un enlace
fosforotioato. Muchas de las modificaciones de nucleétidos disponibles en el mercado se han desarrollado para su
uso en aplicaciones con oligonucledtidos complementarios para terapia génica. El proceso quimico de resistencia a
nucleasas mas simple y mas ampliamente utilizado disponible para aplicaciones con oligonucleétidos
complementarios (el oligonucleétido complementario de «primera generacion») es el enlace fosforotioato (PS). En
estas moléculas, un atomo de azufre sustituye a un oxigeno que no sirve de puente en el esqueleto fosfato del
oligonucleotido (véase, por ejemplo, la figura 2 del documento W0O2007073154), lo que tiene como consecuencia la
resistencia a la actividad endonucleasa y exonucleasa.

[0078] Para la terapia génica, una quimera fosforotioato/fosfodiéster generalmente tiene de uno a cuatro
enlaces entre nucledsidos modificados PS en ambos extremos 5'y 3' con un nucleo central de ADN no modificado.
Los enlaces fosforotioato se pueden incorporar, sin embargo, en cualquier ubicacion que se desee en el
oligonucledtido.

[0079] Preferiblemente, el nucleétido modificado es un LNA o, incluso mas preferiblemente, un nucleétido que
tiene un enlace fosforotioato, mas preferiblemente el oligonucledtido modificado que tiene al menos uno, por
ejemplo, uno, dos, tres o cuatro fosforotioatos. Preferiblemente, el oligonucleotido contiene al menos un fosforotioato
enocerca (p. €j.,a1,2,3,4,5,6, 7 nucledtidos de) el extremo 5' del oligonucledtido segun la invencion.

[0080] En una realizacion se ha previsto que el oligonucleétido usado en el procedimiento segun la invencion
comprenda al menos dos, tres, cuatro o cinco nucledtidos modificados. Preferiblemente, el oligonucledtido
comprende dos, tres, cuatro o cinco nucleétidos modificados. Preferiblemente, las modificaciones se seleccionan a
partir del grupo compuesto por LNA y/o enlaces fosforotioato.

[0081] En determinadas realizaciones preferidas de la invencion, el nucleétido del oligonucleétido en la
posicion del desapareamiento se puede modificar. Que el desapareamiento se pueda modificar o no depende en
gran medida del mecanismo exacto del intercambio dirigido de nucleétidos o del mecanismo de reparacion de ADN
de la célula usando la diferencia en afinidad entre las hebras donadora y aceptora. En una realizacién preferida, el
nucleétido en la posicién del desapareamiento no es un nucleétido modificado.

[0082] En una realizacion se proporciona un método segun la invencion en el que el nucleétido modificado
esta al menos a un nucleétido de el al menos un desapareamiento ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo
a 1 nucledtido del extremo 3' de dicho oligonucleotido, mas preferiblemente, dicho al menos un desapareamiento
esta en el extremo 3' del oligonucleétido.

[0083] Como se discute previamente, se ha encontrado que cuando se modifican oligonucleotidos de ADN de
cadena sencilla, como los usados en el procedimiento segun la invencion, para contener nucleétidos modificados,
por ejemplo LNA, la eficiencia del IDN aumenta significativamente hasta el grado que se ha encontrado actualmente
cuando el nucleétido modificado, preferiblemente LNA, se ubica al menos a un nucleétido de distancia del
desapareamiento, incluso mas preferiblemente a un desapareamiento del desapareamiento. En otros palabras, en
una realizacion preferida, un nucleétido modificado, preferiblemente un LNA esta separado del desapareamiento por
al menos otro nucledtido, cuyo al menos otro nucleétido no es un LNA, preferiblemente no es un nucleétido
modificado. Sin embargo, en caso de, por ejemplo, un enlace fosforotioato, dicho enlace esta directamente
adyacente al nucleétido desapareado.

[0084] En una realizacién se proporciona un procedimiento, en el que la alteracién del ADN de doble cadena
aceptor esta dentro de una célula preferiblemente seleccionada a partir del grupo compuesto por una célula
procariota, una células bacteriana, una célula eucariota, una célula vegetal, una célula animal, una célula de
levadura, una célula de hongo, una célula de roedor, una célula humana, una célula no humana y/o una célula
embrionaria (no humana). La invencion es, en su forma mas amplia, aplicable genéricamente a toda clase de
organismo como humanos, animales, plantas, peces, reptiles, insectos, hongos, bacterias, etc. La invencion puede,
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por tanto, realizarse dentro de una célula seleccionada a partir del grupo compuesto por una célula procariota, una
célula bacteriana, una célula eucariota, una célula vegetal, una célula animal, una célula de levadura, una célula de
hongo, una célula de roedor, una célula humana, una célula no humana y/o una célula embrionaria (no humana). En
una realizacioén preferida, la célula es una célula vegetal.

[0085] También se proporciona un procedimiento como el que se describe en el presente documento en el
que el ADN de doble cadena aceptor se obtiene a partir de un organismo procariota, una bacteria, un organismo
eucariota, una planta, un animal, una levadura, un hongo, un roedor o un humano. En una realizacion preferida, el
ADN de doble cadena aceptor se obtiene a partir de una planta (o es un ADN vegetal presente en una célula
vegetal).

[0086] En una realizacion de la invencion, la alteracion de la secuencia de ADN de doble cadena aceptor es
una delecion, una sustitucion y/o una insercion de al menos un nucleétido. Preferiblemente, la alteracion de la
secuencia de ADN de doble cadena es una delecion, una sustituciéon y/o una insercion de no mas de 5 nucledtidos,
preferiblemente no mas de 4, 3, 2, 1 nucleétidos, mas preferiblemente un nucleétido. Mas preferiblemente, la
alteracion de la secuencia de ADN de doble cadena aceptora es una sustitucion de no mas de 5 nucleétidos,
preferiblemente no mas de 4, 3, 2, 1 nucledtido, mas preferiblemente un nucleétido.

[0087] En otra realizacién se proporciona un procedimiento segun la invencion, en el que el ADN de doble
cadena aceptor procede de ADN genomico, ADN lineal, cromosomas artificiales, cromosomas artificiales de
mamifero, cromosomas artificiales bacterianos, cromosomas artificiales de levaduras, cromosomas artificiales
vegetales, ADN cromosomico nuclear, ADN de organulos y/o ADN episomal incluidos plasmidos.

[0088] De hecho, la invencién es aplicable a la modificacion de cualquier tipo de ADN, como las descritas
anteriormente. La invencion se puede realizar in vivo, asi como ex vivo o in vitro, por ejemplo sometiendo el ADN
que se va a modificar al oligonucledtido donador en presencia de proteinas que son capaces de realizar el
intercambio dirigido de nucleétidos, por ejemplo, y en particular, proteinas que son funcionales en el mecanismo de
reparacion de desapareamientos de la célula.

[0089] La administracion del oligonucleétido a una célula se puede lograr mediante electroporacién u otras
técnicas convencionales que permitan la administracion al nicleo o al citoplasma. El analisis in vitro del
procedimiento de la presente invencién se puede realizar usando el sistema libre de células como se describe en los
documentos WO01/87914, WO03/027265, W099/58702 y WO01/92512. El oligonucledtido puede comprender
nucledtidos metilados, nucleétidos no metilados o ambos.

[0090] La invencion es, en su forma mas amplia, aplicable a muchos fines para alterar una célula, corrigiendo
una mutacién mediante el restablecimiento del tipo natural, induciendo una mutacién, inactivando una enzima
mediante la interrupcion de la regién codificadora, modificando la bioactividad de una enzima mediante la alteracion
de la regioén codificadora o modificando una proteina mediante la interrupcion de la regién codificadora.

[0091] La invencion también se refiere al uso de oligonucleétidos esencialmente como se describe
anteriormente en este documento, para alterar una célula, corregir una mutacion mediante el restablecimiento del
tipo natural, inducir una mutacion, inactivar una enzima mediante la interrupcion de la regién codificadora, modificar
la bioactividad de una enzima mediante la alteracion de la region codificadora, modificar la proteina mediante la
interrupcion de la region codificadora, modificar una proteina mediante la interrupcion de la regién codificadora,
reparacion del desapareamiento, alteracion dirigida del material genético (vegetal), incluido mutaciéon génica,
reparacion dirigida de genes y silenciamiento de genes. Preferiblemente, el procedimiento segun la invencion es
para la alteracion dirigida del ADN de doble cadena aceptor obtenido a partir de una planta, presente en una planta o
para ser presentado a una planta.

[0092] La descripcion ademas se refiere a kits, que comprenden uno o mas oligonucleétidos como se define
en otra parte en este documento, opcionalmente en combinacién con proteinas que son capaces de realizar el IDN.

[0093] En particular, el kit incluye las instrucciones para la alteracién dirigida de un ADN de doble cadena.
Las instrucciones incluyen esencialmente una descripcion de los pasos del procedimiento segun la invencion
descrito en este documento.

[0094] En particular, se describe un kit que incluye instrucciones para la realizaciéon de un procedimiento para
la alteracion dirigida de un ADN de doble cadena aceptor segun la invencién descrito en el presente documento, en
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el que el kit ademas comprende un oligonucledtido para su uso en el procedimiento segun la invencion.
Preferiblemente, el oligonucledtido es un oligonucledtido como se describe en este documento.

[0095] Para ello, el kit puede asi incluir un oligonucleétido que comprende al menos un dominio que es capaz
de hibridar con la primera secuencia de ADN cuyo dominio comprende, o esta directamente adyacente a al menos
un desapareamiento con respecto a una secuencia de ADN diana, y en el que dicho al menos un desapareamiento
esta ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho oligonucleétido, mas
preferiblemente dicho al menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucleétido y ademas incluye
instrucciones para realizar el procedimiento segun la invencion, es decir, para realizar el IDN en el que se usa un
oligonucledtido que tiene un desapareamiento con respecto al ADN diana y en el que el desapareamiento esta
ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho oligonucledtido, mas
preferiblemente dicho al menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucledtido.

[0096] Como entendera un experto en la materia, facilitando instrucciones al menos se informa que un
desapareamiento se ubica en el extremo 3' del oligonucledtido o a 1 nucledtido del extremo 3' 0 a 2 nucledtidos del
extremo 3', y que el oligonucleétido se puede usar para la alteracion de una secuencia de ADN de doble cadena,
dicho kit que incluye estas instrucciones y el oligonucledtido es un kit dentro del alcance de los kits descrito y
reivindicados anteriormente.

[0097] El kit también puede, por ejemplo, tomar la forma de un sitio web o un documento que proporcione
instrucciones o informacion para realizar la alteracion dirigida de un ADN de doble cadena aceptor segun el
procedimiento de la invencién, como se describe en el presente documento, y el suministro u oferta (aparte) de un
nucledtido adecuado para su uso en el procedimiento segun la invencién, y como se describe en este
documento.//esp

[0098] En una realizacion preferida se proporciona un kit segun la descripcion, como se describe
anteriormente, en el que el oligonucledtido es un oligonucledtido que, cuando se combina con una secuencia de
ADN de doble cadena aceptora que contiene una primera secuencia de ADN y una segunda secuencia de ADN que
es la complementaria de la primera secuencia de ADN, comprende un dominio que es capaz de hibridar con la
primera secuencia de ADN, cuyo dominio comprende, o estd directamente adyacente a, al menos un
desapareamiento con respecto a la primera secuencia de ADN, y en el que dicho al menos un desapareamiento se
localiza a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho oligonucleétido, mas
preferiblemente dicho al menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucledtido.

Ejemplos:
Ejemplo 1: IDN en un episoma que expresa GFP en protoplastos de tabaco

[0099] El IDN supone la introduccion de oligonucleétidos dentro de células donde inducen una mutacién en el
locus gendmico diana, dirigida por un nucledtido desapareado en el oligonucleétido.

[0100] En los siguientes experimentos se determind la exactitud y eficiencia del IDN mediante la realizacion
de IDN en un episoma (plasmido) que porta una proteina fluorescente verde (GFP, por su siglas en inglés) no
funcional que contiene un codon de parada en marco. La cotransfeccion de este plasmido junto con un
oligonucleotido disefiado para reparar el codon de parada debe restablecer la expresion y actividad de GFP, lo que
se consiguid, en los siguientes experimentos, a nivel de célula Unica 24 horas después de la transfeccion de
protoplastos. En este primer ejemplo se describen experimentos realizados en protoplastos de tabaco.

Material y procedimientos
Construcciones

[0101] Se sintetiz6 el marco de lectura abierto de la GFP funcional y se optimiz6 el uso de codones para su
uso en las Solanaceae. Se generd una variante de GFP con un cambio de nucleétido en la posicion 82 (G por T)
como se muestra en la figura 1. Esto tuvo como resultado la produccion de un codon de parada en marco y la
secuencia de aminoacidos de la proteina resultante se muestra en la figura 2. EI ORF de GFP (GFP WT) y la GFP
variante con el codon de parada (GFP-STOP) se clonaron como fragmentos Xhol-Sacl en el sitio de clonacion
multiple de un vector basado en pUC que contenia el promotor de CaMV 35S para la expresion génica en células
vegetales. Esto tuvo como resultado las construcciones pKG7381 (GFP-WT) y pKG7384 (GFP-STOP). Ademas,
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GFP se fusion6 traduccionalmente a una etiqueta de 6 His y a una secuencia sefal de localizacion nuclear (NLS, por
sus siglas en inglés) para facilitar la acumulacion de la proteina GFP en el nucleo de protoplastos y asi mejorar
nuestra capacidad de puntuar las células positivas para GFP. Estas construcciones se muestran en la figura 3.

Oligonucleétidos

[0102] Los oligonucledtidos para reparar el codon de parada en el gen GFP se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Oligonucledtidos usados en este estudio. El nucledtido desapareado en cada oligonucleétido aparece
subrayado. Los asteriscos representan enlaces fosforotioato (PS). La orientacion del oligonucleétido se proporciona
como sentido (idéntico a la secuencia codificadora de GFP) o complementaria (complementaria a la secuencia
codificadora de GFP). Todos los oligonucleétidos se muestran en la orientacion 5'-3'. PB221 contiene una
modificacién con LNA (L = LNA C) ademas del desapareamiento.

Oligo Secuencia Orientacion
GFP7 T*G*A*A*CAGCTCCTCGCCCTTGC*T*C*A*C (SEC ID N.° 5) Complementaria
GFP8 T*G*A*A*CAGCTCCTAGCCCTTGC*T*C*A*C (SEC ID N.° 6) Complementaria
PB154 G*C*A*C*CACCCCGGTGAACAGCT*C*C*T*C (SEC ID N.° 7) Complementaria
GFP3 G*T*G*A*GCAAGGGCGAGGAGCTG*T*T*C*A (SEC ID N.° 8) Sentido

PB153 C*G*C*C*CTTGCTCACCATCTCGA*G*A*A*C (SEC ID N.° 9) Complementaria
PB218 C*A*C*C*ACCCCGGTGAACAGCTC*C*T*C*A (SEC ID N.° 10) Complementaria
PB219 A*C*C*A*CCCCGGTGAACAGCTCC*T*C*A*G (SEC ID N.° 11) Complementaria
PB220 C*C*A*C*CCCGGTGAACAGCTCCT*C*A*G*C (SEC ID N.° 12) Complementaria
PB221 G*C*A*C*CACCCCGGTGAACAGCT*C*L*T*C (SEC ID N.° 13) Complementaria

Aislamiento y transfeccion de protoplastos de tabaco

[0103] El material de origen para este ejemplo fueron cultivos de brotes de tabaco in vitro, crecidos de forma
aséptica en tarros de vidrio (750 ml) en medio MS20 a una temperatura de 25/20 °C (dia/noche) y una densidad de
flujo de fotones de 80 uE-m=2.s™' (fotoperiodo de 16/24 h). El medio MS20 es medio de Murashige y Skoog basico
(Murashige, T. y Skoog, F., Physiologia Plantarum, 15: 473-497, 1962) con sacarosa al 2 % (p/v), sin hormonas
afadidas y agar Difco al 0,8 %. Los brotes se subcultivaron cada 3 semanas en medio nuevo./esp

[0104] Para el aislamiento de protoplastos mesofilos, se recogieron hojas completamente expandidas de
cultivos de brotes de 3-6 semanas. Las hojas se cortaron en tiras de 1 mm que se transfirieron a continuacion a
placas de Petri grandes (100 mm x 100 mm) con 45 ml de medio MDE basal para un tratamiento preplasmdlisis de
30 min a temperatura ambiente. EI medio MDE basal contenia 0,25 g de KCI, 1,0 g de MgSO,4-7H,0, 0,136 g de
KH2PO., 2,5 g de polivinilpirrolidona (PM 10 000), 6 mg de acido naftalenacético y 2 mg de 6-bencillaminopurina en
un volumen total de 900 ml. La osmolalidad de la solucion se ajusté a 600 mOsm-kg™" con sorbitol y el pH a 5,7.

[0105] Tras la preplasmolisis, se afiadieron 5 ml de solucién madre de enzimas a cada placa de Petri. La
soluciéon madre de enzimas consistia en 750 mg de celulasa Onozuka R10, 500 mg de driselasa y 250 mg de
macerozima R10 por cada 100 ml (Duchefa B.V., Haarlem, Paises Bajos, p. €j. los productos C8001 y M8002),
filtrada sobre papel Whatman y esterilizada mediante filtracion. Las placas de Petri se sellaron e incubaron durante
toda la noche en oscuridad a 25 °C sin movimiento para digerir las paredes celulares.

[0106] La suspension de protoplastos se paso, a continuacion, por tamices de 500 ym y 100 ym en matraces
Erlenmeyer de 250 ml, se mezcld con un volumen igual de medio de lavado de KCl y se centrifugd en tubos de 50 ml
a 80 x g durante 10 min. El medio de lavado de KCI consistia en 2,0 g de CaCl,-2H,O por litro y una cantidad
suficiente de KCl para llevar la osmolalidad a 540 mOsm-kg-'.

[0107] El paso de centrifugacion se repitié dos veces, primero con protoplastos resuspendidos en medio de
lavado MLm, que son los macronutrientes del medio MS (Murashige, T. y Skoog, F., Physiologia Plantarum, 15: 473-
497, 1962) a la mitad de la concentracion normal, 2,2 g de CaCl,-2H,0 por litro y la cantidad necesaria de manitol
para llevar la osmolalidad a 540 mOsm-kg™ vy, finalmente, con los protoplastos resuspendidos en medio MLs, que es
medio MLm en el que se sustituye el manitol por sacarosa.

[0108] Los protoplastos se recuperaron de la banda flotante en medio con sacarosa y se resuspendieron en
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un volumen igual de medio de lavado de KCI. Las densidades se determinaron usando un hemocitometro.
Posteriormente, los protoplastos se centrifugaron de nuevo en tubos de vidrio de 10 ml a 85 x g durante 5 min y el
sedimento se resuspendio a una densidad de 1 x 10° protoplastos ml-' en medio de electroporacion.

Electroporacion de protoplastos

[0109] Para la electroporacion se utilizé un aparato Gene Pulser de BioRad. Usando PHBS como medio de
electroporacion (Hepes 10 mM, pH 7,2; manitol 0,2 M, NaCl 150 mM; CaCl, 5mM) y con una densidad de
protoplastos en la mezcla de electroporacion de aproximadamente 1 x 10% por ml, los parametros de electroporacion
fueron una carga de 250 V (625 V cm™") y una capacitancia de 800 uF con un tiempo de recuperacion entre el pulso
y el cultivo de 10 minutos. Para cada electroporacion se usaron aproximadamente 2 ug de oligonucleétido y 20 pg de
KG7381 o KG7384 por 800 microlitros de electroporacion.

[0110] Tras el tratamiento de electroporacion, los protoplastos se pusieron en hielo durante 30 min para su
recuperacion, después se resuspendieron en medio de cultivo To a una densidad de 1 x 105 protoplastos mI' y se
incubaron a 21 °C durante toda la noche en oscuridad. El medio de cultivo Ty contenia (por litro, pH 5,7) 950 mg de
KNO3, 825 mg de NH4sNO3, 220 mg de CaCl,-2H.0, 185 mg de MgSO4-7H,0, 85 mg de KH,PO4, 27,85 mg de
FeSO4-7H20, 37,25 mg de Na;EDTA-2H,0, los micronutrientes segun el medio de Heller (Heller, R., Ann Sci Nat Bot
Biol Veg 14: 1-223, 1953), vitaminas segun el medio de Morel y Wetmore (Morel, G. y R.H. Wetmore, Amer. J. Bot.
38: 138-40, 1951), sacarosa al 2 % (p/v), 3 mg de acido naftalenacético, 1 mg de 6-bencilaminopurina y la cantidad
necesaria de manitol para llevar la osmolalidad a 540 mOsm-kg™". Los protoplastos se examinaron al microscopio UV
20 horas después de la electroporacion para visualizar la sefial de GFP en el nucleo.

[0111] Alternativamente, el tratamiento con PEG se podia emplear para introducir el ADN del plasmido y del
oligonucledtido en los protoplastos de tabaco. Los procedimientos para lograrlo son bien conocidos en la literatura.

Resultados

[0112] Cuando la construccion KG7381 (GFP-WT) se electropor6 a protoplastos de tabaco se observéd una
fuerte sefial de GFP localizada en el nlcleo después de aproximadamente 20 horas de incubacion. Esta sefal se
debe a la potente expresion transitoria del ORF de GFP. Esta sefial desaparecié en 48 horas, presumiblemente
debido a la degradacién o eliminacion del ADN plasmidico por parte de la célula. En un experimento tipico,
aproximadamente el 30 % de los protoplastos mostraban una sefial de GFP; esto representa la maxima eficiencia de
electroporacion. No se observo sefial de GFP cuando se introdujo KG7384 (GFP-STOP) en los protoplastos de
tabaco.

[0113] Una vez validado el disefio experimental, se realizaron experimentos en los que se introducia KG7384
en los protoplastos de tabaco en combinacién con varios disefios diferentes de oligonucleétidos con ubicaciones
alternativas del nucleétido desapareado.

[0114] Cuando KG7384 se introdujo junto con oligonucleétidos que portaban un desapareamiento para
reparar el codon de parada introducido, los autores observaron de hecho el restablecimiento de la expresion de
GFP. No se observo expresion de GFP cuando KG7384 se introdujo junto con un oligonucleétido que carecia de
desapareamiento. Se concluyé que la maquinaria celular de IDN es capaz de usar el oligonucleétido para alterar la
secuencia de GFP-STOP, restableciendo asi la actividad GFP en las células.

[0115] La eficiencia de la reparacion de cada oligonucledtido analizado se muestra en la figura 4. En cada
experimento independiente se usé KG7381 para determinar la eficiencia maxima de la transformacion y esta se usé
para corregir las eficiencias de la reparacion de cada uno de los oligonucleétidos. Por ejemplo, si el nimero de
acontecimientos de reparacion de GFP con un oligonucleétido era igual al numero de células positivas para GFP
después de la transfeccion de KG7384, entonces el porcentaje de reparacion de GFP seria del 100 %.

[0116] A partir de los datos se concluye que la reparacion solo se produce cuando esta presente un
nucledtido desapareado en el oligonucledtido, ya que no se observé reparacion cuando se utilizaba GFP8. Se
observo reparacion en aproximadamente el 30 % de las células transformadas cuando el oligonucleétido contenia un
Unico desapareamiento en el centro (GFP7). Inesperadamente, encontramos que la eficiencia del IDN mejoraba
cuando el desapareamiento se localizaba en el extremo 3' del oligonucleétido (PB154). En este caso, la eficiencia de
la reparacion era la mas alta observada en los presentes experimentos. Sorprendentemente, un oligonucleétido con
el desapareamiento en el extremo 5' (PB153) dio una eficiencia de reparacion muy baja. GFP3 fue casi tan eficiente
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como GFP7, PB218 y PB221.

[0117] A continuacion se disefid una serie de oligonucledtidos (PB218, PB219, PB220) con el
desapareamiento en posicion -1, -2 o -3 respectivamente en comparaciéon con el extremo 3' del oligonucleoétido.
Cuando el desapareamiento se localizaba en la posicién -3, la eficiencia de la reparacion caia por debajo de la de
GFP7. PB218 (posicion -1) fue tan eficiente como GFP7. PB219 (posicion -2) dio una eficiencia de reparacion
equivalente a PB154. Por tanto, mientras que un desapareamiento en el extremo 3' proporciona la maxima eficiencia
de reparacion, la ubicacion del desapareamiento en las posiciones internas -1 y -2 puede proporcionar también un
IDN eficiente.

[0118] A continuacion se analizé un oligonucledtido (PB221) con una modificacion con LNA en la posicion -2
junto con un desapareamiento en 3'. Los nucleotido LNA aumentan la afinidad de un oligonucleétido por su diana.

[0119] Los resultados se muestran en la Figura 5.
Ejemplo 2. IDN en un episoma que expresa YFP en protoplastos de tabaco

[0120] El ejemplo 1 mostraba que un oligonucledtido con un desapareamiento en el extremo 3' es eficiente en
la realizacion de IDN. Con el fin de mostrar el amplio alcance del uso del procedimiento segun la invencién y excluir
que la mayor eficiencia del IDN observada con el oligonucledtido 3' se debe a la secuencia especifica del
oligonucledtido usado en el ejemplo 1, es importante demostrar que los oligonucledtidos con una secuencia
alternativa pero también con un desapareamiento ubicado segun la invencion, por ejemplo un desapareamiento 3,
son activos en un ensayo de IDN. Ademas, es util demostrar que el efecto observado también se produce en otras
especies vegetales por lo que se decidio realizar experimentos similares en protoplastos de tomate.

Construcciones

[0121] Se generaron versiones de YFP-WT y YFP-STOP, con un cambio de nucleétido ubicado en posicion
186 (C por T) que daba lugar a un codon de parada. Se muestran ambas secuencias nucleotidicas del gen YFP-
STOP (figura 5) y la secuencia de proteina traducida (figura 6). Aunque los genes GFP e YFP comparten una
homologia de secuencia significativa, este codon de parada se disefid en una posicion diferente en la secuencia
codificadora, de modo que los oligonucleétidos tendrian una secuencia completamente diferente a las usadas en los
experimentos con GFP. Estos genes se clonaron después en un vector de expresion vegetal de modo que el
promotor virico 35S expresaba el ORF de YFP. Se disefid un oligonucleétido con un desapareamiento en su
extremo 3' para convertir la T de la posicion 186 en la construccion YFP-STOP en una C y asi restablecer la
actividad YFP.

[0122] A continuacién se muestra la secuencia de los oligonucleétidos usados para reparar el codon de
parada en YFP (PB212). Los enlaces fosforotioato se representan mediante asteriscos. El desapareamiento en el
oligonucleétido esta subrayado.

PB212 G*A*T*G*AACTTGAGAGTAAGCTT*T*C*C*G (SEC ID N.° 14)
Aislamiento y purificacion de protoplastos de tomate

[0123] Se ha descrito previamente el aislamiento y regeneracion de protoplastos de hojas de tomate (Shahin,
1985; Tan y col., 1987a; Tan y col., 1987b) y las soluciones necesarias se pueden encontrar en estas publicaciones.
Brevemente, se esterilizaron semillas de Solanum lycopersicum con hipoclorito al 0,1 % in vitro en medio MS2 estéril
en un fotoperiodo de 16/8 horas a 2000 lux, 25 °C y 50-70 % de humedad relativa. Se puso 1 g de hojas recién
recolectadas en una placa con 5 ml de CPW9M vy, usando una hoja de bisturi, se realizaron cortes perpendiculares
al tallo principal cada mm. Estos se transfirieron a una placa nueva con 25 ml de solucién de enzimas (CPW9M con
celulosa Onozuka RS al 2 %, macerozima Onozuka R10 al 0,4 %, 2.4-D [2 mg/ml], NAA [2 mg/ml], BAP [2 mg/mI] pH
5,8) y la digestion se llevo a cabo durante toda la noche a 25 °C en oscuridad. Los protoplastos se liberaron a
continuacion poniéndolos en un agitador orbital (40-50 rpm) durante 1 hora. Los protoplastos se separaron de los
restos celulares pasandolos a través de un tamiz de 50 ym y lavando el tamiz dos veces con CPW9M. Los
protoplastos se centrifugaron a 85 g, se desechd el sobrenadante y, a continuacion, se recogieron en la mitad de
volumen de CPW9M. Los protoplastos se recogieron por ultimo en 3 ml de CPW9M vy, a continuacion, se afiadieron
3 ml de CPW8S cuidadosamente para evitar mezclar las dos soluciones. Los protocolos se centrifugaron a 85 g
durante 10 min y aquellos protoplastos viables que flotaban en la capa de la interfase se recogieron usando una
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pipeta pasteur larga. El volumen de protoplastos se incrementé hasta 10 ml afiadiendo CPW9M y el numero de
protoplastos recuperados se determind en un hemocitometro. La suspension de protoplastos se centrifugd a 85 x g
durante 10 minutos a 5 °C. El sobrenadante se desecho y el sedimento de protoplastos se resuspendié a una
concentracion final de 10%-ml-' en medio de lavado CPW9M. En un tubo de 10 ml se mezclaron suavemente pero a
fondo 250 yl de la suspension de protoplastos +/-12,5 uyg de ARNdc y 250 pl de solucion PEG (PEG4000 al 40 %
[Fluka N.° 81240], Ca(NOs3)2 0,1 M, manitol 0,4 M). Después de 20 min de incubacién a temperatura ambiente, se
afiadieron 5 ml de Ca(NOs3), 0,275 M frio gota a gota. La suspension de protoplastos se centrifugd durante 10 min a
85 x g a 4 °C y se desecho el sobrenadante. A continuacion, los protoplastos de tomate se transfirieron a placas
Petri de 4 cm con 4 ml de medio de cultivo K8p y se examind la expresion de YPF después de 24 h con un
microscopio de fluorescencia.

Resultados

[0124] Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 7. Los autores pudieron confirmar que
un oligonucledtido de una secuencia diferente con un desapareamiento en el extremo 3' era capaz, de hecho, de
restablecer la expresion de YFP en protoplastos de tomate.

Ejemplo 3. Efectos del enlace PS sobre la eficiencia del IDN

[0125] Este ejemplo muestra que no es necesario que el oligonucledtido segun la invencién incorpore
nucledtidos que tengan enlaces fosforotioato ni que el oligonucleétido segun la invencion incorpore ningun otro tipo
de modificacion.

Métodos

[0126] Se aislaron protoplastos mesoéfilos de tomate de hojas jovenes de plantas de tomate in vitro. Las
construcciones indicadoras portadoras de un gen eYFP(parada) cuya expresion estaba dirigida por el promotor de
CaMV 35S y los oligonucledtidos se transfectaron en protoplastos de tomate mediante un método mediado por PEG.
Después de incubar toda la noche en oscuridad a 30 °C en una camara de crecimiento, los protoplastos infectados
se observaron al microscopio de fluorescencia equipado con un juego de filtros para YFP. Se anot6 el nimero de
protoplastos que emitian fluorescencia amarilla y se calcula la eficiencia del IDN dividiendo el ndmero de
protoplastos amarillos entre el nimero de protoplastos transfectados.

[0127] Secuencia de los oligonucleotidos probados:
PB72 C*A*T*G*CATGCATGCATGCATGC*A*T*G*C (SEC ID N.° 15) 25 mer, PS, sin sentido (=control)

PB243 G*A*T*G*AACTTAAGTGTAAGTTT*A*C*C*G (SEC ID N.° 16) 25 mer, PS, 3' DA (=desapareamiento)
complementario

TF8 GATGAACTTAAGTGTAAGTTTACCG (SEC ID N.° 17) 25 mer, 3' DA complementario
* representa un enlace fosforotioato

[0128] La reaccion de IDN causada por PB243 y TF8 convierte la secuencia diana de TAA en TAC. Los
oligonucledtidos PB243 y TF8 se disefiaron, por tanto, para reparar el codon de parada de YFP, en el que PB72
contiene enlaces PS y TF8 no contiene enlaces PS. Como se muestra en la figura 8, PB243 era capaz de
restablecer la expresion de YFP con una eficiencia del 20,13 %, mientras que TF8 era capaz de restablecer la
expresion de YFP con una eficiencia del 5,83 %, por tanto, considerablemente mas alta (casi 15 veces y casi
4 veces, respectivamente) en comparacion con el nivel de fondo de 1,43 del oligonucledtido sin sentido.

[0129] Este ejemplo muestra de este modo que se pueden usar oligonucledtidos, con o sin modificacion,
como enlaces PS, en el IDN.
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<210> 1
<211>786
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ORF de GFP con un codon de parada

10 <400> 1

15

20

25

atgggaagag
ctcgagatgg
ctggacggeg
acctacggca
cccacccteg
atgaagcagce
atcttctteca
accctggtga
gggcacaagc
aagaacggca
ctcgeegace
aaccactacc
atggtecctge

aagtaa

<210> 2
<211> 260
<212> PROT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina GFP-STOP

<400> 2

Met Gly Arg Gly Ser His His His His His His Lys Leu Pro Lys Lys

1

gatcgcatca
tgagcaaggg
acgtaaacgg
agctgaccct
tgaccaccct
acgacttctt
aggacgacgg
accgcatcga
tggagtacaa
tcaaggtgaa
actaccagca
tgagcaccca

tggagttegt
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ccaccatcat
ctaggagctg
ccacaagttc
gaagttcatc
gacctacggce
caagtccgece
caactacaag
gctgaagggce
ctacaacagc
cttcaagatc
gaacaccccc
gtecgeectg

gaccgccgee

5

cataagcttce
ttcaccgggg
agcgtgtccg
tgcaccaccg
gtgcagtgcect
atgceccgaag
acccgcgecg
atcgacttca
cacaacgtct
cgccacaaca
atcggcgacyg
agcaaagacc

gggatcacte

10

20

caaagaagaa
tggtgceccat
gcgagggcga
gcaagctgcc
tcagccgcta
gctacgtcca
aggtgaagtt
aggaggacgg
atatcatggc
tegaggacgg
gcececgtget
ccaacgagaa

tcggcatgga

gaggaaggtt
cctggtcgag
gggcgatgcce
cgtgccctgg
ccccgaccac
ggagcgcace
cgagggcgac
caacatcctg
cgacaagcag
cagcgtgcag
gctgecccegac
gcgcgatcac

cgagctgtac

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

786
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Ala
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Thr

Lys

Glu
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Asn

Ser
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Phe
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Glu

val

Glu

Cys
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Leu

Gln

Arg

Val
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Asn
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val
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Ser
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Val

Met

Glu
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Thr

Thr

His

Thr

Lys
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Asp
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Val
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Lys

Thr

val
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Glu

Thr
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Asp

Ile
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Phe

Phe

Asn

Lys

Leu
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Leu

Asp

Ala

Ser

Asp

Gly

Gly

Gly

Phe
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Phe

Glu

Lys

Ser

val
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Ala

Leu

Pro

Ala
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Lys

Gly

Asp

Lys

val

Phe

Phe

Gly

Glu

His

170

Asn

Asp

Pro

Asn

Gly
250

Gly

Asp

Ala

Leu
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Gln

Lys

Lys

Asp

Asp
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Asn

Phe

His

Asp

Glu
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Ile

Glu

Val

Thr

Pro
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Ser

Asp

Thr

140

Gly

Val

Lys
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Asn
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Asn
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<210> 3
<211> 786
<212> ADN
5 <213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion YFP-STOP
10 <400>3
atgggaagag gatcgcatca ccaccatcat cataagcttc caaagaagaa gaggaaggtt 60
ctcgagatgg tttctaaggg tgaggaactt ttcactggtg tggttccaat tectegttgag 120
cttgatggtg atgttaacgg acacaagtte tetgtttetg gtgaaggtga aggtgatgcet 180
acttaaggaa agcttactcet caagttcate tgcactactg gaaagettece agttecatgg 240
ccaactcttg ttactacttt cggatacggt gttcaatgct tcgctaggta tccagatcat 300
atgaggcagc acgatttctt caagtctget atgccagagg gatatgttca agagaggact 360
atcttcttca aggatgatgg caactacaag actagggctg aggttaagtt cgagggtgat 420
actcttgtga acaggattga gettaaggge atcgatttca aagaggatgg aaacattete 480
ggccacaagc ttgagtacaa ctacaattcet cacaacgtgt acatcatgge tgataagcag 540
aagaacggca tcaaggttaa cttcaagatc aggcacaaca tcgaggatgg atctgttcaa 600
cttgctgatc attaccagca gaacactcca attggagatg gaccagttct tecttecctgat 660
aaccactacc tttcttacca gtctgectctt tccaaggatc caaatgagaa gagggatcac 720
atggtgcttt tggagtttgt tactgctgct ggaatcactc ttggcatgga tgaactctac 780
aagtga 786
<210> 4
15 <211> 261
<212> PROT

20

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia proteica de YFP-STOP

<400> 4

22
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Met Gly Arg Gly Ser His
1 5

Lys Arg Lys Val Tyr Leu
20

Thr Gly Val Val Pro Ile
35

Hig Lys Phe Ser Val Ser

Hig Hig Hig Hig Hig Lys Leu Pro Lys Lys
10 15

Glu Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe
25 30

Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly
40 45

Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Gly Lys
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<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido
<400> 5
tgaacagcic ctcgeccttg ctcac 25

<210> 6

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 6
tgaacagctc ctagcccttg ctcac 25

<210>7

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 7
gcaccacccece ggtgaacagc tecte 25

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 8
gtgagcaagg gcgaggagct gtica 25
<210>9
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 9
cgcccttget caccatctcg agaac 25
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<210> 10

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 10
caccaccccg gtgaacagct ccteca 25

<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 11

accaccccegg tgaacagctc ctcag 25

<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 12

ccaccceggt gaacagctec tcage 25

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (23) .. (23)
<223>nesa,c,got
<400> 13

gcaccaccce ggtgaacagc tente 25

<210> 14
<211> 25
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 14

gatgaacttg agagtaagct ttccg 25

<210> 15

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 15

catgcatgca tgcatgcatg catge 25

<210> 16

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 16
gatgaactta agtgtaagtt taccg 25

<210> 17

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 17

gatgaactta agtgtaagtt taccg 25
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la alteracién dirigida de una secuencia de ADN de doble cadena aceptora en
un protoplasto vegetal que comprende una primera secuencia de ADN y una segunda secuencia de ADN que es
complementaria a la primera secuencia de ADN, comprendiendo el procedimiento la combinacién de la secuencia de
ADN de doble cadena aceptora con un oligonucleétido donador en el que el oligonucleétido comprende al menos un
dominio que es capaz de hibridar con la primera secuencia de ADN, cuyo dominio comprende o esta directamente
adyacente a al menos un desapareamiento con respecto a la primera secuencia de ADN y en el que dicho al menos
un desapareamiento esta ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho
oligonucledtido, mas preferiblemente, dicho al menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucledétido.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que el nucleétido donador es complementario a la
primera secuencia de ADN con la excepcién de un desapareamiento.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones previas en el que el oligonucledtido
comprende al menos una seccion que contiene al menos un nucleétido modificado seleccionado a partir del grupo
compuesto por una modificacion de una base, una modificacion de una base del extremo 3' y/o 5', una modificacion
del esqueleto o una modificacién de un azucar.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3 en el que el nucleétido modificado tiene una afinidad de unién
mas alta en comparacion con los nucleétidos A, C, T o G naturales con su nucleétido complementario, y en el que el
nucleétido modificado se une con mas fuerza a un nucleétido en la posicién opuesta en la primera secuencia de
ADN en comparacién con un nucleétido natural complementario al nucleétido de la posicion opuesta en la primera
secuencia de ADN y/o en el que el nucleétido modificado es un nucleétido resistente a nucleasas.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 3-4 en el que el nucledtido modificado se
selecciona a partir del grupo compuesto por LNA o nucleétidos que tienen enlaces fosforotioato.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones previas en el que el oligonucledtido
comprende al menos dos, tres, cuatro o cinco nucleétidos modificados.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones previas en el que el desapareamiento no es
un nucledtido modificado.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones previas en el que el nucleétido modificado
esta al menos a un nucleétido de el al menos un desapareamiento ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo
a 1 nucledtido del extremo 3' de dicho oligonucleotido, mas preferiblemente, dicho al menos un desapareamiento
esta en el extremo 3' del oligonucleétido.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones previas en el que el oligonucledétido alberga 2,
3 0 4 desapareamientos.

10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones previas en el que la alteracion es una
delecion, una sustitucion y/o una insercion de al menos un nucleétido.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones previas en el que el ADN de doble cadena
aceptor procede de ADN gendmico, ADN lineal, cromosomas artificiales vegetales, ADN cromosémico nuclear, ADN
de organulos, ADN plasmidico o ADN episomal.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones de procedimiento previas para corregir una
mutacion mediante el restablecimiento del tipo natural, inducir una mutacién, inactivar una enzima mediante la
interrupcion de la regién codificadora, modificar la bioactividad de una enzima mediante la alteracion de la region
codificadora o modificar una proteina mediante la interrupcién de la region codificadora.

13. Uso de un oligonucledtido como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para la
alteracion dirigida de una secuencia de ADN de doble cadena aceptora en un protoplasto vegetal, preferiblemente
para corregir una mutacion mediante el restablecimiento del tipo natural, inducir una mutacién, inactivar una enzima
mediante la interrupcion de la region codificadora, modificar la bioactividad de una enzima mediante la alteracion de
la regién codificadora, modificar una proteina mediante la interrupcion de la regién codificadora, reparacion del
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desapareamiento, alteracion dirigida del material genético vegetal, incluido mutacion génica, reparacion dirigida de
genes o silenciamiento de genes.

14. Protoplasto vegetal que comprende:

- una secuencia de ADN de doble cadena aceptora que comprende una primera secuencia de ADN y una segunda
secuencia de ADN que es complementaria a la primera secuencia de ADN, y

- un oligonucledtido en el que el oligonucleétido comprende al menos un dominio que es capaz de hibridar con la
primera secuencia de ADN, cuyo dominio comprende o esta directamente adyacente a al menos un
desapareamiento con respecto a la primera secuencia de ADN y en el que dicho al menos un desapareamiento esta
ubicado a lo sumo a 2, preferiblemente a lo sumo a 1 nucleétido del extremo 3' de dicho oligonucledtido, mas
preferiblemente, dicho al menos un desapareamiento esta en el extremo 3' del oligonucleétido.
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Figura 1.

1 ATGGGAAGAG
60 TCTCGAGATG
120 AGCTGGACGG
180 GCCACCTACG
240 CTGGCCCACC
300 ACCACATGAA
360 CGCACCATCT
420  GGGCGACACC
480 ACATCCTGGG
540 GACAAGCAGA
600 CAGCGTGCAG
660  TGCTGCCCGA
720  AAGCGCGATC
780 GGACGAGCTG
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GATCGCATCA
GTGAGCAAGG
CGACGTAAAC
GCAAGCTGAC
CTCGTGACCA
GCAGCACGAC
TCTTCAAGGA
CTGGTGAACC
GCACAAGCTG
AGAACGGCAT
CTCGCCGACC
CAACCACTAC
ACATGGTCCT
TACAAGTAA

CCACCATCAT
GCTAGGAGCT
GGCCACAAGT
CCTGAAGTTC
CCCTGACCTA
TTCTTCAAGT
CGACGGCAAC
GCATCGAGCT
GAGTACAACT
CAAGGTGAAC
ACTACCAGCA
CTGAGCACCC
GCTGGAGTTC

30

CATAAGCTTC
GTTCACCGGG
TCAGCGTGTC
ATCTGCACCA
CGGCGTGCAG
CCGCCATGCC
TACAAGACCC
GAAGGGCATC
ACAACAGCCA
TTCAAGATCC
GAACACCCCC
AGTCCGCCCT
GTGACCGCCG

CAAAGAAGAA
GTGGTGCCCA
CGGCGAGGGC
CCGGCAAGCT
TGCTTCAGCC
CGAAGGCTAC
GCGCCGAGGT
GACTTCAAGG
CAACGTCTAT
GCCACAACAT
ATCGGCGACG
GAGCAAAGAC
CCGGGATCAC

GAGGAAGGT
TCCTGGTCG
GAGGGCGAT
GCCCGTGCC
GCTACCCCG
GTCCAGGAG
GAAGTTCGA
AGGACGGCA
ATCATGGCC
CGAGGACGG
GCCCCGTGC
CCCAACGAG
TCTCGGCAT



ES 2 588 482 T3

Figura 2.

1 MGRGSHHHHH HKLPKKKRKV LEMVSKG*EL FTGVVPILVE LDGDVNGHKF
51 SVSGEGEGDA TYGKLTLKFI CTTGKLPVPW PTLVTTLTYG VQCFSRYPDH
101 MKQHDFEFKSA MPEGYVQERT IFFKDDGNYK TRAEVKFEGD TLVNRIELKG
151 IDFKEDGNIL GHKLEYNYNS HNVYIMADKQ KNGIKVNFKI RHNIEDGSVQ
201 LADHYQONTP IGDGPVLLPD NHYLSTQSAL SKDPNEKRDH MVLLEFVTAA
251 GITLGMDELY K
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Figura 3.
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Fig 3. Continuacion

Promotor 358
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Figura 4.
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Figura 5.
1 ATGGGAAGAG
GAGGAAGGTT
161 TGGTTCCAAT
151 TCTGITTCTG
201 CAAGTTCATC
251 TTACTACTTT
301 ATGAGGCAGC
351 AGAGAGGACT
401 AGGTTAAGTT
451 ATCGATTTCA
501 CTACAATTCT
351 TCAAGGTTAA
601 CTTGCTGATC
651 TCTTCCTGAT
701 CAAATGAGAA
751 GGAATCACTC
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GATCGCATCA
CTCGAGATGG
TCTCGTTGAG
GTGAAGGTGA
TGCACTACTG
CGGATACGGT
ACGATTTCTT
ATCTTCTTCA
CGAGGGTGAT
AAGAGGATGG
CACAACGTGT
CTTCAAGATC
ATTACCAGCA
AACCACTACC
GAGGGATCAC
TTGGCATGGA

CCACCATCAT
TTTCTAAGGG
CTTGATGGTG
AGGTGATGCT
GAAAGCTTCC
GTTCAATGCT
CAAGTCTGCT
AGGATGATGG
ACTCTTGTGA
ARACATTCTC
ACATCATGGC
AGGCACAACA
GAACACTCCA
TTTCTTACCA
ATGGTGCTTT
TGAACTCTAC

35

CATAAGCTTC
TGAGGAACTT
ATGTTAACGG
ACTTAAGGAA
AGTTCCATGG
TCGCTAGGTA
ATGCCAGAGG
CAACTACAAG
ACAGGATTGA
GGCCACAAGC
TGATAAGCAG
TCGAGGATGG
ATTGGAGATG
GTCTGCTCTT
TGGAGTTTGT
AAGTGA

CAAAGAAGAA 51

TTCACTGGTG
ACACAAGTTC
AGCTTACTCT
CCAACTCTTG
TCCAGATCAT
GATATGTTCA
ACTAGGGCTG
GCTTAAGGGC
TTGAGTACAA
AAGAACGGCA
ATCTGTTCAA
GACCAGTTCT
TCCAAGGATC
TACTGCTGCT



Figura 6.

1 MGRGSHHHHH
51 FSVSGEGEGD
101 HMRQHDEFKS
151 GIDFKEDGNI
201 QLADHYQONT
251 AGITLGMDEL
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HKLPKKKRRKV
AT*GKLTLKF
AMPEGYVQER
LGHKLEYNYN
PIGDGPVLLP
YK

YLEMVSKGEE

LEFTGVVPILV

ICTTGKLPVP WPTLVTTEFGY
TIFFKDDGNY KTRAEVKFEG
SHNVYIMADK QKNGIKVNFK

DNHYLSYQSA
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IRHNIEDGSV
HMVLLEFVTA
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Figura 7.
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Figura 8
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