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DESCRIPCION

Mutantes de la ADN polimerasa mu.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la identificacién de mutantes de la ADN polimerasa mu humana (Poly) y a
los usos de los mismos. Estos mutantes presentan caracteristicas mejoradas respecto a la version silvestre de dicha
polimerasa que mejoran su potencialidad como herramienta molecular.

Antecedentes de la invencion

La estabilidad de la informacién genética no sélo depende de la fiabilidad de los sistemas de replicacién sino
también de la existencia de miltiples sistemas de reparacién, que corrigen la mayoria de los tipos de dafios que se
producen en el ADN. Ademds de estos sistemas de reparacion, es evidente la existencia de reacciones enzimaticas
alternativas que de algiin modo contrarrestan los efectos de los primeros, generando variabilidad en el ADN. Una de
las enzimas implicadas en este tipo de procesos es la desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT) involucrada en los
procesos de generacién de diversidad y que selectivamente actda sobre aquellos genes codificantes de receptores de
antigenos (Komori et al. (1993). Science, 261, 1171-1175).

La TdT es una enzima de 58 kDa que normalmente sélo se encuentra presente en linfocitos B y T inmaduros. Esta
enzima cataliza la adicién de desoxinucleétidos en el extremo 3’OH terminal de las cadenas de oligonucledtidos sin
necesidad de una hebra de ADN molde (actividad deoxinucleotidil-transferasa terminal), generando asi diversidad en
los receptores de antigenos de las referidas células de defensa del sistema inmune. Esta actividad de TdT ha permitido
que esta polimerasa haya sido ampliamente utilizada como herramienta molecular, especialmente, en técnicas de
mareaje de ADN.

Una de estas técnicas de mareaje es el ensayo TUNEL que se basa en el principio de que la TdT incorpora des-
oxiuridina marcada (e.g. dUTP-biotina) en los extremos 3’OH de roturas de cadenas dobles y simples del ADN. La
incorporacién de dUTP marcada actia como una sefial que puede ser detectada facilmente, por ejemplo, a través de
técnicas de fluorescencia. Cuantas mas roturas tenga el ADN mayor serd la sefial resultante. Esta técnica permite, entre
otras aplicaciones, identificar muestras que estdn sufriendo procesos apoptéticos o medir la calidad de una muestra
bioldgica.

Desde el descubrimiento de la TdT, han sido pocas las enzimas con actividad deoxinucleotidil-transferasa terminal
encontradas en la naturaleza y, actualmente, ésta es la tinica que se comercializa a gran escala (e.g. Roche Applied
Science, Promega, Invitrogen).

En el afio 2000, una nueva polimerasa con actividad deoxinucleotidil-transferasa terminal y perteneciente a la fa-
milia X de las ADN polimerasas, la polimerasa mu (Polu), fue identificada y secuenciada por primera vez (Dominguez
et al, (2000) Embo J, 19, 1731-1742). Sin embargo, aunque se puede decir que existe una amplia similitud estructural
entre Polu y TdT, la actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal de esta nueva enzima es comparativamente muy
inferior a la de la TdT. Este hecho ha imposibilitado su incorporacién al mercado como una alternativa viable a la TdT,
siendo todavia necesario el descubrimiento o desarrollo de nuevas enzimas que presenten esta actividad mejorada o
incrementada. Hasta la fecha, inicamente el mutante simple de Poly humana, R387K, presenta una actividad deoxi-
nucleotidil-transferasa terminal superior a la polimerasa silvestre y similar a la de la TdT (Maria José Martin et al.
Gordon Research Conference on Mutagenesis 07/20/2008 - 07/25/2008 at Magdalen College in Oxford. “Rate limited
terminal transferase activity of human Pol u: contribution to imprecise end-joining of non-complementary ends”).

Breve descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencién han desarrollado mutantes de Polu que presentan una mayor actividad deo-
xinucleotidil-transferasa terminal que la enzima silvestre o wildtype (Polu wt: UniProtKB/Swiss-Prot QINP87: SEQ
ID NO: 17) e incluso que la propia TdT. Concretamente, la invencién proporciona varios mutantes de Polu con una
elevada actividad deoxinucleotidil-transferasa terminal, superior a la de la Polu wt, que pueden ser empleados, entre
otras, en técnicas de mareaje de polinucledtidos o de reunién de extremos protuberantes y romos (End joining).

Asi, en un primer aspecto de la presente invencion, se proporcionan mutantes de Polu (en adelante, mutantes de
la invencién) que tienen al menos alrededor de un 10% mads de actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal que la
Polu wt, preferentemente la Poly humana. Preferentemente, dicha actividad es al menos alrededor de un 25%, 50%,
75%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500% superior a la de la Poly wt. Del mismo modo, los mutantes de la invencién
también tienen una actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal igual o superior a la del mutante R387K (en ade-
lante, también referido como mutante R), preferentemente dicha actividad es al menos alrededor de un 10% superior
y, mds preferentemente, al menos alrededor de un 25%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300% superior. Estos mutantes en
combinacién o individualmente son susceptibles de ser empleados como herramientas moleculares, preferentemen-
te, en cualquiera de las técnicas en que se utiliza la TdT, bien como sustitutivos de ésta o en combinacién con la
misma.
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En un segundo aspecto de la invencién se proporciona una secuencia polinucleotidica (en adelante, secuencia
polinucleotidica o polinucleétido de la invencién) que codifica- cualquiera de los mutantes de la invencién. Del mismo
modo, también forman de parte de la invencién cualquier: i) vector que comprenda al polinucleétido de la invencién o
ii) célula huésped que comprenda la secuencia polinucleotidica de la invencién o un vector de acuerdo con la invencion.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un método para la produccién de los mutantes de la invencidn que
preferentemente comprende: i) el cultivo de una célula huésped de acuerdo con la invencién y ii) el aislamiento del
mutante producido.

Un cuarto aspecto de la invencién se refiere al empleo de los mutantes de la invencién como herramienta molecular,
preferentemente, en todas aquellas técnicas donde participa la TdT, bien como sustitutivos de ésta o en combinacién
con la misma. Mds concretamente, los mutantes de la invencién en combinacién o individualmente son susceptibles
de ser empleados en ensayos de: i) mareaje de extremos de polinucledtidos de cadena simple (heteropolimeros u
homopolimeros) y cadena doble (extremos protuberantes o romos), ii) reunién de extremos protuberantes y romos, iii)
polimerizacién dependiente o independiente de molde, iv) rellenado de gaps o huecos (gap-filling), v) deteccién de
roturas de ADN (mismatch detection; e.g. TUNEL), vi) mutagénesis o generacién de variabilidad, etc.

Un quinto aspecto de la invencién proporciona kits que comprenden cualquiera de los mutantes de la invencion,
preferentemente, para llevar a cabo cualquiera de los ensayos referidos en el parrafo anterior. Adicionalmente, ademas
de los componentes necesarios para poner en marcha el correspondiente ensayo (e.g. tampones, cebadores, dNTPs,
ddNTPs, marcadores, etc.), los kits pueden comprender TdT o mutantes de la misma. El empleo de dichos kits para
las aplicaciones previamente mencionadas, por ejemplo, en ensayos de: i) mareaje de extremos de polinucledtidos de
cadena simple (heteropolimeros u homopolimeros) y cadena doble (extremos protuberantes o romos), ii) reunién de
extremos protuberantes y romos, iii) polimerizacién dependiente o independiente de molde, iv) rellenado de gaps o
huecos (gap-filling), v) deteccién de roturas de ADN (mismatch detection; e.g. TUNEL), vi) mutagénesis o generacion
de variabilidad, etc., constituye un aspecto adicional de esta invencion.

Definiciones

El término “actividad deoxinucleotidil-transferasa terminal” o “actividad transferasa terminal” se define como la
capacidad de llevar a cabo reacciones de polimerizacion independiente de molde, afiadiendo nucleétidos a un extremo
3’OH sin ser éstos seleccionados por ningn criterio de complementariedad de bases. Esta actividad puede ser me-
dida mediante diferentes ensayos sobre diferentes tipos de sustratos, preferentemente, sobre ADN de cadena simple
homopoliméricas (ver Ejemplos 1y 3). A lo largo de la descripcion, cuando se indica que esta actividad se encuentra
incrementada o mejorada implica que ésta es al menos un 10% mas elevada que la de la Polu wt, preferentemente que
la de la Poly humana. Preferentemente, dicha actividad es al menos alrededor de un 25%, 50%, 75%, 100%, 200%,
300%, 400%, 500% superior a la de Polu wt, preferentemente que la de la Poly humana.

El término “identidad” o “tanto por ciento (%) de identidad” hace referencia a dos o mds secuencias o subse-
cuencias que tienen en comun un porcentaje especifico de aminodcidos o nucleétidos, cuando éstas son comparadas
y alineadas para encontrar la maxima correspondencia entre ambas. Este pardmetro puede ser medido mediante téc-
nicas de comparacién de secuencia sobradamente conocidas en el estado de la técnica, preferentemente mediante los
algoritmos BLAST o FASTA, empleando los pardmetros cargados por defecto.

El término “vector” hace referencia a un polinucleétido lineal o circular (e.g. pldsmidos, cromosoma bacteriano)
que comprende una secuencia polinucleotidica, donde preferentemente dicho vector estd adaptado para la amplifica-
cién, replicacion y/o expresion de dicho polinucledtido. Ademds, estos vectores pueden contener regiones que permi-
tan controlar o potencien la amplificacién, expresion y/o replicacion del polinucleétido, asi como otras que faciliten o
promuevan la excrecion o captura de los polipéptidos resultantes de la expresion del polinucleétido.

El término “célula huésped” hace referencia a una célula o grupo de células (eucariota o procariota) que contiene
un vector o polinucleétido segtn la presente invencion.

El término “polinucledtidos” hace referencia tanto a polimeros de ADN como de ARN de cadena doble o simple.
Ambos polimeros cuando estdn en forma de cadena doble pueden tener extremos romos o protuberantes.

El término “nucledtidos” hace referencia a ribonucleétidos, desoxirribonucledtidos (ANTPs) o didesoxinucleétidos
(ddNTPs) que, preferentemente, se encuentran marcados o modificados para permitir su identificacion y/o seguimien-
to. Preferentemente, el mareaje de los nucleétidos es realizado con fluoréforos (e.g. Cy3, CyS5, fluoresceina) o biotina.
A lo largo de la descripcién cuando los nucleétidos estdn marcados con fluoréforos, éstos son referidos como nucled-
tidos fluorescentes.

El término “andlogos de nucledtido” hace referencia a compuestos o moléculas que, para una aplicacién concreta,
se comportan de una manera similar o andloga a un nucleétido y que no tienen una estructura particular o especi-
fica, aunque preferentemente su estructura permite la deteccion de su incorporacion a polinucledtidos y/o la parada
de la reaccion de polimerizacién. Ejemplos de estos compuestos pueden ser encontrados en otras solicitudes como
W095/07920, WO2005/051530, W0O2008/016909.
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El término “ortélogo” hace referencia a proteinas o genes que codifican para dichas proteinas, con actividad trans-
ferasa terminal, que comparten al menos alrededor de un 40% de identidad con la Pol wt, preferentemente con la
Poly humana, y en realizaciones sucesivamente mds preferidas al menos alrededor de un 50%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%.

El término “mutacion” preferentemente hace referencia a sustituciones, inserciones o deleciones que se producen a
nivel de polipéptidos o polinucleétidos que expresan dichos polipéptidos. Estas mutaciones cuando se producen a nivel
de un tinico aminodcido o triplete que lo codifica son denominadas como puntuales. Dentro las mutaciones puntuales
se puede diferenciar entre las conservativas y las no conservativas, entendiéndose a las primeras como aquéllas que se
producen cuando un aminodcido es sustituido por otro de similares caracteristicas, segtin la Tabla 1.

TABLA 1
Grupos de aminoacidos
No polares y/o
Polares/no Con cadenas Cargados Cargados
con cadenas ) . i
L cargados aromaticas positivamente negativamente
alifaticas
Glicina Serina
Alanina Treonina ) ) Lisina
) ) Fenilalanina .
Valina Cisteina o Arginina Aspartato
) o Tirosina o
Leucina Metionina ) Histidina Glutamato
) ) Triptéfano
Isoleucina Asparragina
Prolina Glutamina

La expresion “alrededor de”, tal y como se usa a lo largo de la descripcidn, hace referencia a la variacién de
entre el + 5% que puede presentar un valor dado (e.g., identidad o actividad), preferentemente entre el + 3% y mas
preferentemente +1%.

El término “sustancialmente”, tal y como se usa a lo largo de la descripcidn, hace referencia a la variacion de entre
el + 10% que puede presentar un valor dado (e.g. actividad), preferentemente entre el + 5% y mds preferentemente +
1%.

Los términos “fragmentos” o “subsecuencias” hacen referencia porciones de polipéptidos o polinucledtidos que
codifican para dichos polipéptidos, que mantienen la actividad transferasa terminal incrementada o sustancialmente
incrementada.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la actividad transferasa terminal de cada uno de los mutantes [u-R387K-F389G, uQ275M,
HR387K-Q275M, uR387K-Chloopl, u-N457D, u-S458N y u-N457D-S458N (Ejemplo 1)], en comparacion con la de
la Polu wt y la de la TdT comercial.

La figura 2 muestra la actividad transferasa terminal de los mutantes dobles (u-R387K/Q275M y u-R387K/
Chloopl) a dosis decrecientes de polimerasa (400 nM, 200 nM y 100 nM).

La figura 3 muestra la actividad transferasa terminal de los mutantes dobles (u-R387K/Q275M y u-R3 87K/
Chloopl) y de los mutantes simples (u-R387K, u-Chloopl y u-Q275M y en comparacién con la de la Poly wt, con
cada uno de los 4 dNTPs por separado.

La figura 4 muestra la actividad transferasa terminal de los mutantes dobles (u-R387K/F389G, u-R387K/Q275M
y u-R387K/Chloopl) y de los mutantes simples (u-R387K y u-Q275M), en comparacién con la de la Polu wt, con
cada uno los 4 ANTPS en presencia de Co?* como metal activador.

La figura 5 muestra los resultados del ensayo realizado para comparar si los mutantes dobles (M3=u-R387K/
Q275M; M7=u-R387K/Chloop1) y simples (R= u-R387K; Ch=u-Chloopl; M2= u-Q275M) tienen afectada su capa-
cidad de polimerizacién dependiente de molde respecto a la de Polu wt.
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La figura 6 muestra la dependencia de molde de los mutantes dobles (M3 y M7) y de los mutantes simples (R, Ch
y M2) en el contexto de un gap de ADN de 1 nucleétido con fosfato.

La figura 7 muestra los resultados del ensayo de mareaje con derivados fluorescentes del DNA o de ddNTPs, con
los mutantes indicados de Polu (M1-M7), junto con Polu wt y TdT sobre polinucleétidos de cadena sencilla.

La figura 8 muestra los resultados del ensayo de mareaje con derivados fluorescentes del DNA o de ddNTPs, con
los mutantes indicados de Polu (R, Ch, M2, M3 y M7), sobre polinucleétidos de cadena sencilla.

La figura 9 muestra los resultados del ensayo de mareaje con derivados fluorescentes del DNA o de ddNTPs, con
los mutantes indicados de Polu (R, Ch, M2, M3 y M7), sobre polinucledtidos de cadena sencilla.

La figura 10 muestra los resultados del ensayo de mareaje con derivados fluorescentes del DNA o de ddNTPs, con
los mutantes indicados de Polu (R, Ch, M2, M3 y M7), sobre polinucleétidos de cadena sencilla.

Lafigura 11 muestra cémo la reaccién de mareaje con M3 y M7 es altamente eficaz con los 4 ddNTPs fluorescentes,
tanto en presencia de Mn** como de Co**.

La figura 12 muestra el alineamiento de las secuencias polipeptidicas de Polu wt de Mus musculus, Rattus norve-
gicus y Bos taurus con el mutante M3. En la parte superior, la flecha indica el aminoacido 275 de Polu wt humana. En
la parte inferior, la flecha indica el aminoéacido 387 de Poly wt humana.

La figura 13 muestra el alineamiento de las secuencias polipeptidicas de Poly wt humana y la TdT de origen
humano, murino y bovino. Las flechas muestran la posicién de los aminodcidos 275, 387, 457 y 458 en la Poly wt
humana.

La figura 14 muestra la estructura tridimensional de la Poly wt humana. A) la flecha indica la posicién del aminoa-
cido R387, B) la flecha indica la posiciéon del aminoacido Q275, C) la flecha indica la posicidn del aminodcido N457
y D) la flecha indica la posicién del aminoacido S458.

Descripcion detallada de la invencion

La enzima TdT, también conocida como deoxinucleotidil-transferasa terminal o transferasa terminal, es una ADN
polimerasa especializada que se expresa fundamentalmente en linfocitos B y T inmaduros, ademds de en determinados
tipos de tumores. Hasta el descubrimiento de la Polu en el afio 2000 por el laboratorio del Dr. Luis Blanco (Dominguez
et al, (2000)), la TdT era la tinica polimerasa conocida con capacidad de adicionar o unir nucleétidos a un extremo
3 ’OH de polinucleétidos sin requerir una cadena molde. Sin embargo, tal y como se ha mencionado anteriormente,
la baja actividad deoxinucleotidil transferasa terminal de Polu wt en comparacion con la TdT ha imposibilitado que,
hasta la fecha, esta enzima haya podido convertirse en una alternativa viable a la TdT.

En la presente invencidn se presentan una serie de mutantes de Polu wt que aumentan la actividad deoxinucleo-
tidil transferasa terminal de la Polu silvestre e incluso de la TdT. Preferentemente, dichos mutantes proceden o se
derivan de la Poly wt humana, aunque también pueden ser obtenidos a partir de la Polu de otros vertebrados (polime-
rasas ortélogas de Polu), preferentemente mamiferos, tales como Mus musculus, Rattus norvegicus, Bos taurus, entre
otros.

La obtencién de mutantes, a partir de polimerasas ortélogas a la Polu wt humana (o del gen que las codifica) y la
ensefiaza de la presente invencion, puede ser llevada a cabo de manera simple por un experto en la materia, tal y como
se explica en el Ejemplo 12. Del mismo modo, nuevos mutantes con la actividad transferasa terminal incrementada,
tal como sucede con los mutantes de la presente invencidn, pueden ser también obtenidos facilmente, tal y como se
muestra en el Ejemplo 13.

Mutantes de Polu y polinucledtidos de la invencion

TdT y Polu wt son dos enzimas que pertenecen a la familia X de ADN polimerasa que se caracterizan por ser
de pequefio tamafio (entre 39 y 66 KDa), siendo ambas en general bastante imprecisas durante la sintesis de ADN.
Son enzimas distributivas con poca capacidad para sintetizar mas que unas pocas bases antes de disociarse del ADN.
Ademis de pertenecer a la misma familia y tener actividad deoxinucleotidil-transferasa terminal, estas polimerasas
presentan un dominio BRCT (Dominio C-terminal de BRCA1), implicado en la interaccién proteina-proteina, que no
se encuentra presente en otros miembros de la familia X como la polimerasa beta (Pol). Cuando este dominio es
eliminado junto con el resto del extremo amino (NH2- BRCT-) e incluso con parte del dominio 8§ KDa (NH2- BRCT-
KDa-) la actividad TdT de estas enzimas no se ve afectada (ver tabla 2).

El dominio de 8 KDa es también caracteristico de las enzimas de esta familia, encontrdndose presente tanto en
Polu wt como en TdT. Este dominio confiere a estas polimerasas la capacidad de anclaje a los gaps que se producen
en el ADN, permitiéndoles realizar de manera efectiva su actividad biolégica. Incluso, la distribucién de aminoacidos
entre los diferentes dominios de estas dos enzimas es bastante similar, tal y como se puede ver en la Tabla 2.
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Tabla 2
Dominio Polpwt TdT
BRCT de27a122 de32al124
8 KDa de 141 a 231 de 153 a 243
Dedos de 232 a 288 de 244 a 301
Palma de 289 a 422 de 302 a 437
Subdominio (Loop-1) de 367 a 385 de 381 a 400
Pulgar de 423 a 495 de 438 a 509

A pesar de las claras similitudes estructurales existentes entre ambas proteinas, el grado de identidad que comparten
se encuentra en torno al 40% y, por tanto, presentan un gran nimero de aminodcidos diferentes o no conservados
(aproximadamente 300). Mediante alineamiento y comparacién de secuencias entre TdT y Poly wt, los autores de
la presente invencion identificaron y seleccionaron un grupo de aminoacidos conservados en Polu wt y TdT, pero
diferentes entre ambas enzimas. Dichos aminodcidos se revertieron en Polu wt hacia el aminodcido de TdT para
asi obtener una serie de mutantes simples y dobles con una potencial mejor actividad desoxinucleotidil-transferasa
terminal. Ademas de estos mutantes puntuales, se generd otro mutante que comprendia una mutacién puntual y la
sustitucién del subdominio loop-1 por el mismo subdominio de TdT (ver Tabla 2). El ensayo de estos mutantes ha
ofrecido resultados sorprendentes en cuanto a su actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal, de tal modo que la
presente invencion aporta una serie de mutantes de Polu que presentan una mayor actividad transferasa terminal que
Poly wt e incluso que la propia TdT.

Asi en un primer aspecto de la presente invencidn, los mutantes de la invencién tienen al menos alrededor de un
10% mas de actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal que la Polu wt, preferentemente que la Poly wt humana.
Preferentemente, dicha actividad es al menos alrededor de un 25%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%
superior a la de la Polu wt. Del mismo modo, los mutantes de la invencion también tienen una actividad desoxinucleo-
tidil-transferasa terminal igual o superior a la del mutante R, preferentemente dicha actividad es al menos alrededor de
un 10% superior y, més preferentemente, al menos alrededor de un 25%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300% superior. Es-
tos mutantes, en combinacién o individualmente, son susceptibles de ser empleados como herramientas moleculares,
preferentemente, en cualquiera de las técnicas en las que se utiliza TdT, como sustitutivos de ésta o en combinacion
con la misma. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién los mutantes comprenden al menos dos
mutaciones.

En una realizacién preferida, los mutantes de Poly comprenden una secuencia polipeptidica con al menos un 60%
de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 17 (Polu wt: UniProtKB/Swiss-Prot QONP87), o con cualquiera de sus
subsecuencias SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, o con fragmentos de las mismas, donde dichos mutantes compren-
den al menos dos mutaciones y mantienen una actividad transferasa terminal incrementada. Preferentemente, dichas
mutaciones son (i) una primera mutacién puntual en la posicién 387 y (ii) una segunda mutacién que consiste en:

a) una mutacién puntual en un aminoécido conservado de Polu, donde preferentemente dicha mutacién puntual
consiste en una reversion hacia el aminodcido homologo presente en TdT, o

b) una mutacién en el subdominio loop-1.

En realizaciones mas preferidas el grado de identidad de los mutantes de Polu con la secuencia QINP87, cualquiera
de sus subsecuencias SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, o fragmentos de las mismas es alrededor de al menos un 65,%
70%, 715%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%.

También, preferentemente, la primera mutacién puntual (i) de los mutantes de Polu consiste en la sustitucién
del aminodcido que se encuentra en la posicién 387 por cualquiera de los aminodcidos seleccionados del grupo que
comprende: Glutamina, Asparragina, Cisteina, Treonina, Serina, Metionina, Lisina, Arginina, Histidina o andlogos de
los mismos, aunque todavia mas preferentemente dicha mutacién puntual consiste en la sustitucién o reversién R387K
(mutacién no conservativa).

Preferentemente, la segunda mutacion (ii) correspondiente a la mutacién puntual (a) se localiza en la posicién 275.
Preferentemente, esta mutacion consiste en la sustitucion del amino4cido que se encuentra en dicha posicién (275) por
cualquiera de los aminodacidos seleccionados del grupo que comprende: Glutamina, Asparragina, Cisteina, Treonina,
Serina, Metionina o andlogos de los mismos, aunque todavia mas preferentemente dicha mutacién puntual consiste en
la sustituciéon Q275M (mutacién conservativa).
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En otra realizacién también preferida, la segunda mutacién (ii) consiste en (b) una mutacién en el subdominio
loop-1, tal como la sustitucién o modificacién del subdominio loop-1 o fragmentos del mismo por: i) una secuencia
con al menos alrededor de un 10% de identidad con la SEQ ID NO: 3 (loop-1 de Polu), preferentemente, con al menos
alrededor de un 15%, 20%, 25%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o ii) por una
secuencia con al menos alrededor de un 10% de identidad con la SEQ ID NO: 4 (loop-1 de TdT), preferentemente,
con al menos alrededor de un 15%, 20%, 25%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%.
En una realizacién particular, dicha secuencia es la SEQ ID NO:4, la cual comparte alrededor de un 20% de identidad
con la SEQ ID NO:3.

Mais especificamente, los mutantes de la invencion tienen las secuencias SEQ ID NO:5, que comprende las muta-
ciones puntuales R387K y Q275M (en adelante, mutante M3), o SEQ ID NO:6, que comprende la mutacién puntual
R387K y la insercién del loop-1 de TdT en el lugar del loop-1 de Polu (en adelante, mutante M7). Del mismo modo,
la invencién también comprende fragmentos o subsecuencias de las secuencias SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:6 que
comprendan las referidas mutaciones y, preferentemente, mantengan sustancialmente su actividad deoxinucleotidil-
transferasa terminal incrementada. Preferentemente dichos fragmentos tienen las secuencias SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:9, o SEQ ID NO:10.

De acuerdo con la invencion, ésta también proporciona un mutante que comprende una secuencia polipeptidica con
al menos un 60% de identidad con la secuencia QINP87 (Polu wt humana: SEQ ID NO: 17) y al menos una mutacién
puntual en la posicién 275, donde dicho mutante presenta una actividad deoxinucleotidil-transferasa terminal mejorada
o incrementada. Esta actividad es al menos alrededor de un 10%, 25%, 50%, 75%, 100%, 200%, 300% superior a la
de la Polu wt. Preferentemente, dicha mutacion en la posicion 275 consiste en la sustitucién del aminodcido que se
encuentra en dicha posicién por Glutamina, Asparragina, Cisteina, Treonina, Serina, Glicina, Alanina, Valina, Leucina,
Isoleucina, Metionina, Prolina, Fenilalanina y Triptéfano, aunque todavia mas preferentemente dicha mutacién puntual
consiste en la sustitucién Q275M. Mds especificamente, este mutante tiene la secuencia SEQ ID NO:11 (en adelante,
mutante M2) o fragmentos de la misma que comprendan la mutacién en la posicidn 275 y, preferentemente, mantengan
sustancialmente su actividad transferasa terminal incrementada. Ejemplos de estos fragmentos o subsecuencias son las
secuencias SEQ ID NO:12 y 1a SEQ ID NO: 13.

Un segundo aspecto de la invencién proporciona una secuencia polinucleotidica que codifica cualquiera de los
mutantes de la invencién. Del mismo modo, también forman parte de la invencién: (i) un vector, que comprende
cualquiera de las secuencias polinucleotidicas de acuerdo con la invencidn, y (ii) una célula huésped que comprende
cualquiera de las secuencias polinucleétidicas o vectores de la invencién.

Mis concretamente, la secuencia polinucleotidica de la invencion comprende cualquiera de las secuencias SEQ
ID NO:14, SEQ ID NO:15, o SEQ ID NO:16, las cuales codifican respectivamente para los mutantes M3, M7 y M2.
También forman parte de la invencion las subsecuencias o fragmentos de la secuencia polinucleotidica de la invencién
que codifique para cualquiera de las subsecuencias o fragmentos de los mutantes de la invencion. Todas estas secuen-
cias y subsecuencias pueden ser modificadas mediante mutaciones silenciosas (e.g. mutaciones puntuales, deleciones,
inserciones o sustituciones) que no tengan efecto sobre la actividad del mutante en cuestién o no modifiquen su acti-
vidad sustancialmente o que, simplemente, debido a la degeneracién del cédigo genético, no modifiquen su secuencia
y consecuentemente tampoco su actividad. De este modo, también forman parte de la presente invencién cualquier
secuencia con al menos alrededor de un 40% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15 y
SEQ ID NO.16 que, preferentemente, no modifique su actividad o no la modifiquen sustancialmente. Preferentemente,
dicha identidad es de al menos alrededor de un 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99%.

Meétodos de produccion de los mutantes de Polu

Con el objeto de producir los mutantes de la invencion, las secuencias polinucleotidicas de la invencién son prefe-
rentemente incorporadas en un vector que comprende una secuencia promotora o reguladora operativamente relacio-
nada con la secuencia que codifica para el mutante de la invencién. De este modo, un tercer aspecto de la invencién
también se refiere a un método para la produccién de los mutantes de la invencién que comprende: i) el cultivo de una
célula huésped que comprende cualquiera de los polinucledtidos o vectores de la invencién y ii) el aislamiento del mu-
tante producido. Preferentemente, el cultivo de la célula es realizado bajo condiciones que promuevan el crecimiento
de la célula huésped y/o la expresion del polinucleétido de la invencidn. Practicamente cualquier célula huésped que
permita la expresion del polinucledtido de la invencién puede ser utilizada (e.g., bacterias, levaduras, etc.). Del mismo
modo, la invencién también comprende la expresiéon o produccién de los mutantes de la invencién mediante sinte-
sis quimica u otros sistemas de expresion in vitro libres de células (“Cell-Free Expression Systems’) sobradamente
conocidos en el estado de la técnica.

Usos de los mutantes Polu

Un cuarto aspecto de la invencidn se refiere al empleo de los mutantes de la invencién como herramienta molecular,
preferentemente, en todas aquellas técnicas donde se emplea la TdT. Los mutantes pueden ser empleados en este
tipo de técnicas, como sustitutivos de la TdT o en combinacién con la misma. Mas concretamente, los mutantes de
la invencién en combinacién o individualmente son susceptibles de ser empleados preferentemente en: i) ensayos
de mareaje de extremos de polinucledtidos de cadena simple (heteropolimeros u homopolimeros) y cadena doble
(extremos protuberantes o romos), ii) reunién de extremos protuberantes y romos, iii) polimerizaciéon dependiente o
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independiente de molde, iv) rellenado de gaps (gap-filling), v) deteccién de roturas de ADN (mismatch detection; e.g.
TUNEL), vi) mutagénesis, etc.

De este modo, este aspecto proporciona un método para la elongacion de un polinucleétido diana que comprende:
1) poner en contacto a un polinucledtido diana con el mutante de la invencién y nucledtidos o andlogos de nucleétidos
(mezcla de reaccion) y ii) someter la mezcla de reaccién a condiciones que favorezcan la insercion de al menos un
nucledtido o andlogos de nucledtidos en el extremo 3’OH del polinucleétido diana. En una realizacién preferida el
nimero de nucleétidos o andlogos de nucleétidos insertado es de al menos 1, 2, 3, 4 6 5 nucleétidos y en realizaciones
sucesivamente mds preferidas entre 1 y 20,3y 20,5y 20,1y 10,3y 10,5y 10.

La invencién también proporciona métodos para el mareaje de polinucleétidos que comprende i) poner en contacto
a un polinucleétido diana con el mutante de la invencién y nucleétidos o andlogos de nucleétidos marcados (mezcla
de reaccion), ii) someter la mezcla de reaccion a condiciones que favorezcan la insercién de al menos un nucleétido o
analogo del mismo en el extremo 3’OH del polinucleétido diana, y iii) detectar la presencia o no de insercién. En una
realizacion preferida el niimero de nucledtidos o andlogos de nucleétidos marcados insertado es de al menos 1, 2, 3, 4
6 5 nucledtidos y en realizaciones sucesivamente mas preferidas entre 1y 20, 3y 20,5y 20, 1 y 10,3y 10, 5y 10.

Los mutantes de la invencién también son susceptibles de ser empleados en métodos o técnicas de gap filing que
comprenden: i) poner en contacto a un polinucledtido diana, que comprende al menos un gap o hueco de al menos un
nucledtido, con el mutante de la invencion y nucleétidos o andlogos de nucleétidos (mezcla de reaccidn), y ii) someter
la mezcla de reaccidn a condiciones que favorezcan la insercién de al menos un nucleétido o andlogo de nucleétido en
el extremo 3’OH del gap. Adicionalmente, este método comprende iii) detectar si se ha producido o no el rellenado
del gap y/o iv) la adicién de enzimas (e.g. nucleasas, ligasas), que liguen a los nucleétidos o andlogos de nucleétidos
introducidos en el polinucleétido diana, o hidrolicen al polinucleétido diana. En una realizacién més preferida el
tamafio del gap es de al menos 1, 2, 3, 4 6 5 nucledtidos y, mas preferentemente, entre 1 y 10 nucledtidos. Estas
reacciones pueden favorecerse ademds mediante la presencia de un grupo fosfato en las regiones 5°P del polinucleétido
diana.

Debido a que los mutantes de la invencién tienen la capacidad de incorporar nucledtidos independientemente
de molde son excelentes candidatos para ser empleados en técnicas de reunién de extremos, tanto si estos son pro-
tuberantes como si son romos. Asi, la invencién también proporciona un método para la reunién de extremos de
polinucleétidos de doble cadena que comprende: i) poner en contacto a un polinucleétido diana de doble cadena con
el mutante de la invencién y al menos dos nucleétidos o andlogos de nucleétidos complementarios (mezcla de reac-
cién), y ii) poner la mezcla de reaccién bajo condiciones que favorezcan la introduccion de un nimero suficiente de
nucledtidos o andlogos de nucleétido en cada uno de los extremos del polinucleétido diana para que se produzca la
reunién. Adicionalmente, este método comprende iii) la adicion de enzimas (e.g. ligasas) que liguen los extremos una
vez estdn reunidos. En una realizacién preferida el nimero de nucleétidos o andlogos de nucledtidos insertado es de
al menos 1, 2, 3, 4 6 5 nucledtidos y en realizaciones sucesivamente mds preferidas entre 1y 20,3y 20,5y 20, 1y
10,3y 10,5y 10.

Otra de las importantes aplicaciones de la actividad TdT es su uso en los ensayos TUNEL (7dT-mediated dUTP-
biotin nick end labeling) que permiten la deteccién de muestras bioldgicas que estdn sufriendo apoptosis (Gavrieli,
Y. et al. (1992) Identification of programmed cell death in situ via specific labeling of nuclear DNA fragmentation. J.
Cell. Biol. 119, 493.501). Cuando las sefiales de apoptosis se disparan en la célula se produce un proceso de rotura
o fragmentacién del ADN. Una polimerasa con actividad deoxinucleotidil transferasa terminal tiene la capacidad de
introducir nucledtidos o andlogos de nucleétidos en dichas roturas haciendo asf visible el proceso apoptético. Asf, la
presente invencion proporciona un método para la deteccién de muestras apoptdticas, preferentemente en sus estadios
tempranos. Dicho método comprende i) poner en contacto una muestra, que contiene material genético de células
potencialmente apoptéticas, con el mutante de la invencidn y al menos un nucledtido o andlogo de nucledtido (mezcla
de reaccioén), ii) someter la mezcla de reacciéon a condiciones que favorezcan la insercion de nucleétidos o andlogos de
los mismos, y iii) detectar la presencia o no de insercion, preferentemente mediante fluorescencia, donde la deteccién
de insercién es indicativa de la presencia de material genético fragmentado y, consecuentemente, del comienzo del
proceso apoptdtico en la muestra. Este mismo método puede emplearse también en técnicas destinadas a comprobar la
viabilidad de una muestra bioldgica, como es el caso de los andlisis de esperma en técnicas de reproduccién asistida,
donde en los espermatozoides con ADN normal sélo se detecta fluorescencia de fondo, mientras que los espermato-
zoides con ADN fragmentado (mudltiples 3’OH terminales) se tifien con una fluorescencia intensa. La fluorescencia
puede detectarse, preferentemente, tanto por citometria de flujo como a través de microscopia fluorescente.

En cualquiera de los métodos mencionados en los que es necesario detectar la presencia o ausencia de insercién
de nucledtidos o andlogos de los mismos, esta deteccion se puede hacer por miltiples metodologias sobradamente
conocidas en el estado de la técnica, como puede ser la fluorescencia. Preferentemente, las muestras a marcar o
detectar son comparadas con muestras control, de tal forma que la muestra problema es considerada positiva cuando
presenta al menos alrededor de un 5% mas de insercidon que la muestra control y en realizaciones sucesivamente mas
preferidas al menos alrededor de un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, en cualquiera de los métodos descritos los mutantes de la invencién
pueden encontrarse en combinacion con TdT o mutantes de la misma, como una forma de mejorar la eficiencia de las
técnicas. Incluso varios mutantes de la invencién pueden ser combinados con TdT con la misma finalidad. Otra forma
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de aumentar la eficiencia de los métodos mencionados comprende la adicién de iones, preferentemente Mn?* o Co**, a
las mezclas de reaccidn, ya que éstos son capaces de aumentar la eficiencia catalitica de los mutantes de la invencion.

Kits

Un quinto aspecto de la invencidn se relaciona con kits que incorporan cualquiera de los mutantes de la invencidn,
preferentemente, para llevar a cabo cualquiera de los métodos mencionados anteriormente. Adicionalmente, ademas
de los componentes necesarios para poner en marcha el correspondiente ensayo (e.g. tampones, cebadores, dNTPs,
ddNTPs, hNTPs, andlogos de nucledtidos, iones, etc.), los kits pueden también comprender la TdT o mutantes de la
misma como una forma de mejorar asi la eficiencia de dichos ensayos.

El empleo de dichos kits para las aplicaciones previamente mencionadas, por ejemplo, en ensayos de: i) mareaje de
extremos de polinucleétidos de cadena simple (heteropolimeros u homopolimeros) y cadena doble (extremos protu-
berantes o romos), ii) reunién de extremos protuberantes y romos, iii) polimerizaciéon dependiente o independiente de
molde, iv) rellenado de gaps o huecos (gap-filling), v) deteccion de roturas de ADN (mismatch detection; e.g. TUNEL),
vi) mutagénesis o generacion de variabilidad, etc., constituye un aspecto adicional de esta invencion.

Ejemplo 1
Reaccion de transferasa terminal

Este ensayo muestra la actividad transferasa terminal de cada uno de los mutantes, en comparacién con la Polu
humana wt [SEQ ID NO: 17] y la TdT comercial de Promega (Fig. 1). Se analiza la extensién maxima con cada uno de
los 4 NTPS por separado, sobre un extremo 3’OH de ADN homopolimérico de cadena sencilla (PoliT). En un primer
momento, se seleccionaron aquéllos mutantes que produjeron una estimulacién llamativa de la actividad transferasa
terminal respecto a Polu wt, para la realizacion de ensayos de mareaje del extremo 3°OH del ADN.

Materiales y métodos

El oligonueleétido fluorescente utilizado para evaluar la actividad transferasa terminal fue PoliT-Cy5 (PoliT15-
CY5), que fue comprado a Sigma. Los dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) fueron comprados a GE Healthcare. Las
reacciones de polimerizacion se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 1 mM MnCl,, 50 mM TrisHC1
(pH 7,5), 1 mM ditiotreitol (DTT), 4% glicerol, 0.1 mg/ml seroalbimina bovina (BSA), 20 nM del oligonueleé6tido
fluorescente indicado en cada caso, 100 uM del dNTP indicado en cada caso, y 600 nM de la proteina indicada en cada
caso, a excepcion de la TdT comercial de Promega (1 unidad). Tras una incubacién de 30 min a 37°C, las reacciones
se pararon afiadiendo 5,6 ul de tampén de carga (95% formamida, 10 mM EDTA (4cido etilendiaminotetraacético)).
Estas muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura
de sefial fluorescente utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Resultados (ver Figura 1)

- El mutante combinado R387K-F389G (M1) tiene muy reducida la actividad transferasa terminal intrinseca de
Poly wt.

- La mutacién Q275M (M2) por si sola parece estimular ligeramente la transferasa terminal respecto a Poly wt.

- Los cambios R387K-Q275M (M3) y R387K-Chloopl (M7) son los verdaderamente espectaculares, ya que
consumen todo el sustrato de partida (lo cual es muy aplicable a mareaje del extremo 3’OH ya que puede
suponer una eficiencia de mareaje cercana al 100%) y elongan hasta grandes tamafios (lo cual puede tener
aplicacién en reacciones de “tailing”).

- Los cambios N457D (M4), S458N (M5) y su combinacién también logra estimular la actividad transferasa
terminal.

Las mutaciones puntuales Q275M, N457D, S458N y R387K se corresponden a reversiones (sustituciones) hacia
el aminodcido que se encuentra conservado en TdT tal como se puede apreciar en la Figura 13. Las tres primeras
mutaciones son mutaciones conservativas, puesto que el aminoécido al que se revierte pertenece al mismo grupo (ver
Tabla 1), y en cambio la mutacién R387K es no conservativa.

Ejemplo 2

Prueba comparativa de transferasa terminal entre los dos mutantes dobles de la serie: u-R387K/Q275M y u-R387K/
Chloopl

Se llevo a cabo una reaccién similar a la del Ejemplo 1, pero a dosis decrecientes de polimerasa (400 nM, 200 nM
y 100 nM). A 400 nM de proteina se mantuvo la extensién de cerca del 100% del sustrato original de partida. A dosis
inferiores de proteina, si bien la actividad transferasa terminal siguié estando fuertemente estimulada, la extension del
sustrato original de partida no fue tan eficaz (Figura 2).
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Materiales y métodos

El oligonucleétido fluorescente utilizado para evaluar la actividad transferasa terminal fue PoliT-Cy5 (PoliT15-
CY5), que fue comprado a Sigma. Los dNTPs fueron comprados a GE Healthcare. Las reacciones de polimerizacién
se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 1 mM MnCl,, 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 4%
glicerol, 0,1 mg/ml BSA, 20 nM del oligonucleétido fluorescente indicado en cada caso, 100 uM del dNTP indicado
en cada caso, y la dosis de proteina indicada en cada caso. Tras una incubacién de 30 min a 37°C, las reacciones se
pararon afiadiendo 5,6 ul de tampdn de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas muestras se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de sefial fluorescente utilizando un
equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Ejemplo 3

Ensayo de actividad transferasa terminal de los mutantes dobles (u-R387K/0275M y u-R387K/Chloop1) en compara-
cion con los mutantes simples de cada uno de ellos

Se analiza la extensién maxima con cada uno de los 4 dNTPS por separado sobre un extremo 3°’OH de ADN
homopolimérico de cadena sencilla (Poli T). Se determina si las mutaciones sencillas son suficientes por si solas para
estimular la actividad transferasa terminal en la medida en que se ha comprobado, o bien es necesaria la combinacién
de varias mutaciones para lograr la potente actividad alcanzada en los ensayos anteriores.

Materiales y métodos

El oligonueledtido fluorescente utilizado para evaluar la actividad transferasa terminal fue PoliT-CyS (PoliT15-
CY5), que fue comprado a Sigma. Los dNTPs fueron comprados a GE Healthcare. Las reacciones de polimerizacién
se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 1 mM MnCl,, 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 4%
glicerol, 0,1 mg/ml BSA, 20 nM del oligonueleétido fluorescente indicado en cada caso, 100 uM del dNTP indicado
en cada caso, y 600 nM de la proteina indicada en cada caso, a excepcion de la TdT comercial de Promega (1 unidad).
Tras una incubacién de 30 min a 37°C, las reacciones se pararon afiadiendo 5,6 ul de tamp6n de carga (95% formamida,
10 mM EDTA). Estas muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y
posterior lectura de sefial fluorescente utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Resultados (ver Figura 3)

- El mutante simple R387K (R) logra un aumento eficaz de la actividad transferasa terminal intrinseca de Polu
wt, especialmente con dT y dC. Sin embargo dista mucho de llegar a los niveles alcanzados por cualquiera de
los mutantes combinados (M3 y M7).

- EI mutante simple u-Chloopl (Ch) logra un cambio en el patrén de insercion de dNTPs respecto a Polu wt,
pero no supone un estimulo especialmente llamativo de su actividad transferasa terminal.

- El mutante Q275M (M2) logra un cierto estimulo de la actividad transferasa terminal en comparacién con Polu
wt.

La combinacién de las dos mutaciones que componen cada mutante seleccionado (u-R387K/Q275M y u-R387K/
Chloopl) da lugar a niveles espectaculares de actividad transferasa terminal. Cada una de las mutaciones simples por
separado supone una cierta mejora respecto a Polu wt en este sentido.

Ejemplo 4

Ensayo de actividad transferasa terminal de los mutantes dobles (u-R387K/Q275M y u-R387K/Chloopl) en compa-
racion con los mutantes simples de cada uno de ellos y en presencia de Co** como metal activador

En este caso, aunque el patrén de insercién de dNTPs es algo diferente respecto al de Mn?*, y en general estd me-
nos avanzado, resulta evidente que los mutantes dobles (u-R387K/Q275M y u-R387K/Chloopl) destacan claramente
respecto a los mutantes simples en cuanto a actividad transferasa terminal.

Materiales y métodos

El oligonucleétido fluorescente utilizado para evaluar la actividad transferasa terminal fue PoliT-Cy5 (PoliT15-
CY5), que fue comprado a Sigma. Los dNTPs fueron comprados a GE Healthcare. Las reacciones de polimerizacién
se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 100 mM de tamp6n cacodilato (pH 6,8), 1 mM CoCl,, 0.1
mM DTT, 20 nM del oligonucleétido fluorescente indicado en cada caso, 100 uM del dNTP indicado en cada caso,
y 600 nM de la proteina indicada en cada caso, a excepcion de la TdT comercial de Promega (1 unidad). Tras una
incubacién de 30 min a 37°C, las reacciones se pararon afiadiendo 5,6 ul de tamp6n de carga (95% formamida, 10 mM
EDTA). Estas muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior
lectura de sefial fluorescente utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).
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Resultados (ver Figura 4)

La combinacién de las dos mutaciones que componen cada mutante seleccionado (u-R387K/Q275M y u-R387K/
Chloopl) logra niveles espectaculares de actividad transferasa terminal. Cada una de las mutaciones simples por
separado supone una cierta mejora respecto a Polu wt en este sentido.

Ejemplo 5
Ensayo de dependencia de molde

Con este ensayo se comprueba si los mutantes dobles han visto afectada su capacidad de polimerizacién depen-
diente de molde respecto a Polu wt. Resulta conveniente que esta actividad se mantenga dentro de unos determinados
niveles, ya que esto permitirfa su aplicacién en reacciones de mareaje con sustratos de ADN de cadena doble o con
molde.

Materiales y métodos

El oligonucleétido fluorescente SP1C-FLO (GATCACAGTGAGTAC-FLO) fue hibridado con el oligonucleétido
T13(G) (AGAAGTGTATCTGGTACTCACTGTGATC) para generar el sustrato de ADN indicado en la parte superior
de la Figura 5. Ambos oligonucleétidos fueron comprados a Sigma. Los dNTPs fueron comprados a GE Healthcare.
Las reacciones de polimerizacion se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 2,5 mM MgCl,, 50
mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 4% glicerol, 0,1 mg/ml BSA, 10 nM del hibrido fluorescente de ADN, la dosis
de dNTP/dNTPs indicada en cada caso, y 100 nM de la proteina indicada en cada caso. Tras una incubacién de 30
min a 37°C, las reacciones se pararon afiadiendo 5,6 ul de tampén de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas
muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de
sefial fluorescente utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Resultados

Tal y como se aprecia en la parte izquierda de la Figura 5 se suministran los 4 dNTPs, para tratar de comprobar la

extensién méxima que puede llevar a cabo la proteina sobre el sustrato de ADN indicado en la parte superior. Unica-
mente la mutacién simple Chloop]1 parece producir una pequefia disminucion en la elongacidn, sin que desaparezca la
capacidad de polimerizacion. El mutante M7, que contiene la mutacién Chloopl también se ve afectado en el mismo
grado. Los mutantes M2 y M3 incluso parecen mejorar la propia capacidad de elongacién de Polu wt, lo cual resulta
muy positivo.

En la parte derecha de la Figura 5 se lleva a cabo una reaccién similar, pero suministrando sélo el nucleétido
complementario a la primera posicién en el molde. El paso a +1 se realiza de modo muy eficiente con todos los
casos.

Ejemplo 6
Ensayo de dependencia de molde

En este ensayo se comprobé la dependencia de molde con los mutantes de dobles (M3 y M7) (ver Figura 6) y los
mutantes simples en el contexto de un gap de ADN de 1 nucleétido con fosfato.

Materiales y métodos

El oligonueleétido fluorescente SP1C-FLO (GATCACAGTGAGTAC-FLO) fue hibridado con el oligonuele6ti-
do T13(G) (AGAAGTGTATCTGGTACTCACTGTGATC) y Dgl-P (AGATACACTTCT-P) para generar el sustrato
de ADN indicado en la parte superior de la Figura 6. Los oligonucledtidos fueron comprados a Sigma. El dANTP
fue comprado a GE Healthcare. Las reacciones de polimerizacién se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en
presencia de 2,5 mM MgCl,, 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 4% glicerol, 0,1 mg/ml BSA, 10 nM del
hibrido fluorescente de ADN, la dosis de dNTP/dNTPs indicada en cada caso, y 100 nM de la proteina indica-
da en cada caso. Tras una incubacién de 30 min a 37°C, las reacciones se pararon afiadiendo 5,6 ul de tampén
de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de po-
liacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de sefial fluorescente utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE
Healthcare).

Resultados

Tal y como se puede apreciar en la Figura 6, en este tipo de contexto de ADN todos los mutantes muestran una
eficiencia de insercion similar.
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Ejemplo 7
Prueba de marcaje de extremo 3’OH

Se probd la serie completa de mutantes de Polu, junto con Poly wt y TdT en una reaccién de mareaje en el
extremo 3’OH de un oligonucledtido de cadena sencilla. Se utiliz6 como sustrato un oligonucleétido de cadena sen-
cilla marcado con Cy5 en su extremo 5’ para su seguimiento. Se suministré ddATP marcado con fluoresceina (FLO)
susceptible de ser incorporado por la polimerasa en el extremo 30H’ del ADN. El canal ADN permite realizar el
seguimiento del ADN original, y comprobar la proporcién de oligo que ha sido marcada (posicioén +1) frente al resto
no marcado (posicién 0). El canal del ddNTP permite comprobar la entrada en la posicién +1 del ddNTP marcado con
FLO.

Materiales y métodos

El oligonucledtido fluorescente utilizado fue: SP1C-Cy5 (GATCACAGTGAGTAC-CyS5), que fue comprado a Sig-
ma. El ddATP-Cy5 fue comprado a Perkin-Elmer. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en
presencia de 1 mM MnCl,, 50 mM TrisHCI (pH 7.5), 1 mM DTT, 4% glicerol y 0,1 mg/ml BSA (excepto el canal
de TdT, que llevaba 100 mM de tampdn cacodilato, ] mM CoCl, y 0,1 mM DTT), 10 nM del oligo fluorescente de
ADN, 1 uM ddATP-FLO, y 600 nM de la proteina indicada en cada caso. Tras una incubacién de 30 min a 37°C, las
reacciones se pararon afiadiendo 5,6 ul de tampén de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas muestras se ana-
lizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de sefial fluorescente
utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Resultados

Tal y como puede apreciarse en la Figura 7, Polu wt es capaz de marcar en torno al 50% del oligo suministrado.
Los mutantes M4, M5 y M6 (u-N457D-S458N) presentan un comportamiento similar. El mutante MI ve muy reducida
su capacidad de mareaje respecto a Poly wt. El mutante M2 supone una mejora respecto a Poly wt aunque no llega a
marcar el 100% del sustrato de partida. Los M3 y M7 son capaces de marcar el 100% del sustrato original de partida,
superando incluso los niveles logrados con la TdT comercial de Promega.

Ejemplo 8
Prueba de mareaje de extremo 3’OH

Ensayo similar al realizado en el Ejemplo 7, en el que se compara la eficacia de los mutantes M3 y M7 en reacciones
de mareaje, respecto a las mutaciones simples que componen cada uno de los mutantes.

Materiales y métodos

El oligonueledtido fluorescente utilizado fue: SP1C-Cy5 (GATCACAGTGAGTAC-CyS5), que fue comprado a Sig-
ma. El ddATP-Cy5 fue comprado a Perkin-Elmer. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en
presencia de 1| mM MnCl,, 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 4% glicerol y 0,1 mg/ml BSA (excepto el canal de
TdT, que llevaba 100 mM de tampén cacodilato, 1 mM CoCl, y 0,1 mM DTT), 10 nM del oligo fluorescente de ADN,
1 uM ddATP-FLO, y 600 nM de la proteina indicada en cada caso. Tras una incubacién de 30 minutos a 37°C, las
reacciones se pararon afiadiendo 5,6 ul de tampén de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas muestras se ana-
lizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de sefial fluorescente
utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Resultados (ver Figura 8)

- Las mutaciones simples R387K (R) y Ch-loop-1 (Ch) no logran ninguna mejora respecto a Polu wt en ese tipo
de reacciones.

- El mutante M2, como ya se vio en la figura 7, si supone una mejora puesto que es capaz de acabar con casi todo
el sustrato de partida, aunque no con el 100%.

- M3 y M7 no logran el mareaje del 100% del sustrato de partida.
Ejemplo 9
Prueba de marcaje de extremo 3’OH
Ensayo similar al realizado en el ejemplo 8, en el que se compara la eficacia de los mutantes M3 y M7 en reacciones

de mareaje, respecto a las mutaciones simples que componen cada uno de los mutantes. En este caso se utiliza un
sustrato de ADN de cadena sencilla diferente (PoliT) para descartar que el resultado sea dependiente de secuencia.
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Materiales y métodos

El oligonucledétido fluorescente utilizado fue: PoliT-Cy5 (PoliT 15-Cy5), que fue comprado a Sigma. El ddATP-
Cy5 fue comprado a Perkin-Elmer. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 1
mM MnCl,, 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 4% glicerol y 0,1 mg/ml BSA (excepto el canal de TdT, que
llevaba 100 mM de tamp6n cacodilato, 1 mM CoCl, y 0,1 mM DTT), 10 nM del oligo fluorescente de ADN, 1 uM
ddATP-FLO, y 600 nM de la proteina indicada en cada caso. Tras una incubacién de 30 min a 37°C, las reacciones se
pararon afiadiendo 5,6 ul de tampdn de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas muestras se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de sefial fluorescente utilizando un
equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Resultados (ver Figura 9)
- El mutante simple Ch no logra ninguna mejora respecto a Poly wt en ese tipo de reacciones.

- El mutante R en este caso particular mejora levemente respecto a Polu wt, lo cual puede deberse a un efecto de
secuencia.

- El mutante M2, como ya se vio en la figura 8, si supone una mejora, pero no logra el mareaje del 100% del
sustrato de partida, como si ocurre en los casos de M3 y M7.

Ejemplo 10
Prueba de mareaje de extremo 3’OH

En este ensayo, similar al mostrado en el Ejemplo 9, se compara la eficacia de los mutantes M3 y M7 en reacciones
de mareaje, respecto a las mutaciones simples que componen cada uno de los mutantes. En este caso se utiliza un
sustrato de ADN de cadena sencilla diferente (PoliA) para contrastar con los anteriores.

Materiales y métodos

El oligonueledtido fluorescente utilizado fue: PoliA-Cy5 (PoliA15-CyS5), que fue comprado a Sigma. El ddATP-
Cy5 fue comprado a Perkin-Elmer. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 1
mM MnCl,, 50 mM TrisHCI (pH 7.,5), 1 mM DTT, 4% glicerol y 0,1 mg/ml BSA (excepto el canal de TdT, que
llevaba 100 mM de tampén cacodilato, 1 mM CoCl, y 0,1 mM DTT), 10 nM del oligo fluorescente de ADN, 1 uM
ddATP-FLO, y 600 nM de la proteina indicada en cada caso. Tras una incubacién de 30 min a 37°C, las reacciones se
pararon afiadiendo 5,6 ul de tamp6n de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas muestras se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de sefial fluorescente utilizando un
equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Resultados (ver Figura 10)

- Los mutantes simples R y Ch no logran ninguna mejora respecto a Polu wt en ese tipo de reacciones. Parece
confirmarse que el efecto de mejora con R que se vefa en la figura anterior era dependiente de secuencia.

- El mutante M2, como ya se vio en ejemplos anteriores, si supone una mejora, pero no logra el mareaje del
100% del sustrato de partida, como si ocurre en los casos de M3 y M7.

Ejemplo 11
Prueba de mareaje de extremo 3’ con los 4 ddNTPs fluorescentes

Este ensayo muestra que la reaccién de mareaje con M3 y M7 es altamente eficaz con los 4 ddNTPs fluorescentes,
tanto en presencia de Mn** como de Co?* (Fig. 11).

Materiales y métodos

El oligonueledtido fluorescente utilizado fue: SP1C-CyS5 (GATCACAGTGAGTAC-CyS5), que fue comprado a Sig-
ma. Los dideoxinucleétidos fluorescentes (ddATP-FLO, ddUTP-FLO, ddCTP-FLO, ddGTP-FLO) fueron comprados
a Perkin-Elmer. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul, en presencia de 1 mM MnCl,, 50 mM
TrisHCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 4% glicerol y 0,1 mg/ml BSA (en el caso de reacciones con 1 mM Mn**) y 100 mM
de tamp6n cacodilato, 1 mM CoCl, y 0,1 mM DTT (en el caso de reacciones con 1 mM Co**), 10 nM del oligo
fluorescente de ADN, 1 uM ddATP-FLO, y 600 nM de la proteina indicada en cada caso. Tras una incubacién de 30
min a 37°C, las reacciones se pararon afiadiendo 5,6 ul de tampén de carga (95% formamida, 10 mM EDTA). Estas
muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% y urea 8 M y posterior lectura de
sefial fluorescente utilizando un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare).
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Ejemplo 12
Obtencion de nuevos mutantes homologos

Tal y como se muestra en la Figura 12, el alineamiento por FASTA, empleando los parametros establecidos por
defecto, de las secuencias correspondientes a las Polu wt de diferentes mamiferos, mas concretamente, Mus musculus,
Rattus norvegicu y Bos taurus con el mutante M3, proporciona aquellos aminodcidos homélogos al 275 y 387 de M3
(o Poly wt humana).

La mutacién de los aminoacidos homologos de la Polu wt de Mus musculus, Rattus norvegicu y Bos taurus corres-
pondientes a las posiciones 275 y 387 de M3, daria lugar a la obtencién de nuevos mutantes, que potencialmente
tendrian la actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal mejorada debido al elevado grado de identidad existente
entre las diferentes polimerasas (Tabla 3). Tal y como se puede comprobar a partir de la Figura 12, los aminoacidos
homélogos no necesariamente se encuentran en la misma posicién en relacién con su secuencia.

TABLA 3
Rartus
Homo sapiens | Mus musculus . Bos Taurus
norvegicu
Homeo sapiens 100 % 76,06 % 75,81 % 80,81 %
Mus musculus 76,06 % 100 % 87,93 % 72,64 %
Rattus norvegicu 75,81 % 87,93 % 100 % 71,98 %
Bos taurus 80,81 % 72,64 % 71,98 % 100 %
Ejemplo 13

Obtencion de nuevos mutantes con actividad transferasa terminal incrementada

Los datos estructurales de Poly wt utilizados convenientemente pueden ser empleados para la obtencioén de nuevos
mutantes con actividad transferasa terminal incrementada, mediante la identificacién y mutacién de aminodcidos que
se encuentren en el sitio catalitico de la enzima o cercanos a éste, preferentemente en superficie, esto es, en interaccion
directa con el ADN. Asi por ejemplo, el andlisis tridimensional de la estructura de la polimerasa puede dar lugar a
la identificacion de residuos que permitan la creacién de un puente salino, la introduccién de un grupo hidrofébico o
la creacion de cualquier otro tipo de interaccién que posibilite una mejor interaccion con el ADN con el objetivo de
obtener mutantes con actividad transferasa terminal incrementada.

Para la identificacién de los aminodcidos candidatos son sobradamente conocidas determinadas técnicas de la-
boratorio, como por ejemplo la cristalografia por rayos X y la resonancia magnética nuclear (RMN), que permiten
conocer la estructura tridimensional de las proteinas. Ademads de este tipo de técnicas, existen multitud de programas
informdticos que posibilitan, a partir de la estructura primaria de la enzima, predecir cual es su configuracién espacial
(e.g. Swiss PDB Viewer). De este modo, resulta sencillo mediante la inspeccién visual de las estructuras determinar
qué aminodcidos pueden ser candidatos para su mutacion.

El empleo de este tipo de técnicas en combinacién con la comparacion de las estructuras primarias de enzimas
homologas y/o con actividades similares permite incluso afinar ain mds en la selecciéon de aquellos mutantes que
potencialmente van a tener una actividad incrementada.

A modo de ejemplo, la recopilacién de todas las secuencias conocidas de Poly y TdT de diferentes especies, su
alineamiento y comparacion de la estructura primaria permite la identificacién de aquellos aminodcidos que se en-
cuentran conservados en ambas familias de polimerasas y que sean diferentes entre si. Cuando se realiza este proceso,
algunos de los aminodcidos candidatos de Polu que podrian seleccionarse son los Q275, R387, N457 y S458, los cua-
les tras un andlisis visual de la estructura tridimensional de la enzima se comprueba que se encuentran en superficie
y cercanos al centro catalitico (Figura 14). La mutacién de estos aminodcidos hacia el aminodcido homdlogo de TdT
(Q275M, R387K, N457D y S458N) y, opcionalmente, la combinacién de estas mutaciones da lugar a la obtencién de
mutantes de Poly con una actividad transferasa terminal incrementada, tal y como se puede comprobar a lo largo de la
descripcion.
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REIVINDICACIONES

1. ADN polimerasa mu (Polu) mutada que presenta una actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal al menos
alrededor de un 10% superior a la actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal de la ADN polimerasa mu mutada
R387K.

2. ADN polimerasa mu mutada segun la reivindicacion 1, que comprende al menos dos mutaciones.

3. ADN polimerasa mu mutada seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, que comprende una secuencia
con al menos un 60% de identidad con la SEQ ID NO: 17, o con cualquiera de sus subsecuencias SEQ ID NO:1 y
SEQ ID NO:2, o con un fragmento de cualquiera de dichas secuencias que mantiene la actividad transferasa terminal
incrementada o sustancialmente incrementada.

4. ADN polimerasa mu mutada segiin la reivindicacién 3, que comprende al menos dos mutaciones que consisten
en (i) una primera mutacién puntual en la posicién 387 y (ii) una segunda mutacién que consiste en:

(a)  unamutacién puntual en un aminoacido conservado de Polyu wt y distinto al aminoacido homélogo presente
en la enzima TdT, o

(b)  una mutacidén en el subdominio loop-1 de Polgu.

5. ADN polimerasa mu mutada segtn la reivindicacién 4, donde la primera mutacién puntual (i) en la posicién
387 consiste en la sustituciéon del aminodcido que se encuentra dicha posicién por cualquiera de los aminodcidos
seleccionados del siguiente grupo: Glutamina, Asparragina, Cisteina, Treonina, Serina, Metionina, Lisina, Arginina,
Histidina o andlogos de los mismos.

6. ADN polimerasa mu mutada segtn la reivindicacién 5, donde la segunda mutacién puntual (a) es una mutacién
puntual en el aminodcido que se encuentra en la la posiciéon 275 y consiste en la sustituciéon del aminoacido que
se encuentra en dicha posicién por cualquiera de los aminodcidos seleccionados del siguiente grupo: Glutamina,
Asparragina, Cisteina, Treonina, Serina, Metionina o andlogos de los mismos.

7. ADN polimerasa mu mutada segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la segunda mutacién (b)
consiste en la delecion y sustitucion del loop-1 de Polu o de un fragmento del mismo por:

1) una secuencia con al menos alrededor de un 10% de identidad con la SEQ ID NO: 3 (loop-1 de Polu), o
ii) por una secuencia con al menos alrededor de un 10% de identidad con la SEQ ID NO: 4 (loop-1 de TdT).

8. ADN polimerasa mutada segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, cuya secuencia es seleccionada el
grupo formado por SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO: 10,
fragmentos o subsecuencias de las mismas que mantengan sustancialmente su actividad transferasa terminal.

9. Polinucleétido que codifica una ADN polimerasa mu mutada, o un fragmento o subsecuencia de la misma, de
acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Polinucleétido segtn la reivindicacién 9, donde su secuencia es seleccionada del grupo que comprende las
secuencias SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15.

11. Vector que comprende un polinucledtido segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10.

12. Célula huésped que comprende un polinucledtido segin cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10, o un vector
segun la reivindicacién 11.

13. Método para la produccién de una ADN polimerasa mu mutada segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8, que comprende: i) el cultivo de una célula huésped segtin la reivindicacién 12 bajo condiciones que promuevan la
expresion del polinucledtido segiin cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10, y ii) el aislamiento del mutante producido.

14. Método para la elongacién de un polinucleétido diana que comprende: i) poner en contacto al polinucleétido
diana con la ADN polimerasa mu mutada segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y nucleétidos o andlogos de
nucledtidos (mezcla de reaccion), y ii) someter la mezcla de reaccién a condiciones que favorezcan la insercién de al
menos un nucleétido o un andlogo del mismo en el extremo 3’OH del polinucleétido diana.

15. Método para el rellenado de huecos que comprende: i) poner en contacto a un polinucleétido diana, que com-
prende al menos un gap o hueco de al menos un nucleétido, con la ADN polimerasa mu mutada segtin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8 y nucledtidos o andlogos de nucledtidos (mezcla de reaccidn), y ii) someter la mezcla de
reaccion a condiciones que favorezcan la insercién de al menos un nucleétido o andlogo de nucleétido en el extremo
3’0OH de gap.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364 010 Al

16. Método para la detecciéon de muestras apoptdticas que comprende: i) poner en contacto una muestra, que
contiene material genético de células potencialmente apoptdticas, con la ADN polimerasa mu mutada segtin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8 y al menos un nucleétido o andlogo de nucleétido (mezcla de reaccién), ii) someter la
mezcla de reaccidn a condiciones que favorezcan la insercién de nucleétidos o andlogos de los mismos, y iii) detectar
la presencia o no de insercién, donde la deteccion de insercidn es indicativa de que la muestra es apoptotica.
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FIG.5
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FIG.7

canal DNA canal ddNTP

p TATMI M2 M3 M4 M5 Mé M7 . ¢ TITMI M2 M3 M4 M5 Me M7

FIG. 8

canal DNA canal ddNTP

g R Ch M2 M3 M7 TdT . B R Ch M2 M3 M? TdI
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FIG. 9

canal DNA canal ddNTP

p ROCh M2 MY OM?OTA o R OChoM2M3MDOTHT

FIG. 10

canal DNA canal ddNTP

#.

b R Ch M2 M3 M? TOT . ¢ R Ch M2 M3 M7 T@T

21



ES 2364 010 Al

FI1G. 11

"

= A ddU diC ddG A ddU ddC ddG
| | 1 ]

ddh diU diC ddG ddA U ddC diG
| | |

M | M3 M7
ImM Mn

)

ImM Co

il 20 20 20 20 il

Woyt-49
Ratuy/ 1435
foy/ 1458

/436
Rattuy 4%
Roy/ 488

22



ES 2364 010 Al

.13

FIG

320

30

280

N457

40

460

23



ES 2364 010 Al

FIG. 14

24



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<110> XPOL Biotech, S.L.

ES 2364 010 Al

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Mutantes de la ADN polimerasa mu

<130> P5299ES00 - XPOL-01

<160> 17

<170> PatentIn version 3.5

<210>1
<211> 373
<212> PRT

<213> Homo Sapiens (Pol mu NH2- BRCT-)

<400> 1

Met

1

Met

Thr

Glu

Leu
65

Leu

Glu

Tyr

Thr

Arg

145

His

Leu

Pro

Gly

Gly

50

Lys

Pro

His

Gln

Ala
130

Glu

His

Glu

Ala

Leu

35

Ser

Ala

His

Gly

Thr
115

RAsp

Gln

Gln

Val

Tyr

20

Ser

Glu

Leu

Phe

Val
100

Met

Arg

Pro

Asp

Ala

Ala

Glu

Gly

Pro

Gly

85

Cys

Lys

Trp

Gln

Leu
165

Gly

Cys

Ala

Arg

Ser

70

Glu

Glu

Leu

Tyr

Lys

150

Ser

Pro

Gln

Leu

Leu

55

Pro

His

Glu

Phe

Arg
135

Leu

Thr

Arg

Arg

Glu

40

Leu

Val

Ser

Val

Thr
120

Glu

Thr

Pro

Lys

Pro

25

Ile

Thr

Thr

Ser

Glu

105

Gln

Gly

Gln

Val

Gly

10

Thr

Leu

Phe

Thr

Arg
90

Arg

Ile

Leu

Gln

Leu
170

Pro

Pro

Ala

Cys

Leu

75

Val

Val

Phe

Arg

Gln

155

Arg

Leu

Leu

Glu

Arg

Ser

Val

Arg

Gly

Thr
140

Lys

Ser

Ser

Thr

Ala

45

Ala

Gln

Gln

Arg

Val

125

Leu

Ala

Asp

Pro

His

30

Ala

Ala

Leu

Glu

Ser
110

Gly

Asp

Gly

Val

Ala

15

His

Gly

Ser

Gln

Leu
95

Glu

Val

Asp

Leu

Asp
175

Trp

Asn

Phe

Val

Gly
80

Leu

Arg

Lys

Leu

Gln
160

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu

Thr

Asp

Leu

225

Tyr

Gln

Leu

Pro

Gln

305

Arg

Ser

Ser

Glu

<210>2
<211> 357
<212> PRT

Gln

Val

Val

210

Leu

His

Gln

Pro

Ser

290

Phe

Glu

His

Glu

Gln
370

Gln

Thr

195

Asp

Pro

Gln

Ser

Gln

275

Trp

Pro

Leu

Gly

Glu

355

Arg

Val

180

Leu

Phe

Arg

His

His

260

Pro

Lys

Phe

Arg

Leu

340

Asp

Asn

Val Glu

Thr Gly

Leu Ile

Val Met

230

Gln His
245

Met Asp

Pro Gly

Ala Val

Ala Leu

310

Arg Phe

325

Phe Asp

Ile Phe

Ala

ES 2364 010 Al

Glu Ala

Gly Phe
200

Thr His
215

Cys Arg

Ser Cys

Ala Phe

Ala Ala

280

Arg Val

295

Leu Gly

Ser Arg

Pro Glu

Arg His
360

<213> Homo sapiens (Pol mu NH2- BRCT- 8 KDa)

Val

185

Arg

Pro

Leu

Cys

Glu

265

Val

Asp

Trp

Lys

Gln

345

Leu

Gly

Arg

Lys

Gln

Glu

250

Arg

Gly

Leu

Thr

Glu

330

Lys

Gly

Gln

Gly

Glu

Asp

235

Ser

Ser

Gly

Val

Gly

315

Lys

Thr

Leu

Ala

Lys

Gly

220

Gln

Pro

Phe

Ser

Val

300

Ser

Gly

Phe

Glu

Leu

Leu

205

Gln

Gly

Thr

Cys

Thr

285

Ala

Lys

Leu

Phe

Tyr
365

Pro

190

Gln

Glu

Leu

Arg

Ile

270

Arg

Pro

Leu

Trp

Gln

350

Leu

Gly

Gly

Ala

Ile

Leu

255

Phe

Pro

Val

Phe

Leu

335

Ala

Pro

Ala

His

Gly

Leu

240

Ala

Arg

Cys

Ser

Gln

320

Asn

Ala

Pro



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 2

Met

1

Thr

Glu

Leu

Leu

65

Glu

Tyr

Thr

Arg

His

145

Leu

Thr

Asp

Leu

Tyr
225

Pro

Gly

Gly

Lys

50

Pro

His

Gln

Ala

Glu

130

His

Gln

Val

Val

Leu

210

His

Ala

Leu

Ser

35

Ala

His

Gly

Thr

Asp

115

Gln

Gln

Gln

Thr

Asp

195

Pro

Gln

Tyr

Ser

20

Glu

Leu

Phe

Val

Met

100

Arg

Pro

Asp

Val

Leu

180

Phe

Arg

His

Ala

Glu

Cys

Ala

ES 2364 010 Al

Gln Arg Pro

Leu

Gly Arg Leu

Pro

Gly

Cys

85

Lys

Trp

Gln

Leu

Val

165

Thr

Leu

Val

Gln

Ser

Glu

70

Glu

Leu

Tyr

Lys

Ser

150

Glu

Gly

Ile

Met

His
230

Pro

55

His

Glu

Phe

Arg

Leu

135

Thr

Glu

Gly

Thr

Cys

215

Ser

Glu

Leu

40

Val

Ser

Val

Thr

Glu

120

Thr

Pro

Ala

Phe

His

200

Arg

Cys

Ile

25

Thr

Thr

Ser

Glu

Gln

105

Gly

Gln

Val

Val

Arg

185

Pro

Leu

Cys

Thr

10

Leu

Phe

Thr

Arg

Arg

90

Ile

Leu

Gln

Leu

Gly

170

Arg

Lys

Gln

Glu

Pro

Ala

Cys

Leu

Val

75

Val

Phe

Arg

Gln

Arg

155

Gln

Gly

Glu

Asp

Ser
235

Leu

Glu

Arg

Ser

60

Val

Arg

Gly

Thr

Lys

140

Ser

Ala

Lys

Gly

Gln

220

Pro

Thr

Ala

Ala

45

Gln

Gln

Arg

Val

Leu

125

Ala

Asp

Leu

Leu

Gln

205

Gly

Thr

His

Ala

30

Ala

Leu

Glu

Ser

Gly

110

Asp

Gly

Val

Pro

Gln

190

Glu

Leu

Arg

His

15

Gly

Ser

Gln

Leu

Glu

95

Val

Asp

Leu

Asp

Gly

175

Gly

Ala

Ile

Leu

Asn

Phe

Val

Gly

Leu

80

Arg

Lys

Leu

Gln

Ala

160

Ala

His

Gly

Leu

Ala
240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gln Gln Ser

Leu Pro Gln

Pro Ser Trp
275

Gln Phe Pro
290

Arg Glu Leu
305

Ser His Gly

Ser Glu Glu

Glu Gln Arg
355
<210>3
<211> 19
<212> PRT

His

Pro

260

Lys

Phe

Arg

Leu

Asp

340

Asn

Met

245

Pro

Ala

Ala

Arg

Phe

325

Ile

Ala

Asp

Gly

Val

Leu

Phe

310

Asp

Phe

<213> Homo sapiens (Ch-loop-1 Pol mu)

<400> 3

ES 2364 010 Al

Ala Phe Glu Arg Ser

Ala

Arg

Leu

295

Ser

Pro

Arg

Ala

Val

280

Gly

Arg

Glu

His

Val

265

Asp

Trp

Lys

Gln

Leu
345

250

Gly

Leu

Thr

Glu

Lys

330

Gly

Gly

Val

Gly

Lys

315

Thr

Leu

Phe

Ser

Val

Ser

300

Gly

Phe

Glu

Cys

Thr

Ala

285

Lys

Leu

Phe

Tyr

Ile

Arg

270

Pro

Leu

Trp

Gln

Leu
350

Phe
255

Pro

Val

Phe

Leu

Ala

335

Pro

Arg

Cys

Ser

Gln

Asn

320

Ala

Pro

His Ser Cys Cys Glu Ser Pro Thr Arg Leu Ala Gln Gln Ser His Met

1

Asp Ala Phe

<210>4
<211>20
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens (Ch-loop-1 TdT)

<400> 4

10

15

Glu Ser Thr Phe Glu Lys Leu Arg Leu Pro Ser Arg Lys Val Asp Ala

1

Leu Asp His

Phe
20

5

10

15



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 5
<211> 494
<212> PRT

ES 2364 010 Al

<213> Homo sapiens (Pol mu, mutante M3)

<400> 5

Met

1

Ala

Tyr

Gly

Glu

65

Ser

Pro

Gln

Arg

Arg

145

Glu

Leu

Val

Leu

Ala

Leu

Leu

50

Ala

Trp

Ala

Pro

Lys

130

Pro

Ile

Thr

Thr

Pro

Ser

Val

35

Ala

Thr

Gln

Leu

Val

115

Gly

Thr

Leu

Phe

Thr
195

Lys

Ser

20

Glu

Arg

His

Glu

Leu

100

Pro

Pro

Pro

Ala

Cys

180

Leu

Arg

Thr

Pro

Ser

Val

Arg

85

Asp

Val

Leu

Leu

Glu

165

Arqg

Ser

Arg

Pro

Arg

Lys

Val

70

Arg

Ile

Glu

Ser

Thr

150

Ala

Ala

Gln

Arg

Pro

Met

Gly

Met

Met

Ser

Cys

Pro

135

His

Ala

Ala

Leu

Ala

Ser

Gly

40

Phe

Glu

Ala

Trp

Arg

120

Ala

His

Gly

Ser

Gln
200

Arg

Thr

25

Arg

Arg

Glu

Ala

Leu

105

His

Trp

Asn

Phe

Val

185

Gly

Val

10

Arg

Ser

Val

Thr

Ala

90

Thr

Arg

Met

Thr

Glu

170

Leu

Leu

Gly

Phe

Arg

Leu

Ser

75

Pro

Glu

Leu

Pro

Gly

155

Gly

Lys

Pro

Ser

Pro

Arg

Asp

60

Ala

Pro

Ser

Glu

Ala

140

Leu

Ser

Ala

His

Pro

Ala

45

Ala

Glu

Gly

Leu

Val

125

Tyr

Ser

Glu

Leu

Phe
205

Ser

Val

30

Phe

Cys

Glu

Cys

Gly

110

Ala

Ala

Glu

Gly

Pro

190

Gly

Gly

15

Ala

Leu

Ser

Ala

Thr

95

Ala

Gly

Cys

Ala

Arg

175

Ser

Glu

Asp

Ile

Thr

Ser

Val

80

Pro

Gly

Pro

Gln

Leu

160

Leu

Pro

His



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ser

Val

225

Thr

Glu

Thr

Pro

Ala

305

Phe

His

Arg

Cys

Phe

385

Ala

Val

Gly

Ser

210

Glu

Gln

Gly

Gln

Val

290

Val

Arg

Pro

Leu

Cys

370

Glu

Val

Asp

Trp

Arg

Arg

Ile

Leu

Met

275

Leu

Gly

Arg

Lys

Gln

355

Glu

Lys

Gly

Leu

Thr
435

vVal

Val

Phe

Arg

260

Gln

Arg

Gln

Gly

Glu

340

Asp

Ser

Ser

Gly

Val

420

Gly

Val

Arg

Gly

245

Thr

Lys

Ser

Ala

Lys

325

Gly

Gln

Pro

Phe

Ser

405

Val

Ser

Gln

Arg

230

Val

Leu

Ala

Asp

Leu

310

Leu

Gln

Gly

Thr

Cys

390

Thr

Ala

Lys

ES 2364 010 Al

Glu

215

Ser

Gly

Asp

Gly

Val

295

Pro

Gln

Glu

Leu

Arg

375

Ile

Arg

Pro

Leu

Leu

Glu

Val

Asp

Leu

280

Asp

Gly

Gly

Ala

Ile

360

Leu

Phe

Pro

Val

Phe
440

Leu

Arg

Lys

Leu

265

Gln

Ala

Ala

His

Gly

345

Leu

Ala

Arg

Cys

Ser

425

Gln

Glu

Tyr

Thr

250

Arg

His

Leu

Thr

Asp

330

Leu

Tyr

Gln

Leu

Pro

410

Gln

Arg

His

Gln

235

Ala

Glu

His

Gln

Val

315

Val

Leu

His

Gln

Pro

395

Ser

Phe

Glu

Gly

220

Thr

Asp

Gln

Gln

Gln

300

Thr

Asp

Pro

Gln

Ser

380

Gln

Trp

Pro

Leu

Val

Met

Arg

Pro

Asp

285

Val

Leu

Phe

Arg

His

365

His

Pro

Lys

Phe

Arg
445

Lys

Trp

Gln

270

Leu

Val

Thr

Leu

Val

350

Gln

Met

Pro

Ala

Ala

430

Arg

Glu

Leu

Tyr

255

Lys

Ser

Glu

Gly

Ile

335

Met

His

Asp

Gly

Val

415

Leu

Phe

Glu

Phe

240

Arg

Leu

Thr

Glu

Gly

320

Thr

Cys

Ser

Ala

Ala

400

Arg

Leu

Ser



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Arg

Glu
465

His

<210> 6
<211> 493
<212> PRT

<213> Homo sapiens (Pol mu,

<400> 6
Met

1

Ala

Tyr

Gly

Glu

65

Ser

Pro

Gln

Arg

Arg

145

Glu

Lys
450

Gln

Leu

Leu

Ala

Leu

Leu

50

Ala

Trp

Ala

Pro

Lys

130

Pro

Ile

Glu

Lys

Gly

Pro

Ser

Val

35

Ala

Thr

Gln

Leu

Val

115

Gly

Thr

Leu

Lys

Thr

Leu

Lys

Ser

20

Glu

Arg

His

Glu

Leu

100

Pro

Pro

Pro

Ala

ES 2364 010 Al

Gly Leu Trp

Phe

Glu
485

Phe
470

Tyr

455

Gln

Leu

mutante M7)

Leu Asn Ser

Ala Ala Ser

Pro Pro Glu

Arg Arg Arg Ala

Thr

Pro

Ser

Val

Arg

85

Asp

Val

Leu

Leu

Glu
165

Pro

Arg

Lys

Val

70

Arg

Ile

Glu

Ser

Thr

150

Ala

Pro

Met

Gly

55

Met

Met

Ser

Cys

Pro

135

His

Ala

Ser

Gly

40

Phe

Glu

Ala

Trp

Arg

120

Ala

His

Gly

Arg

Thr

25

Arg

Arg

Glu

Ala

Leu

105

His

Trp

Asn

Phe

490

Val

10

Arg

Ser

Val

Thr

Ala

90

Thr

Arg

Met

Thr

Glu
170

His

Glu

475

Gln

Gly

Phe

Arg

Leu

Ser

75

Pro

Glu

Leu

Pro

Gly

155

Gly

Gly Leu Phe Asp Pro

460

Glu

Arg

Ser

Pro

Arg

Asp

60

Ala

Pro

Ser

Glu

Ala

140

Leu

Ser

Asp Ile Phe Arg

Asn

Pro

Gly

Ala

45

Ala

Glu

Gly

Leu

Val

125

Tyr

Ser

Glu

Ala

Ser

Val

30

Phe

Cys

Glu

Cys

Gly

110

Ala

Ala

Glu

Gly

Gly

15

Ala

Leu

Ser

Ala

Thr

95

Ala

Gly

Cys

Ala

Arg
175

480

Asp

Ile

Thr

Ser

Val

80

Pro

Gly

Pro

Gln

Leu

160

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu

Val

Ser

Val

225

Thr

Glu

Thr

Pro

Ala

305

Phe

His

Arg

Glu

Glu

385

Val

Thr

Thr

Ser

210

Glu

Gln

Gly

Gln

Val

290

Val

Arg

Pro

Leu

Lys

370

Lys

Gly

Phe

Thr

195

Arg

Arg

Ile

Leu

Gln

275

Leu

Gly

Arg

Lys

Gln

355

Leu

Ser

Gly

Cys

180

Leu

Val

Val

Phe

Arg

260

Gln

Arg

Gln

Gly

Glu

340

Asp

Arg

Phe

Ser

Arg

Ser

Val

Arg

Gly

245

Thr

Lys

Ser

Ala

Lys

325

Gly

Gln

Leu

Cys

Thr
405

Ala

Gln

Gln

Arg

230

Val

Leu

Ala

Asp

Leu

310

Leu

Gln

Gly

Pro

Ile

390

Arg

ES 2364 010 Al

Ala

Leu

Glu

215

Ser

Gly

Asp

Gly

Val

295

Pro

Gln

Glu

Leu

Ser

375

Phe

Pro

Ser

Gln

200

Leu

Glu

Val

Asp

Leu

280

Asp

Gly

Gly

Ala

Ile

360

Arg

Arg

Cys

Val

185

Gly

Leu

Arg

Lys

Leu

265

Gln

Ala

Ala

His

Gly

345

Leu

Lys

Leu

Pro

Leu

Leu

Glu

Tyr

Thr

250

Arg

His

Leu

Thr

Asp

330

Leu

Tyr

Val

Pro

Ser
410

Lys

Pro

His

Gln

235

Ala

Glu

His

Gln

Val

315

Val

Leu

His

Asp

Gln

395

Trp

Ala

His

Gly

220

Thr

Asp

Gln

Gln

Gln

300

Thr

Asp

Pro

Gln

Ala

380

Pro

Lys

Leu

Phe

205

Val

Met

Arg

Pro

Asp

285

Val

Leu

Phe

Arg

Glu

365

Leu

Pro

Ala

Pro

190

Gly

Cys

Lys

Trp

Gln

270

Leu

Val

Thr

Leu

Val

350

Ser

Asp

Val

Ser

Glu

Glu

Leu

Tyr

255

Lys

Ser

Glu

Gly

Ile

335

Met

Thr

His

Ala

Arg
415

Pro

His

Glu

Phe

240

Arg

Leu

Thr

Glu

Gly

320

Thr

Cys

Phe

Phe

Ala

400

Val



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asp

Trp

Lys

Gln
465

Leu

<210> 7
<211> 375
<212> PRT

Leu

Thr

Glu

450

Lys

Gly

Val

Gly

435

Lys

Thr

Leu

Val

420

Ser

Gly

Phe

Glu

Ala

Lys

Leu

Phe

Tyr
485

Pro

Leu

Trp

Gln

470

Leu

<213> Homo sapiens (M3: NH2- BRCT-)

<400> 7

Met

1

Ala

His

Gly

Ser

65

Gln

Leu

Glu

His

Trp

Asn

Phe

50

Val

Gly

Leu

Arg

Arg

Met

Thr

35

Glu

Leu

Leu

Glu

Tyr
115

Leu

Pro

20

Gly

Gly

Lys

Pro

His

100

Gln

Glu

Ala

Leu

Ser

Ala

His

85

Gly

Thr

Val

Tyr

Ser

Glu

Leu

70

Phe

Val

Met

ES 2364 010 Al

Val Ser Gln

Phe

Leu

455

Ala

Pro

Ala

Ala

Glu

Gly

Pro

Gly

Cys

Lys

Gln

440

Asn

Ala

Pro

Gly

Cys

Ala

40

Arg

Ser

Glu

Glu

Leu
120

425

Arg

Ser

Ser

Glu

Pro

Gln

25

Leu

Leu

Pro

His

Glu

105

Phe

Phe

Glu

His

Glu

Gln
490

Arg

10

Arg

Glu

Leu

Val

Ser

90

Val

Thr

Pro

Leu

Gly

Glu

475

Arg

Lys

Pro

Ile

Thr

Thr

75

Ser

Glu

Gln

Phe

Arg

Leu

460

Asp

Asn

Gly

Thr

Leu

Phe

60

Thr

Arg

Arg

Ile

Ala

Arg

445

Phe

Ile

Ala

Pro

Pro

Ala

45

Cys

Leu

Val

Val

Phe
125

Leu

430

Phe

Asp

Phe

Leu

Leu

30

Glu

Arg

Ser

Val

Arg

110

Gly

Leu

Ser

Pro

Arg

Ser

15

Thr

Ala

Ala

Gln

Gln

95

Arg

Val

Gly

Arg

Glu

His
480

Pro

His

Ala

Rla

Leu

80

Glu

Ser

Gly
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Val

Asp

145

Leu

Asp

Gly

Gly

Ala

225

Ile

Leu

Phe

Pro

Val

305

Phe

Leu

Ala

Lys

130

Leu

Gln

Ala

Ala

His

210

Gly

Leu

Ala

Arg

Cys

290

Ser

Gln

Asn

Ala

Thr

Arg

His

Leu

Thr

195

Asp

Leu

Tyr

Gln

Leu

275

Pro

Gln

Arg

Ser

Ser
355

Ala

Glu

His

Gln

180

Val

Val

Leu

His

Gln

260

Pro

Ser

Phe

Glu

His

340

Glu

Asp

Gln

Gln

165

Gln

Thr

Asp

Pro

Gln

245

Ser

Gln

Trp

Pro

Leu

325

Gly

Glu

Arg

Pro

150

Asp

Val

Leu

Phe

Arg

230

His

His

Pro

Lys

Phe

310

Arg

Leu

Asp

ES 2364 010 Al

Trp

135

Gln

Leu

Val

Thr

Leu

215

Val

Gln

Met

Pro

Ala

295

Ala

Arg

Phe

Ile

Tyr Arg Glu Gly

Lys

Ser

Glu

Gly

200

Ile

Met

His

Asp

Gly

280

Val

Leu

Phe

Asp

Phe
360

Leu

Thr

Glu

185

Gly

Thr

Cys

Ser

Ala

265

Ala

Arg

Leu

Ser

Pro

345

Arg

10

Thr

Pro

170

Ala

Phe

His

Arg

Cys

250

Phe

Ala

Val

Gly

Arg

330

Glu

His

Gln

155

Val

Val

Arg

Pro

Leu

235

Cys

Glu

Val

Asp

Trp

315

Lys

Gln

Leu

Leu

140

Met

Leu

Gly

Arg

Lys

220

Gln

Glu

Lys

Gly

Leu

300

Thr

Glu

Lys

Gly

Arg

Gln

Arg

Gln

Gly

205

Glu

Asp

Ser

Ser

Gly

285

Val

Gly

Lys

Thr

Leu
365

Thr

Lys

Ser

Ala

190

Lys

Gly

Gln

Pro

Phe

270

Ser

Val

Ser

Gly

Phe

350

Glu

Leu

Ala

Asp

175

Leu

Leu

Gln

Gly

Thr

255

Cys

Thr

Ala

Lys

Leu

335

Phe

Tyr

Gly

160

Val

Pro

Gln

Glu

Leu

240

Arg

Ile

Arg

Pro

Leu

320

Trp

Gln

Leu
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ES 2364 010 Al

Pro Pro Glu Gln Arg Asn Ala

<210> 8
<211> 357
<212> PRT

370

375

<213> Homo sapiens (M3: NH2- BRCT- 8 KDa-)

<400> 8
Met

1

Thr

Glu

Leu

Leu

65

Glu

Tyr

Thr

Arg

His

145

Leu

Thr

Asp

Pro

Gly

Gly

Lys

50

Pro

His

Gln

Ala

Glu

130

His

Gln

Val

Val

Ala

Leu

Ser

35

Ala

His

Gly

Thr

Asp

115

Gln

Gln

Gln

Thr

Asp
195

Tyr

Ser

20

Glu

Leu

Phe

Val

Met

100

Arg

Pro

Asp

Val

Leu

180

Phe

Ala

Glu

Gly

Pro

Gly

Cys

85

Lys

Trp

Gln

Leu

Val

165

Thr

Leu

Cys

Ala

Arg

Ser

Glu

70

Glu

Leu

Tyr

Lys

Ser

150

Glu

Gly

Ile

Gln

Leu

Leu

Pro

55

His

Glu

Phe

Arg

Leu

135

Thr

Glu

Gly

Thr

Arg

Glu

Leu

40

Val

Ser

Val

Thr

Glu

120

Thr

Pro

Ala

Phe

His
200

Pro

Ile

25

Thr

Thr

Ser

Glu

Gln

105

Gly

Gln

Val

Val

Arg

185

Pro

11

Thr

10

Leu

Phe

Thr

Arg

Arg

90

Ile

Leu

Met

Leu

Gly

170

Arg

Lys

Pro

Ala

Cys

Leu

Val

75

Val

Phe

Arg

Gln

Arg

155

Gln

Gly

Glu

Leu

Glu

Arg

Ser

60

Val

Arg

Gly

Thr

Lys

140

Ser

Ala

Lys

Gly

Thr

Ala

Ala

45

Gln

Gln

Arg

Val

Leu

125

Ala

Asp

Leu

Leu

Gln
205

His

Ala

30

Ala

Leu

Glu

Ser

Gly

110

Asp

Gly

Val

Pro

Gln

190

Glu

His

15

Gly

Ser

Gln

Leu

Glu

95

Val

Asp

Leu

Asp

Gly

175

Gly

Ala

Asn

Phe

Val

Gly

Leu

80

Arg

Lys

Leu

Gln

Ala

160

Ala

His

Gly
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Leu

Tyr

225

Gln

Leu

Pro

Gln

Arg

305

Ser

Ser

Glu

<210>9
<211> 374
<212> PRT

Leu

210

His

Gln

Pro

Ser

Phe

290

Glu

His

Glu

Gln

Pro

Gln

Ser

Gln

Trp

275

Pro

Leu

Gly

Glu

Arg
355

Arg

His

His

Pro

260

Lys

Phe

Arg

Leu

Asp

340

Asn

Val

Gln

Met

245

Pro

Ala

Ala

Arg

Phe

325

Ile

Ala

Met

His

230

Asp

Gly

Val

Leu

Phe

310

Asp

Phe

<213> Homo sapiens (M7: NH2- BRCT-)

<400> 9

Met His Arg Leu Glu Val

1

5

Ala Trp Met Pro Ala Tyr

20

His Asn Thr Gly Leu Ser

35

ES 2364 010 Al

Cys

215

Ser

Ala

Ala

Arg

Leu

295

Ser

Pro

Arg

Ala

Ala

Glu

Arg Leu Gln

Cys

Phe

Ala

Val

280

Gly

Arg

Glu

His

Gly

Cys

Ala
40

Cys

Glu

Val

265

Asp

Trp

Lys

Gln

Leu
345

Pro

Gln

25

Leu

12

Glu

Lys

250

Gly

Leu

Thr

Glu

Lys

330

Gly

Asp

Ser

235

Ser

Gly

Val

Gly

Lys

315

Thr

Leu

Gln

220

Pro

Phe

Ser

Val

Ser

300

Gly

Phe

Glu

Arg Lys Gly

10

Arg Pro Thr

Gly

Thr

Cys

Thr

Ala

285

Lys

Leu

Phe

Tyr

Pro

Pro

Leu Ile Leu

Arg Leu Ala
240

Ile Phe Arg
255

Arg Pro Cys
270

Pro Val Ser

Leu Phe Gln

Trp Leu Asn
320

Gln Ala Ala
335

Leu Pro Pro
350

Leu Ser Pro
15

Leu Thr His
30

Glu Ile Leu Ala Glu Ala Ala

45
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Gly

Ser

65

Gln

Leu

Glu

Val

Asp

145

Leu

Asp

Gly

Gly

Ala

225

Ile

Arg

Arg

Phe

50

Val

Gly

Leu

Arg

Lys

130

Leu

Gln

Ala

Ala

His

210

Gly

Leu

Lys

Leu

Glu Gly Ser

Leu

Leu

Glu

Tyr

115

Thr

Arg

His

Leu

Thr

195

Asp

Leu

Tyr

Val

Pro
275

Lys

Pro

His

100

Gln

Ala

Glu

His

Gln

180

Val

Val

Leu

His

Asp

260

Gln

Ala

His

85

Gly

Thr

Asp

Gln

Gln

165

Gln

Thr

Asp

Pro

Gln

245

Ala

Pro

ES 2364 010 Al

Glu Gly Arg Leu Leu Thr

Leu

70

Phe

Val

Met

Arg

Pro

150

Asp

Val

Leu

Phe

Arg

230

Glu

Leu

Pro

55

Pro

Gly

Cys

Lys

Trp

135

Gln

Leu

Val

Thr

Leu

215

Val

Ser

Asp

Gly

Ser

Glu

Pro

His

Val

Ser
90

Glu Glu Val

Leu

120

Tyr

Lys

Ser

Glu

Gly

200

Ile

Met

Thr

His

Ala
280

105

Phe

Arg

Leu

Thr

Glu

185

Gly

Thr

Cys

Phe

Phe

265

Ala

13

Thr

Glu

Thr

Pro

170

Ala

Phe

His

Arg

Glu

250

Glu

Val

Thr

75

Ser

Glu

Gln

Gly

Gln

155

Val

Val

Arg

Pro

Leu

235

Lys

Lys

Gly

Phe

60

Thr

Arg

Arg

Ile

Leu

140

Gln

Leu

Gly

Arg

Lys

220

Gln

Leu

Ser

Gly

Cys

Leu

Val

Val

Phe

125

Arg

Gln

Arg

Gln

Gly

205

Glu

Asp

Arg

Phe

Ser
285

Arg

Ser

Val

Arg

110

Gly

Thr

Lys

Ser

Ala

190

Lys

Gly

Gln

Leu

Cys

270

Thr

Ala

Gln

Gln

95

Arg

Val

Leu

Ala

Asp

175

Leu

Leu

Gln

Gly

Pro

255

Ile

Arg

Ala

Leu

80

Glu

Ser

Gly

Asp

Gly

160

Val

Pro

Gln

Glu

Leu

240

Ser

Phe

Pro
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Cys

Ser
305

Gln

Asn

Ala

Pro

<210> 10

<211> 356
<212> PRT

Pro

290

Gln

Arg

Ser

Ser

Glu
370

Ser

Phe

Glu

His

Glu

355

Gln

Trp

Pro

Leu

Gly

340

Glu

Arg

Lys

Phe

Arg

325

Leu

Asp

Asn

Ala

Ala

310

Arg

Phe

Ile

Ala

ES 2364 010 Al

Val Arg Val Asp Leu

295

Leu Leu

Phe Ser

Asp Pro

Phe Arg

360

<213> Homo sapiens (M7: NH2- BRCT- 8§ KDa-)

<400> 10

Met

1

Thr

Glu

Leu

Leu

65

Glu

Tyr

Thr

Pro

Gly

Gly

Lys

50

Pro

His

Gln

Ala

Ala

Leu

Ser

35

Ala

His

Gly

Thr

Asp
115

Tyr

Ser

20

Glu

Leu

Phe

Val

Met

100

Arg

Ala

Glu

Gly

Pro

Gly

Trp

Cys

Ala

Arg

Ser

Glu

70

Glu

Leu

Tyr

Gln

Leu

Leu

Pro

55

His

Glu

Phe

Arg

Arg

Glu

Leu

40

Val

Ser

Val

Thr

Glu
120

Gly

Arg

Glu

345

His

Pro

Ile

25

Thr

Thr

Ser

Glu

Gln

105

Gly

14

Trp

Lys

330

Gln

Leu

Thr

10

Leu

Phe

Thr

Arg

Arg

Ile

Leu

Thr

315

Glu

Lys

Gly

Pro

Ala

Cys

Leu

Val

75

Val

Phe

Arg

Val

300

Gly

Lys

Thr

Leu

Leu

Glu

Arg

Ser

60

Val

Arg

Gly

Thr

val

Ser

Gly

Phe

Glu
365

Thr

Ala

Ala

45

Gln

Gln

Arg

Val

Leu
125

Ala

Lys

Leu

Phe

350

Tyr

His

Ala
30

Ala

Leu

Glu

Ser

Gly

110

Asp

Pro

Leu

Trp

335

Gln

Leu

His

15

Gly

Ser

Gln

Leu

Glu

95

Val

Asp

val

Phe

320

Leu

Ala

Pro

Asn

Phe

Val

Gly

Leu

80

Arg

Lys

Leu
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Arg

His

145

Leu

Thr

Leu

Tyr

225

Val

Pro

Ser

Phe

Glu
305

His

Glu

Gln

<210> 11
<211> 494

Glu

130

His

Gln

val

Val

Leu

210

His

Asp

Gln

Trp

Pro

290

Leu

Gly

Glu

Arg

Gln

Gln

Gln

Thr

Asp

195

Pro

Gln

Ala

Pro

Lys

275

Phe

Arg

Leu

Asp

Asn
355

Pro

Asp

Val

Leu

180

Phe

Arg

Glu

Leu

Pro

260

Ala

Ala

Arg

Phe

Ile

340

Ala

Gln

Leu

Val

165

Thr

Leu

Val

Ser

Asp

245

Gly

Val

Leu

Phe

Asp

325

Phe

Lys

Ser

150

Glu

Gly

Ile

Met

Thr

230

His

Ala

Arg

Leu

Ser

310

Pro

Arg

ES 2364 010 Al

Leu

135

Thr

Glu

Gly

Thr

Cys

215

Phe

Phe

Ala

Val

Gly

295

Arg

Glu

His

Thr

Pro

Ala

Phe

His

200

Arg

Glu

Glu

Val

Asp

280

Trp

Lys

Gln

Leu

Gln

Val

Val

Arg

185

Pro

Leu

Lys

Lys

Gly

265

Leu

Thr

Glu

Lys

Gly
345

15

Gln

Leu

Gly

170

Arg

Lys

Gln

Leu

Ser

250

Gly

Val

Gly

Lys

Thr

330

Leu

Gln

Arg

155

Gln

Gly

Glu

Asp

Arg

235

Phe

Ser

Val

Ser

Gly

315

Phe

Glu

Lys

140

Ser

Ala

Lys

Gly

Gln

220

Leu

Cys

Thr

Ala

Lys

300

Leu

Phe

Tyr

Ala

Asp

Leu

Leu

Gln

205

Gly

Pro

Ile

Arg

Pro

285

Leu

Trp

Gln

Leu

Gly

Val

Pro

Gln

190

Glu

Leu

Ser

Phe

Pro

270

Val

Phe

Leu

Ala

Pro
350

Leu

Asp

Gly

175

Gly

Ala

Ile

Arg

Arg

255

Cys

Ser

Gln

Asn

Ala

335

Pro

Gln

Ala

160

Ala

His

Gly

Leu

Lys

240

Leu

Pro

Gln

Arg

Ser

320

Ser

Glu
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<212> PRT

<213> Homo sapiens (Mutante M2)

<400> 11

Met

1

Ala

Tyr

Gly

Glu

65

Ser

Pro

Gln

Arg

Arg

145

Glu

Leu

Val

Leu

Ala

Leu

Leu

50

Ala

Trp

Ala

Pro

Lys

130

Pro

Ile

Thr

Thr

Pro

Ser

Val

35

Ala

Thr

Gln

Leu

Val

115

Gly

Thr

Leu

Phe

Thr
195

Lys Arg Arg

Ser

20

Glu

Arg

His

Glu

Leu

100

Pro

Pro

Pro

Ala

Cys

180

Leu

Thr

Pro

Ser

Val

Arg

Asp

Val

Leu

Leu

Glu

165

Arg

Ser

Pro

Arg

Lys

Val

70

Arg

Ile

Glu

Ser

Thr

150

Ala

Ala

Gln

ES 2364 010 Al

Arg

Pro

Met

Gly

55

Met

Met

Ser

Cys

Pro

135

His

Ala

Ala

Leu

Ala

Ser

Gly

40

Phe

Glu

Ala

Trp

Arg

120

Ala

His

Gly

Ser

Gln
200

Arg

Thr

25

Arg

Arg

Glu

Ala

Leu

105

His

Trp

Asn

Phe

Val

185

Gly

16

Val

10

Arg

Ser

Val

Thr

Ala

90

Thr

Arg

Met

Thr

Glu

170

Leu

Leu

Gly

Phe

Arg

Leu

Ser

75

Pro

Glu

Leu

Pro

Gly

155

Gly

Lys

Pro

Ser

Pro

Arg

Asp

60

Ala

Pro

Ser

Glu

Ala

140

Leu

Ser

Ala

His

Pro

Gly

Ala

45

Ala

Glu

Gly

Leu

Val

125

Tyr

Ser

Glu

Leu

Phe
205

Ser

Val

30

Phe

Cys

Glu

Cys

Gly

110

Ala

Ala

Glu

Gly

Pro

190

Gly

Gly

15

Ala

Leu

Ser

Ala

Thr

95

Ala

Gly

Cys

Ala

Arg

175

Ser

Glu

Asp

Ile

Thr

Ser

Val

80

Pro

Gly

Pro

Gln

Leu

160

Leu

Pro

His
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Ser

Val

225

Thr

Glu

Thr

Pro

Ala

305

Phe

His

Arg

Cys

Phe

385

Ala

Val

Gly

Ser

210

Glu

Gln

Gly

Gln

Val

290

Val

Arg

Pro

Leu

Cys

370

Glu

Val

Asp

Trp

Arg

Arg

Ile

Leu

Met

275

Leu

Gly

Arg

Lys

Gln

355

Glu

Arg

Gly

Leu

Thr
435

Val

Val

Phe

Arg

260

Gln

Arg

Gln

Gly

Glu

340

Asp

Ser

Ser

Gly

Val

420

Gly

Val

Arg

Gly

245

Thr

Lys

Ser

Ala

Lys

325

Gly

Gln

Pro

Phe

Ser

405

Val

Ser

Gln

Arg

230

Val

Leu

Ala

Asp

Leu

310

Leu

Gln

Gly

Thr

Cys

390

Thr

Ala

Lys

ES 2364 010 Al

Glu

215

Ser

Gly

Asp

Gly

Val

295

Pro

Gln

Glu

Leu

Arg

375

Ile

Arg

Pro

Leu

Leu

Glu

Val

Asp

Leu

280

Asp

Gly

Gly

Ala

Ile

360

Leu

Phe

Pro

Val

Phe
440

Leu

Arg

Lys

Leu

265

Gln

Ala

Ala

His

Gly

345

Leu

Ala

Arg

Cys

Ser

425

Gln

17

Glu

Tyr

Thr

250

Arg

His

Leu

Thr

Asp

330

Leu

Tyr

Gln

Leu

Pro

410

Gln

Arg

His

Gln

235

Ala

Glu

His

Gln

Val

315

Val

Leu

His

Gln

Pro

395

Ser

Phe

Glu

Gly

220

Thr

Asp

Gln

Gln

Gln

300

Thr

Asp

Pro

Gln

Ser

380

Gln

Trp

Pro

Leu

Val

Met

Arg

Pro

Asp

285

Val

Leu

Phe

Arg

His

365

His

Pro

Lys

Phe

Arg
445

Cys

Lys

Trp

Gln

270

Leu

Val

Thr

Leu

Val

350

Gln

Met

Pro

Ala

Ala

430

Arg

Glu

Leu

Tyr

255

Lys

Ser

Glu

Gly

Ile

335

Met

His

Asp

Gly

Val

415

Leu

Phe

Glu

Phe

240

Arg

Leu

Thr

Glu

Gly

320

Thr

Cys

Ser

Ala

Ala

400

Arg

Leu

Ser
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Arg Lys

450

Glu Gln

465

His Leu

<210> 12
<211> 375
<212> PRT

Glu Lys Gly Leu

Lys Thr Phe

Gly Leu Glu

485

Phe
470

Tyr

<213> Homo sapiens (M2: NH2- BRCT-)

<400> 12

Met

1

Ala

His

Gly

Ser

65

Gln

Leu

Glu

Val

Asp
145

His

Trp

Asn

Phe

50

Val

Gly

Leu

Arg

Lys

130

Leu

Arg

Met

Thr

35

Glu

Leu

Leu

Glu

Tyr

115

Thr

Arg

Leu

Pro

20

Gly

Gly

Lys

Pro

His

100

Gln

Ala

Glu

Glu

Ala

Leu

Ser

Ala

His

85

Gly

Thr

Asp

Gln

Val

Tyr

Ser

Glu

Leu

70

Phe

Val

Met

Arg

Pro
150

ES 2364 010 Al

Trp Leu Asn Ser His

455

Gln Ala Ala Ser Glu

475

Leu Pro Pro Glu Gln

Ala

Ala

Glu

Gly

55

Pro

Gly

Cys

Lys

Trp

135

Gln

Gly

Cys

Ala

40

Arg

Ser

Glu

Glu

Leu

120

Tyr

Lys

Pro

Gln

25

Leu

Leu

Pro

His

Glu

105

Phe

Arg

Leu

18

490

Arg

10

Arg

Glu

Leu

Val

Ser

90

Val

Thr

Glu

Thr

Lys

Pro

Ile

Thr

Thr

75

Ser

Glu

Gln

Gln
155

Gly Leu Phe Asp Pro

460

Glu

Arg

Gly

Thr

Leu

Phe

60

Thr

Arg

Arg

Ile

Leu

140

Met

Asp Ile Phe Arg

Asn Ala

Pro

Pro

Ala

45

Cys

Leu

Val

Val

Phe

125

Arg

Gln

Leu

Leu

30

Glu

Arg

Ser

Val

Arg

110

Gly

Thr

Lys

Ser

15

Thr

Ala

Ala

Gln

Gln

95

Arg

Val

Leu

Ala

480

Pro

His

Ala

Ala

Leu

80

Glu

Ser

Gly

Asp

Gly
160
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Leu

Asp

Gly

Gly

Ala

225

Ile

Leu

Phe

Pro

Val

305

Phe

Leu

Ala

Pro

<210> 13

<211> 357
<212> PRT

Gln

Ala

Ala

His

210

Gly

Leu

Ala

Arg

Cys

290

Ser

Gln

Asn

Ala

Pro
370

His

Leu

Thr

195

Asp

Leu

Tyr

Gln

Leu

275

Pro

Gln

Arg

Ser

Ser

355

Glu

His

Gln

180

Val

Val

Leu

His

Gln

260

Pro

Ser

Phe

Glu

His

340

Glu

Gln

Gln

165

Gln

Thr

Asp

Pro

Gln

245

Ser

Gln

Trp

Pro

Leu

325

Gly

Glu

Arg

Asp

Val

Leu

Phe

Arg

230

His

His

Pro

Lys

Phe

310

Arg

Leu

Asp

Asn

ES 2364 010 Al

Leu Ser Thr Pro

Val

Thr

Leu

215

Val

Gln

Met

Pro

Ala

295

Ala

Arg

Phe

Ile

Ala
375

Glu

Gly

200

Ile

Met

His

Asp

Gly

280

Val

Leu

Phe

Asp

Phe
360

<213> Homo sapiens (M2: NH2- BRCT- 8 KDa-)

Glu

185

Gly

Thr

Cys

Ser

Ala

265

Ala

Arg

Leu

Ser

Pro

345

Arg

19

170

Ala

Phe

His

Arg

Cys

250

Phe

Ala

Val

Gly

Arg

330

Glu

His

Val

Val

Arg

Pro

Leu

235

Cys

Glu

Val

Asp

Trp

315

Lys

Gln

Leu

Leu

Gly

Arg

Lys

220

Gln

Glu

Arg

Gly

Leu

300

Thr

Glu

Lys

Gly

Gln

Gly

205

Glu

Asp

Ser

Ser

Gly

285

Val

Gly

Lys

Thr

Leu
365

Ser

Ala
190

Lys

Gly

Gln

Pro

Phe

270

Ser

Val

Ser

Gly

Phe

350

Glu

Asp

175

Leu

Leu

Gln

Gly

Thr

255

Cys

Thr

Ala

Lys

Leu

335

Phe

Tyr

Val

Pro

Gln

Glu

Leu

240

Arg

Ile

Arg

Pro

Leu

320

Trp

Gln

Leu
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<400> 13

Met

1

Thr

Glu

Leu

Leu

65

Glu

Tyr

Thr

Arg

His

145

Leu

Thr

Asp

Leu

Pro

Gly

Gly

Lys

50

Pro

His

Gln

Ala

Glu

130

His

Gln

Val

Val

Leu
210

Ala

Leu

Ser

35

Ala

His

Gly

Thr

Asp

115

Gln

Gln

Gln

Thr

Asp

195

Pro

Tyr

Ser

20

Glu

Leu

Phe

Val

Met

100

Arg

Pro

Asp

Val

Leu

180

Phe

Arg

Ala

Glu

Gly

Pro

Gly

Cys

85

Lys

Trp

Gln

Leu

Val

165

Thr

Leu

Val

Cys

Ala

Arg

Ser

Glu

70

Glu

Leu

Tyr

Lys

Ser

150

Glu

Gly

Ile

Met

ES 2364 010 Al

Gln

Leu

Leu

Pro

55

His

Glu

Phe

Arg

Leu

135

Thr

Glu

Gly

Thr

Cys
215

Arg

Glu

Leu

40

Val

Ser

Val

Thr

Glu

120

Thr

Pro

Ala

Phe

His

200

Arg

Pro

Ile

25

Thr

Thr

Ser

Glu

Gln

105

Gly

Gln

Val

Val

Arg

185

Pro

Leu

20

Thr

10

Leu

Phe

Thr

Arg

Arg

90

Ile

Leu

Met

Leu

Gly

170

Arg

Lys

Gln

Pro

Ala

Cys

Leu

Val

75

Val

Phe

Arg

Gln

Arg

155

Gln

Gly

Glu

Asp

Leu

Glu

Arg

Ser

60

Val

Arg

Gly

Thr

Lys

140

Ser

Ala

Lys

Gly

Gln
220

Thr

Ala

Ala

45

Gln

Gln

Arg

Val

Leu

125

Ala

Asp

Leu

Leu

Gln

205

Gly

His

Ala

30

Ala

Leu

Glu

Ser

Gly

110

Asp

Gly

Val

Pro

Gln

190

Glu

Leu

His

15

Gly

Ser

Gln

Leu

Glu

95

Val

Asp

Leu

Asp

Gly

175

Gly

Ala

Ile

Asn

Phe

Val

Gly

Leu

80

Arg

Lys

Leu

Gln

Ala

160

Ala

His

Gly

Leu
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Tyr His Gln

225

Gln Gln Ser

Leu Pro Gln

Pro Ser Trp

275

Gln Phe

290

Pro

Arg Glu Leu

305

Ser His Gly

Ser Glu Glu

Glu Gln Arg

355

His Gln

His

ES 2364 010 Al

Ser Cys

230

Met
245

His

Pro Pro

260

Lys

Phe Ala

Arg Arg

Asp Ala

Ala Val

Leu

Phe

Phe

Gly Ala Ala

Arg Val
280

Leu Gly
295

Ser Arg

310

Leu
325

Asp Ile

340

Asn Ala

Phe Asp

Phe Arg

<210> 14

<211> 1485

<212> DNA

<213> Homo sapiens (Mutante M3)

<400> 14

atgctcccca
acgccgcecct
cgcagccgcce
gcctgecaget
agctggcagg
gacataagct
caccgcctgg
tatgcctgcece

gagatactgg

aacggcggceg
cgacgcgcett
gggccttect
ccgaagcgac
agcgcaggat
ggttaacaga
aggtggctgg
agcgccctac

ccgaggcagce

Pro Glu

His

agcgcgggte
ccecgggagtce
cacaggcctg
acatgttgtg
ggcagctgct
gagcctggga
gccaaggaag
gcccctcaca

aggctttgaa

Glu Ser

235

Cys

Glu Arg Ser

250

Val
265

Gly Gly

Asp Leu Val

Trp Thr Gly

Lys Glu Lys

315

Gln Lys Thr

330

Leu
345

Gly Leu

gggtccccta
gccatctacc
gcgcgctceca
atggaagaga
ccceegggtt
gctgggcage
gggcctctga

caccacaaca

ggcagtgagg

21

Pro Thr Arg

Phe Cys Ile

Ser Thr Arg

270

Val Ala
285

Pro

Ser Lys Leu

300

Gly Leu Trp

Phe Phe Gln

Glu Leu

350

Tyr

gcggcgatge
tggtcgagcc
aaggcttccg
cctcagcaga
gcaccceccce
ctgtacctgt
gcccageatg
ctggcctctc

gccgectect

Leu

Phe
255

Pro

Val

Phe

Leu

Ala

335

Pro

Ala

240

Arg

Cys

Ser

Gln

Asn

320

Ala

Pro

cgcttectce
tcgcatgggt
cgtccttgac
ggaggccgtce
agctctgcectg
ggagtgccgg
gatgcctgcecce
cgaggctctg

caccttctgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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agagcagcct
gggcttccce
gtgtgtgagg
acccagatct
accttagatg
cagcaccacc
gtggtggagg
ttccgcaggg
ggtcaggagg
ctgtaccacc
cacatggacg
gctgtggggg
gttgcacccg
cagcgggage
ctgtttgacc
cacctgggcc

<210> 15
<211> 1488
<212> DNA

cggtgctcaa
actttggaga
aggtggagag
tcggggtegg
acctccgaga
aggacctgag
aagctgtggg
ggaagttgca
cggggctgcet
agcaccagca
cttttgagaa
gatccacgag
tcagccagtt
tgcgeegett
cggagcagaa

ttgagtacct

<213> Homo sapiens (Mutante M7)

<400> 15
atgctcccca

acgccgccct
cgcagccgcece
gcctgcaget
agctggcagg
gacataagct
caccgcctgg
tatgcctgcece
gagatactgg
agagcagcct

gggcttccce

aacggcggceg
cgacgcgcett
gggccttect
ccgaagcgac
agcgcaggat
ggttaacaga
aggtggctgg
agcgccctac
ccgaggcagce
cggtgctcaa

actttggaga

ES 2364 010 Al

ggcccttece
acactcctcect
agttcggcgce
tgtgaagact
gcagcccecag
caccccagte
gcaggccectg
gggccatgac
gcctagagtg
cagctgctgt
aagtttctgce
gccctgecca
ccectttegee
cagccggaag
gacatttttc

tcctcececagag

agcgcgggte
ccegggagte
cacaggcctg
acatgttgtg
ggcagctgcet
gagcctggga
gccaaggaag
gccectcaca
aggctttgaa
ggcecttece

acactcctct

agccctgtca
agggttgtcc
tcagagaggt
gctgaccggt
aaactaaccc
ctgcggtcceg
cctggggeca
gtggacttcc
atgtgccgcece
gagtccccta
attttccgcece
tcctggaagg
ctgctcggtt
gagaagggcc
caagcggctt

cagagaaacg

gggtcccecta
gccatctacc
gcgcgcetcecea
atggaagaga
ccceegggtt
gctgggcagce
gggcctctga
caccacaaca
ggcagtgagg
agccctgtcea

agggttgtcc

22

caaccctgag
aggagctgct
accagaccat
ggtaccggga
aaatgcagaa
atgtagatgc
ccgtcacgcet
tcatcaccca
tgcaggacca
ccecgectgge
taccacaacc
ccgtgagagt
ggactggctc
tgtggctgaa
cagaggaaga

cctga

gcggcgatge
tggtcgagcce
aaggcttccg
cctcagcaga
gcacccecce
ctgtacctgt
gcccagecatg
ctggcctctce
gccgectect
caaccctgag

aggagctgcet

ccagctgcag
ggagcatgga
gaagctcttce
aggactgcga
agcggggcetce
cctgcagcag
gaccggcgge
ccccaaggag
gggcctcatc
ccaacagagc
tccaggggct
ggacttggta
caagcttttce
cagccatggg

catcttcaga

cgcttcecetec
tcgcatgggt
cgtccttgac
ggaggccgtce
agctctgctyg
ggagtgccgg
gatgcctgece
cgaggctctg
caccttctgce
ccagctgcag

ggagcatgga

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1485

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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gtgtgtgagg
acccagatct
accttagatg
cagcaccacc
gtggtggagg
ttccgcaggg
ggtcaggagg
ctgtaccacc
gatgctttgg
gctgctgtgg
gtagttgcac
ttcecageggg

gggctgtttg

agacacctgg

<210> 16

<211> 1485
<212> DNA
<213> Homo sapiens (Mutante M2)

<400> 16

atgctcccca
acgccgcecect
cgcagccgcece
gcctgecaget
agctggcagg
gacataagct
caccgcctgg
tatgcctgece
gagatactgg
agagcagcct
gggcttecccce
gtgtgtgagg

acccagatct

aggtggagag
tcggggtegg
acctccgaga
aggacctgag
aagctgtggg
ggaagttgca
cggggctgcet
agcaccagga
atcattttga
ggggatccac
ccgtcagcecca
agctgcgceccg
acccggagcea

gccttgagta

aacggcggceg
cgacgcgctt
gggccttcct
ccgaagcgac
agcgcaggat
ggttaacaga
aggtggctgg
agcgccectac
ccgaggcagce
cggtgctcaa
actttggaga
aggtggagag

tcggggtegg

ES 2364 010 Al

agttcggcgce
tgtgaagact
gcagccccag
caccccagtc
gcaggccectg
gggccatgac
gcctagagtg
gtcaacattt
gaaaagtttc
gaggccctgce
gttccctttce
cttcagccgg
gaagacattt

ccttectcea

agcgcgggtce
cccgggagte
cacaggcctg
acatgttgtg
ggcagctgcet
gagcctggga
gccaaggaag
gcccctcaca
aggctttgaa
ggcccttcecce
acactcctct
agttcggcge

tgtgaagact

tcagagaggt
gctgaccggt
aaactaaccc
ctgcggtccg
cctggggcca
gtggacttcc
atgtgccgcece
gaaaagctca
tgcattttece
ccatcctgga
gcccetgeteg
aaggagaagg
ttccaagcgg

gagcagagaa

gggtccccta
gccatctace
gcgcgcetceca
atggaagaga
cccececgggtt
gctgggcagc
gggcctctga
caccacaaca
ggcagtgagg
agccctgtca
agggttgtcce
tcagagaggt

gctgaccggt

23

accagaccat
ggtaccggga
aacagcagaa
atgtagatgc
ccgtcacgct
tcatcaccca
tgcaggacca
ggttgcctag
gcctaccaca
aggccgtgag
gttggactgg
gcctgtgget
cttcagagga

acgcctga

gcggcgatgce
tggtcgagcce
aaggcttccg
cctcagcaga
gcaccccccce
ctgtacctgt
gcccagcatg
ctggcecctcte
geccgectect
caaccctgag
aggagctgct
accagaccat

ggtaccggga

gaagctcttc
aggactgcga
agcggggcete
cctgcagcag
gaccggegge
ccccaaggag
gggcctcatce
caggaaggtt
acctccaggg
agtggacttg
ctccaagctt
gaacagccat

agacatcttc

cgcttcctee
tcgcatgggt
cgtccttgac
ggaggccgtce
agctctgcectg
ggagtgccgg
gatgcctgcece
cgaggctctg
caccttctge
ccagctgcag
ggagcatgga
gaagctcttc

aggactgcga

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1488

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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accttagatg
cagcaccacc
gtggtggagg
ttcecgcaggg
ggtcaggagg
ctgtaccacc
cacatggacg
gctgtggggg
gttgcacccg
cagcgggagce
ctgtttgacc

cacctgggcc

<210> 17

<211> 494

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met
1

Leu Pro

Ala Ala Ser

Val
35

Tyr Leu

Leu Ala
50

Gly

Glu Ala
65

Thr

Ser Trp Gln

Pro Ala Leu

acctccgaga
aggacctgag
aagctgtggg
ggaagttgca
cggggctgct
agcaccagca
cttttgagag
gatccacgag
tcagccagtt
tgcgccgcett
cggagcagaa

ttgagtacct

Lys

Ser Thr

20

Glu Pro

Ser

Arg

His Val

Glu Arg Arg

Leu Asp
100

Arg Arg Arg Ala

Pro

Arg

Lys

Val

70

Ile

ES 2364 010 Al

gcagccccag
caccccagtc
gcaggccctg
gggccatgac
gcctagagtg
cagctgctgt
aagtttctgce
gccctgcccea
ccctttegee
cagccggaag
gacatttttc

tcectecagag

Pro Ser

Met
40

Gly Phe

55

Met

Glu

Met

Ser Trp

Arg Val

Thr

25

Gly Arg

Arg Val

Glu

Ala Ala

Leu
105

aaactaaccc
ctgcggtceceg
cctggggcca
gtggacttcc
atgtgccgce
gagtccccta
attttccgcece
tcctggaagg
ctgctcggtt
gagaagggce
caagcggctt

cagagaaacg

Gly
10

Arg Phe

Ser Arg

Leu

Thr Ser

75

Ala
90

Pro

Thr Glu

24

aaatgcagaa
atgtagatgc
ccgtcacgcet
tcatcaccca
tgcaggacca
ccecgectgge
taccacaacc
ccgtgagagt
ggactggctc
tgtggctgaa
cagaggaaga

cctga

Ser Pro Ser

Pro Gly Val

30

Arg Ala Phe

45

Asp Ala
60

Cys

Ala Glu Glu

Pro Gly Cys

Ser Leu Gly

110

agcggggete
cctgcagcag
gaccggcgge
ccccaaggag
gggcctcatce
ccaacagagce
tccaggggcet
ggacttggta
caagctttte
cagccatggg

catcttcaga

Gly Asp
15

Ala TIle

Leu Thr

Ser Ser

Ala Val

80

Thr
95

Pro

Ala Gly

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1485
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Gln

Arg

Arg

145

Glu

Leu

Val

Ser

Val

225

Thr

Glu

Thr

Pro

Ala

305

Phe

His

Pro

Lys

130

Pro

Ile

Thr

Thr

Ser

210

Glu

Gln

Gly

Gln

Val

290

Val

Arg

Pro

vVal

115

Gly

Thr

Leu

Phe

Thr

195

Arg

Arg

Ile

Leu

Gln

275

Leu

Gly

Arg

Lys

Pro

Pro

Pro

Ala

Cys

180

Leu

Val

Val

Phe

Arg

260

Gln

Arg

Gln

Gly

Glu
340

Val

Leu

Leu

Glu

165

Arg

Ser

Val

Arg

Gly

245

Thr

Lys

Ser

Ala

Lys

325

Gly

Glu

Ser

Thr

150

Ala

Ala

Gln

Gln

Arg

230

Val

Leu

Ala

Asp

Leu

310

Leu

Gln

ES 2364 010 Al

Cys

Pro

135

His

Ala

Ala

Leu

Glu

215

Ser

Gly

Asp

Gly

Val

295

Pro

Gln

Glu

Arg

120

Ala

His

Gly

Ser

Gln

200

Leu

Glu

Val

Asp

Leu

280

Asp

Gly

Gly

Ala

His

Trp

Asn

Phe

Val

185

Gly

Leu

Arg

Lys

Leu

265

Gln

Ala

Ala

His

Gly
345

25

Arg

Met

Thr

Glu

170

Leu

Leu

Glu

Tyr

Thr

250

Arg

His

Leu

Thr

Asp

330

Leu

Leu

Pro

Gly

155

Gly

Lys

Pro

His

Gln

235

Ala

Glu

His

Gln

Val

315

Val

Leu

Glu

Ala

140

Leu

Ser

Ala

His

Gly

220

Thr

Asp

Gln

Gln

Gln

300

Thr

Asp

Pro

Val

125

Tyr

Ser

Glu

Leu

Phe

205

Val

Met

Arg

Pro

Asp

285

Val

Leu

Phe

Arg

Ala

Ala

Glu

Pro

190

Gly

Cys

Lys

Trp

Gln

270

Leu

Val

Thr

Leu

Val
350

Gly

Cys

Ala

Arg

175

Ser

Glu

Glu

Leu

Tyr

255

Lys

Ser

Glu

Gly

Ile

335

Met

Pro

Gln

Leu

160

Leu

Pro

His

Glu

Phe

240

Arg

Leu

Thr

Glu

Gly

320

Thr

Cys



ES 2364 010 Al

Arg Leu Gln Asp Gln Gly Leu Ile Leu Tyr His Gln His Gln His Ser
355 360 365

Cys Cys Glu Ser Pro Thr Arg Leu Ala Gln Gln Ser His Met Asp Ala
370 375 380

Phe Glu Arg Ser Phe Cys Ile Phe Arg Leu Pro Gln Pro Pro Gly Ala
385 390 395 400

Ala Val Gly Gly Ser Thr Arg Pro Cys Pro Ser Trp Lys Ala Val Arg
405 410 415

Val Asp Leu Val Val Ala Pro Val Ser Gln Phe Pro Phe Ala Leu Leu
420 425 430

Gly Trp Thr Gly Ser Lys Leu Phe Gln Arg Glu Leu Arg Arg Phe Ser
435 440 445

Arg Lys Glu Lys Gly Leu Trp Leu Asn Ser His Gly Leu Phe Asp Pro
450 455 460

Glu Gln Lys Thr Phe Phe Gln Ala Ala Ser Glu Glu Asp Ile Phe Arg
465 470 475 480

His Leu Gly Leu Glu Tyr Leu Pro Pro Glu Gln Arg Asn Ala
485 490
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200901943

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacién Fecha Publicacion
D01 Andrade, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U S A,, (2009 Sep), 106(38): 16203-8. | 04-09-2009

D02 Juarez, R. et al., Nucleic Acids Res., (2006), 34(16): 4572-82. 2006

D03 Romain, F. et al., Nucleic Acids Res., (2009 Aug), 37(14): 4642-56. 05-06-2009

D04 Moon, A.F. et al., Nat. Struct. Mol. Biol., (2007), 14(1): 45-53. 2007

D05 Dominguez, O. et al., EMBO J., (2000), 19(7):1731-42. 2000

D06 Moon, A.F. et al., DNA Repair, (2007), 6(12): 1709-25. 2007

D07 WO 01/64909 Al 07-09-2001

En D1 se describe la actividad actividad desoxinucleotidil-transferasa terminal de diferentes mutantes puntuales de la
DNA polimerasa mu (Polp).

En D2-D3 se analizan estructural y funcionalmente el subdominio Loop 1 de Polp y el de la Desoxinucleotidil-transferasa
Terminal (TdT).

En D4-D7 se caracterizan diferentes miembros de la familia Polimerasa X (TdT, Polf, PolA, Poly).

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

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

1.1. La presente invencion satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1-16, es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
2.1. Reivindicaciones independientes 1-16.

2.1.1. Se considera que los documentos D1 y D2 constituyen el estado de la técnica mas préximo. En D1 se describe al
mutante Polp(R387K) caracterizado por tener aumentada la actividad transferasa terminal con respecto a la del
alelo silvestre Pol p (cf. D1: Resultados; Tabla 1). En D2 se analiza la actividad enzimatica de la construccion
quimérica Polu(Ch-loopl), obtenida mediante la sustitucion de la secuencia del subdominio loop 1 de Poly humana
por la del correspondiente subdominio loop 1 de TdT humana (c.f. D2: Materiales y Métodos; Resultados, Figura 5).

2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicaciéon independiente 1 puede ser considerado, por
consiguiente, como la provision de nuevos mutantes Polu con una actividad transferasa terminal superior a la del
mutante Polp(R387K).

2.1.3. La solucién propuesta es la enzima mutante Polu(M7) caracterizada por la secuencia SEQ ID NO 6. Dicho mutante
comprende la mutacion R387K y la sustitucion de la secuencia del subdominio loop 1 de Polpu por la correspondiente
secuencia loop 1 de TdT (c.f. pagina 11, lineas 32-33). Para valorar adecuadamente la actividad inventiva de esta
solucion es necesario considerar si, a la fecha de presentacion de la solicitud de patente, partiendo del estado de la
técnica mas proximo, el experto en la materia intentaria aplicar dicha solucién con una expectativa razonable de
éxito. Ademas, es preciso considerar si se plantearon dificultades técnicas no previsibles durante la puesta en
practica de dicho procedimiento.

Sobre la base del estado de la técnica méas proximo, representado por D1 y D2, junto con los conocimientos de
uso y aplicacién habitual en este campo de la biotecnologia, recogidos en D3-D7 se concluye que la solucion
propuesta por la solicitud de patente al problema técnico planteado seria evidente para el experto en la materia. Por
esta razon, el objeto de la reivindicacién 1, en cuanto al mutante Polu(M7) (SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9y SEQ ID
NO: 10), se considera que no es inventivo. Asi mismo, se considera que el objeto de las reivindicaciones
dependientes 2-16 tampoco es inventivo.

2.2. La presente invencion no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1-16, no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de
Patentes.
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