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DESCRIPCION
ADN polimerasas mutantes y métodos relacionados
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de las ADN polimerasas y su utilizacion en diversas aplicaciones,
incluyendo la extension y amplificacion de cebadores de acidos nucleicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las ADN polimerasas son responsables de la replicacion y mantenimiento del genoma, un papel que es crucial para
transmitir de manera fidedigna la informaciéon genética de generacion en generacion. Las ADN polimerasas
funcionan en las células como enzimas responsables de la sintesis del ADN. Polimerizan desoxirribonucledsidos
trifosfato en presencia de un activador metalico, tal como Mg”, en un orden dictado por el molde de ADN o el
polinucleétido molde que se copia. In vivo, las ADN polimerasas participan en un abanico de procesos sintéticos del
ADN, incluyendo la replicaciéon del ADN, la reparacion, recombinacion y amplificacion génica del ADN. Durante cada
proceso sintético del ADN, se copia el molde de ADN una vez, o como maximo unas cuantas veces, para producir
réplicas idénticas. En contraste, in vitro, la replicacion del ADN puede repetirse muchas veces, tal como, por
ejemplo, durante la reaccién en cadena de la polimerasa (ver, por ejemplo, la patente US n° 4.683.202, de Mullis).

En los estudios iniciales con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se afiadi6 la ADN polimerasa al inicio de
cada ronda de replicacion del ADN (ver la patente US n° 4.683.202, supra). Posteriormente, se determin6 que las
ADN polimerasas termoestables podian obtenerse de bacterias que viven a temperaturas elevadas, y que estos
enzimas necesitan afadirse solo una vez (ver la patente US n°® 4.889.818, de Gelfand, y la patente US n°® 4.965.188,
de Mullis). A las temperaturas elevadas que se utilizan durante la PCR, estos enzimas no resultan inactivados
irreversiblemente. En consecuencia, pueden llevarse a cabo ciclos repetitivos de reacciones en cadena de la
polimerasa sin afiadir enzimas nuevos al inicio de cada procedimiento de adicién sintética. Las ADN polimerasas,
particularmente las polimerasas termoestables, son la clave de un gran numero de técnicas en los estudios de ADN
recombinante y en el diagndstico médico de las enfermedades. Para las aplicaciones diagnosticas en particular, una
secuencia de acidos nucleicos diana puede ser sélo una parte pequefia del ADN o ARN en cuestién, de manera que
puede resultar dificil detectar la presencia de una secuencia diana de acidos nucleicos sin la amplificacion.

El patréon global de plegamiento de las polimerasas es similar al de la mano derecha humana y contiene tres
subdominios claros: palma, dedos y pulgar (ver Beese et al., Science 260:352-355, 1993; Patel et al., Biochemistry
34: 5351-5363, 1995). Aunque la estructura de los subdominios de los dedos y del pulgar varian mucho entre
polimerasas que difieren de tamafio y funciones celulares, todos los subdominios cataliticos de palma son
superponibles. Por ejemplo, el motivo A, que interactia con el flujo de entrada de dNTP y estabiliza el estado de
transicion durante la catélisis quimica, es superponible, con una desviacién promedio de aproximadamente un A
entre las familias de pol a de mamifero y pol | procaridtica de ADN polimerasas (Wang et al., Cell 89:1087-1099,
1997). El motivo A se inicia estructuralmente en una cadena [ antiparalela que contiene residuos
predominantemente hidrofébicos y continia en una hélice a. La secuencia de aminoacidos primaria de los sitios
activos de la ADN polimerasa se encuentra excepcionalmente conservada. En el caso del motivo A, por ejemplo, la
secuencia DYSQIELR (SEC ID n° 30) se encuentra conservada en las polimerasas de organismos separados por
muchos millones de afios de evolucién, incluyendo, por ejemplo, Thermus aquaticus, Chlamydia trachomatis y
Escherichia coli. Conjuntamente, estas observaciones indican que las polimerasas funcionan mediante mecanismos
cataliticos similares.

Ademas de encontrarse bien conservada, también se ha demostrado que el sitio activo de las ADN polimerasas es
relativamente mutable, siendo capaz de incluir determinadas sustituciones de aminoacidos sin que se reduzca la
actividad de ADN polimerasa significativamente (ver, por ejemplo, la patente US n°® 6.602.695, de Patel et al.). Las
ADN polimerasas termoestables que presentan una tasa de extension elevada (transcripcion inversa) derivada de
una cepa de arqueobacteria hipertermofilica o que comprenden secuencias de motivo criticas definidas son
conocidas (por ejemplo a partir de las patentes EP n° 0 745 675 y n° 1 152 062). Ademas, se han descrito diversas
ADN polimerasas mutantes definidas que comprenden una renovacion catalitica mejorada o una actividad
enzimatica mejorada en, por ejemplo, los documentos n°® W02005/045015 y n® WOO01/051621, respectivamente.
Dichas ADN polimerasas mutantes pueden proporcionar diversas ventajas selectivas en, por ejemplo, aplicaciones
diagnosticas y de investigacion que comprenden reacciones de sintesis de acidos nucleicos. La presente invencion,
tal como se describe en la presente memoria, cumple dichas y otras necesidades.

BREVE DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona ADN polimerasas que presentan una actividad enzimatica mejorada respecto a la
polimerasa no modificada correspondiente y que resulta util en una diversidad de aplicaciones de sintesis de acidos
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nucleicos. En algunas realizaciones, se aislan o se purifican las polimerasas. La ADN polimerasa de la invencion
comprende la secuencia de aminoacidos A-G-Xi-Xa-F-X3-X4-X5-S-Xe-X7-Q-Xg- Xo- X10-X11-L-X12-X13-X14X15, en la
que:

X1 es E,
Xoes P,
Xszes N,
X4 es |,
Xses N,
Xe €es P,
X7 es K,
XgesV,
Xg es S,
X1o es R,
X11 es |,
X12 es F,
X13 es G,
X14 es K, y
X5 es L;

en la que la polimerasa presenta una tasa de extensién de acidos nucleicos mejorada respecto a una ADN
polimerasa de otro modo idéntica en la que Xi3 es E. La polimerasa mutante presenta G en la posicion Xi3 (SEC ID
n® 33).

Las ADN polimerasas de la invencion se refieren a ADN polimerasas que son versiones modificadas de una
polimerasa no modificada. En la forma no modificada, la polimerasa generalmente es funcional, presentando
actividad de incorporacion de nucleétidos, e incluye una secuencia de aminoacidos que presenta el motivo siguiente
en el dominio polimerasa:

A-G-X1-Xz-F-X3-X4-X5-S-Xe-X7-Q-X8-Xg-X1o-X11-L-X12-X13-X14-X15 (SEC ID n° 29); enla que Xz, X5, Xe, Xg y X1o son
cualquier aminoacido; X1es H,Eo Q; XsesNoH; XsesLol; X;esD,KoT; XgesLoV; Xy1esV,lolL; Xi2esF
oY; Xiz3esDoE; XisesKoE; XisesLoQ.

La polimerasa mutante (es decir, modificada a partir de SEC ID n° 29) se caracteriza adicionalmente porque incluye
una sustitucion de aminoacido respecto a la forma no modificada, por lo menos en la posicion X13, y porque presenta
una tasa de extension de acidos nucleicos mejorada respecto a la forma no modificada. La polimerasa mutante
presenta un aminodacido diferente de D o E en la posicién Xi3, en particular la polimerasa mutante presenta G en la
posicion Xis.

Diversas ADN polimerasas se prestan a mutacion segun la presente invencion. Resultan particularmente adecuadas
las polimerasas termoestables, incluyendo las polimerasas termoestables de tipo salvaje o naturales de diversas
especies de bacterias termofilicas, asi como polimerasas termoestables derivadas de dichos enzimas de tipo salvaje
o naturales mediante sustitucion, insercion o delecion de aminoacidos u otra modificacion. Entre las formas no
modificadas ejemplares de polimerasa se incluyen, por ejemplo, la ADN polimerasa CS5 6 CS6, o una ADN
polimerasa funcional que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90% 6 95% respecto a la
misma. Entre otras polimerasas no modificadas se incluyen, por ejemplo, las ADN polimerasas de cualquiera de las
especies siguientes de bacterias termofilicas (o una ADN polimerasa funcional que presenta una identidad de
secuencia de por lo menos 90% respecto a dicha polimerasa): Thermotoga maritima, Thermus aquaticus, Thermus
thermophilus, Thermus flavus, Thermus filiformis, Thermus sp. sps17, Thermus sp. Z05, Thermotoga neopolitana,
Thermosipho africanus, Thermus caldophilus o Bacillus caldotenax. Entre las polimerasas adecuadas también se
incluyen aquéllas que presentan actividad de transcriptasa inversa (RT) y/o la capacidad de incorporar nucleétidos
no convencionales, tales como ribonucleétidos u otros nucleétidos modificados en la posicion 2'.

En algunas realizaciones, la forma no modificada de la polimerasa comprende una polimerasa quimérica. Segun la
invencion, la forma no modificada de la polimerasa quimérica en particular es la ADN polimerasa CS5 (SEC ID n°
20), la ADN polimerasa CS6 (SEC ID n° 21) o una polimerasa que presenta una identidad de secuencia de por lo
menos 90% respecto a la ADN polimerasa CS5 6 la ADN polimerasa CS6. En variaciones especificas, la forma no
modificada de la polimerasa quimérica incluye una o mas sustituciones de aminoacidos respecto a SEC ID n° 20 6
SEC ID n°® 21 que se seleccionan de entre G46E, L329A y E678G. Por ejemplo, la forma no modificada de la
polimerasa mutante puede ser G46E CS5; G46E L329A CS5; G46E E678G CS5 6 G46E L329A E678G CS5 Estas
formas no modificadas se sustituyen para proporcionar una polimerasa mutante con una sustitucion E558G. Por
ejemplo, la ADN polimerasa mutante puede ser cualquiera de las siguientes: G46E E558G CS5; G46E L329A
E558G CS5; G46E E558G E678G CS5; G46E L329A E558G E678G CS5 6 similar. En algunas realizaciones, la
forma no modificada de la polimerasa quimérica incluye una o mas sustituciones de aminoacidos respecto a SEC ID
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n°® 20 6 SEC ID n°® 21 que se seleccionan de entre S671F, D640G, Q601R y 1669F. Por ejemplo, la forma no
modificada de la polimerasa mutante puede ser S671F CS5; D640G CS5; Q601R CS5; I669F CS5; S671F D640G
CS5; S671F Q601R CS5; S671F 1669F CS5; D640G Q601R CS5; D640G 1669F CS5; Q601 R 1669F CS5; S671F
D640G Q601R CS5; S671F D640G 1669F CS5; S671F Q601R 1669F CS5; D640G Q601R 1669F CS5 6 S671F
D640G Q601R 1669F CS5. Estas formas no modificadas se sustituyen para proporcionar una polimerasa mutante
con una sustitucion E558G. Por ejemplo, la ADN polimerasa mutante puede ser cualquiera de las siguientes: E558G
S671F CS5; E558G D640G CS5; E558G Q601R CS5; E558G 1669F CS5; E558G S671F D640G CS5; E558G
S671F Q601R CS5; E558G S671F 1669F CS5; E558G D640G Q601R CS5; E558G D640G 1669F CS5; E558G
Q601R 1669F CS5; E558G S671F D640G Q601R CS5; E558G S671F D640G 1669F CS5; E558G S671F Q601R
I669F CS5; E558G D640G Q601R 1669F CS5; E558G S671F D640G Q601R 1669F CS5 6 similar. En algunas
realizaciones, la forma no modificada de la polimerasa quimérica incluye una o mas sustituciones de aminoacidos
respecto a SEC ID n° 20 6 SEC ID n° 21 que se seleccionan de entre G46E, L329A y E678G, e incluye ademas una
0 mas sustituciones de aminoacidos respecto a SEC ID n® 20 6 SEC ID n° 21 que se seleccionan de entre S671F,
D640G, Q601R e 1669F. Por ejemplo, la forma no modificada de la polimerasa mutante puede ser G46E L329A
S671F E678G CS5 6 similar. Segun la invencion, estas formas no modificadas se sustituyen para proporcionar una
polimerasa mutante con una sustitucion E558G. Por ejemplo, una polimerasa mutante segun la invencién puede ser
E558G G46E L329A S671F E678G CS5 6 similar.

La actividad enzimatica de la ADN polimerasa puede mejorarse adicionalmente con otras modificaciones no por
sustitucion. Una de dichas modificaciones es una modificacion covalente térmicamente reversible que inactiva el
enzima pero que se revierte al activar el enzima tras la incubacién a una temperatura elevada, tal como una
temperatura utilizada tipicamente para la extensién de cebadores. En una realizacién, la ADN polimerasa que
comprende la modificacion covalente térmicamente reversible se produce mediante una reaccion, llevada a cabo a
pH alcalino a una temperatura que es inferior a aproximadamente 25°C, de una mezcla de una ADN polimerasa
termoestable y un anhidrido de acido dicarboxilico que presenta una de las formulas | 6 Il siguientes:

R, R,

0) ) o )

en la que Rq y Rz son hidrégeno o radicales organicos, que pueden encontrarse unidos, o:

R, H HR2

Y o) O an

en la que Ry y Rz son radicales organicos, que pueden encontrarse unidos, y los hidrégenos se encuentran en cis.
En una variacion especifica de dicho enzima, la forma no modificada de la polimerasa es G64E CS5.

En otros aspectos diversos, la presente invencion proporciona un acido nucleico recombinante que codifica una ADN
polimerasa segun las reivindicaciones, un vector que comprende el acido nucleico recombinante y una célula
huésped transformada con el vector. En determinadas realizaciones, el vector es un vector de expresién. Las células
huésped que comprenden dichos vectores de expresion resultan utiles en métodos de la invencién para producir la
polimerasa mediante cultivo de las células huésped bajo condiciones adecuadas para la expresion del acido nucleico
recombinante.

En todavia otro aspecto, se proporciona un método para llevar a cabo la extensién de cebadores. El método incluye
generalmente poner en contacto una ADN polimerasa de la invencién con un cebador, un polinucleétido molde y
nucledtidos libres bajo condiciones adecuadas para la extensién del cebador, produciendo de esta manera un
cebador extendido. El polinucleétido molde puede ser, por ejemplo, un molde de ARN o ADN. Los nucledétidos libres
pueden incluir nucleétidos no convencionales, tales como, por ejemplo, ribonucleétidos y/o nucleétidos marcados.
Ademas, el cebador y/o el molde pueden incluir uno o mas analogos de nucledtidos. En algunas variaciones, el
método de extension de cebadores es un método para la amplificacion de polinucleétidos que incluye poner en
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contacto una ADN polimerasa de la invencion con una pareja de cebadores, el polinucleétido molde y los nucleétidos
libres bajo condiciones adecuadas para la amplificacién del polinucleétido.

La presente invencion proporciona ademas un kit que resulta util en dicho método de extension de cebadores.
Generalmente, el kit incluye por lo menos un recipiente que proporciona una ADN polimerasa de la invencion segun
se describe en las reivindicaciones. El kit segun la invencidn incluye ademas uno o mas recipientes adicionales que
proporcionan uno o mas reactivos adicionales. Segun la invencion, el recipiente o recipientes adicionales
proporcionan nucleétidos libres, un tampdn adecuado para la extensién de cebadores y un cebador hibridable, bajo
condiciones de extension de cebadores, con un polinucleétido molde predeterminado.

DEFINICIONES

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan los mismos significados entendidos cominmente por el experto ordinario en la materia a la que se refiere
la presente invencion. Aunque pueden utilizarse esencialmente cualesquiera métodos y materiales similares a los
descritos en la presente memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen Unicamente
métodos y materiales ejemplares. Para los fines de la presente invencion, se define a continuacion los términos
siguientes.

Los términos "un”, "una" y "el" o "la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente lo
contrario.

Un "aminoacido" se refiere a cualquier unidad monomérica que puede incorporarse en un péptido, polipéptido o
proteina. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "aminoacido" incluye los veinte a-aminoacidos
naturales o genéticamente codificados siguientes: alanina (Ala o A), arginina (arg o R), asparagina (Asn o N), acido
aspartico (Asp o D), cisteina (Cys o C), glutamina (GIn o Q), acido glutamico (Glu o E), glicina (Gly o G), histidina
(His o H), isoleucina (lle o ), leucina (Leu o L), lisina (Lys o K), metionina (Met o M), fenilalanina (Phe o F), prolina
(Pro o P), serina (Ser o S), treonina (Thr o T), triptéfano (Trp o W), tirosina (Tyr o Y) y valina (Val o V). Las
estructuras de estos veinte aminoacidos naturales se muestran en, por ejemplo, Stryer et al., Biochemistry, 5a
edicion, Freeman and Company, 2002. Algunos aminoacidos adicionales, tales como la selenocisteina y la
pirrolisina, también se pueden encontrarse genéticamente codificados (Stadtman, "Selenocysteine", Annu. Rev.
Biochem. 65:83-100, 1998, e Ibba et al., "Genetic code: introducing pyrrolysine", Curr. Biol. 12(13):R464-R466,
2002). El término "aminoacido" también incluye los aminoacidos no naturales, los aminoacidos modificados (por
ejemplo los que presentan cadenas laterales y/o esqueletos modificados) y los analogos de aminoacidos. Ver, por
ejemplo, Zhang et al., "Selective incorporation of 5-hydroxytryptophan into proteins in mammalian cells," Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 101(24):8882-8887, 2004; Anderson et al., "An expanded genetic code with a functional quadruplet
codon" Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101(20):7566-7571, 2004; Ikeda et al., "Synthesis of a novel histidine analogue
and its efficient incorporation into a protein in vivo," Protein Eng. Des. Sel. 16 (9):699-706, 2003; Chin et al., "An
Expanded Eukaryotic Genetic Code", Science 301(5635):964-967, 2003; James et al., "Kinetic characterization of
ribonuclease S mutants containing photoisomerizable phenylazophenylalanine residues," Protein Eng. Des. Sel.
14(12):983-991, 2001; Kohrer et al., "Import of amber and ochre suppressor tRNAs into mammalian cells: A general
approach to site-specific insertion of amino acid analogues into proteins," Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98(25):14310-
14315, 2001; Bacher et al., "Selection and Characterization of Escherichia coli Variants Capable of Growth on an
Otherwise Toxic Tryptophan Analogue"”, J. Bacteriol. 183(18):5414-5425, 2001; Hamano-Takaku et al., "A Mutant
Escherichia coli Tyrosyl-tRNA Synthetase Utilizes the Unnatural Amino Acid Azatyrosine More Efficiently than
Tyrosine," J. Biol. Chem. 275(51):40324-40328, 2000, y Budisa et al., "Proteins with {beta}-(thienopyrrolyl) alanines
as alternative chromophores and pharmaceutically active amino acids", Protein Sci. 10(7):1281-1292, 2001.

A titulo ilustrativo adicional, un aminoacido es tipicamente un acido organico que incluye un grupo amino sustituido o
no sustituido, un grupo carboxi sustituido o no sustituido, y uno 0 mas grupos o cadenas laterales, o analogos de
cualquiera de dichos grupos. Entre las cadenas laterales ejemplares se incluyen, por ejemplo, tiol, seleno, sulfonilo,
alquilo, arilo, acilo, ceto, azido, hidroxilo, hidrazina, ciano, halo, hidrazida, alquenilo, alquinilo, éter, borato, boronato,
fosfo, fosfono, fosfina, heterociclico, enona, imina, aldehido, éster, tioacido, hidroxilamina o cualquier combinacion
de dichos grupos. Entre otros aminoacidos representativos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, aminoacidos
que comprenden reticulantes fotoactivables, aminoacidos ligantes de metales, aminoacidos con marcador espin,
aminoacidos fluorescentes, aminoacidos que contienen metal, aminoacidos con grupos funcionales nuevos,
aminoacidos que interactian covalente o no covalentemente con otras moléculas, aminoacidos fotoenjaulados y/o
fotoisomerizables, aminoacidos radioactivos, aminoacidos que comprenden biotina o un analogo de biotina,
aminoacidos glucosilados, aminoacidos modificados con otros carbohidratos, aminoacidos que comprenden
polietilenglicol o poliéter, aminoacidos sustituidos con atomos pesados, aminoacidos escindibles quimicamente y/o
fotoescindibles, aminoacidos que contienen azicar unido mediante carbono, aminoacidos redox-activos,
aminoacidos que contienen amino-tioacido y aminoacidos que comprenden una o mas fracciones toxicas.

El término "mutante" en el contexto de las ADN polimerasas de la presente invencién se refiere a un polipéptido,
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tipicamente recombinante, que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos respecto a una ADN polimerasa
funcional correspondiente.

La expresién "forma no modificada", en el contexto de una polimerasa mutante, es una expresién utilizada en la
presente memoria para definir una ADN polimerasa mutante de la presente invencién: la expresion "forma no
modificada" se refiere a una ADN polimerasa funcional que presenta la secuencia de aminoacidos de la polimerasa
mutante, excepto en una o mas posiciones de aminoacidos, especificadas como caracterizadoras de la polimerasa
mutante. De esta manera, la referencia a una ADN polimerasa mutante en términos de: (a) su forma no modificada, y
(b) una o mas sustituciones de aminoacidos especificadas, se refiere a que, con la excepcion de la sustitucion o
sustituciones de aminoacidos especificadas, la polimerasa mutante presenta una secuencia de aminoacidos idéntica
a la forma no modificada en el motivo especificado. La polimerasa puede contener mutaciones adicionales que
proporcionen la funcionalidad deseada, por ejemplo una incorporaciéon mejorada de dideoxiribonucleétidos,
ribonucledtidos, analogos de ribonucledtidos, nucleétidos marcados con pigmento; modulacion de la actividad de 5'-
nucleasa, modulacién de la actividad de 3'-nucleasa (o correctora de errores), o similar. De acuerdo con lo
anteriormente expuesto, al llevar a cabo la presente invencion tal como se ha descrito en la presente memoria, la
forma no modificada de una ADN polimerasa se encuentra predeterminada. La forma no modificada de una ADN
polimerasa puede ser, por ejemplo, una ADN polimerasa de tipo salvaje y/o natural, o una ADN polimerasa que ya
ha sido modificada intencionadamente. Una forma no modificada de la polimerasa preferentemente es una ADN
polimerasa termoestable, tal como ADN polimerasas de diversas bacterias termofilicas, asi como variantes
funcionales de las mismas que presentan una identidad de secuencia sustancial respecto a una polimerasa
termoestable de tipo salvaje o natural. Entre dichas variantes pueden incluirse, por ejemplo, ADN polimerasas
quiméricas, tales como, por ejemplo, las ADN polimerasas quiméricas descritas en las patentes US n° 6.228.628 y
n® 7.148.049. En determinadas realizaciones, la forma no modificada de polimerasa presenta actividad de
transcriptasa inversa (RT).

La expresion "polimerasa termoestable” se refiere a un enzima polimerasa que es estable frente al calor, es decir,
resistente al calor, y que conserva suficiente actividad para llevar a cabo posteriormente reacciones de extension de
cebador y no se desnaturaliza irreversiblemente al ser sometido a temperaturas elevadas durante el tiempo
necesario para llevar a cabo la desnaturalizacion de los acidos nucleicos de doble cadena. Las condiciones de
calentamiento necesarias para la desnaturalizacion de los acidos nucleicos son bien conocidas de la técnica y se
ejemplifican en, por ejemplo, las patentes US n° 4.683.202, n°® 4.683.195 y n°® 4.965.188. Tal como se utiliza en la
presente memoria, una polimerasa termoestable resulta adecuada para la utilizaciéon en una reaccion de ciclado de
la temperatura, tal como la reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR"). La desnaturalizacion irreversible para los
fines de la presente memoria se refiere a la pérdida permanente y completa de actividad enzimatica. Para una
polimerasa termoestable, la actividad enzimatica se refiere a la catalisis de la combinacion de los nucleétidos de la
manera adecuada para formar productos de extension de cebador que sean complementarios a una cadena de
acido nucleico molde. Entre las ADN polimerasas termoestables de bacterias termofilicas se incluyen, por ejemplo,
las ADN polimerasas de Thermotoga maritima, Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Thermus flavus, Thermus
filiformis, especie de Thermus sps17, especie de Thermus Z05, Thermus caldophilus, Bacillus caldotenax, Thermo-
toga neopolitana y Thermosipho africanus

Tal como se utiliza en la presente memoria, una proteina "quimérica" se refiere a una proteina cuya secuencia de
aminoacidos representa un producto de fusidén de subsecuencias de las secuencias de aminoacidos procedentes de
por lo menos dos proteinas diferentes. Una proteina quimérica tipicamente no es producida mediante manipulacion
directa de las secuencias de aminoacidos sino que, por el contrario, se expresa a partir de un gen "quimérico" que
codifica la secuencia de aminoacidos quimérica. En determinadas realizaciones, por ejemplo, una forma no
modificada de una ADN polimerasa mutante de la presente invencién es una proteina quimérica que consiste de una
regién aminoterminal (N-terminal) derivada de una ADN polimerasa de una especie de Thermus y una region
carboxiterminal (C-terminal) derivada de ADN polimerasa Tma. La region N-terminal se refiere a una region que se
extiende entre el extremo N-terminal (posicion aminoacida 1) y un aminoacido interno. De manera similar, la region
C-terminal se refiere a una regiéon que se extiende entre un aminoacido terminal y el extremo C-terminal.

En el contexto de las ADN polimerasas mutantes, "correspondencia" con otra secuencia (por ejemplo regiones,
fragmentos, posiciones de nucleétidos o de aminoacidos, o similares) se basa en la convencién de numerar segun el
numero de la posicion del nucleétido o aminoacido, alineando después las secuencias de manera que maximicen el
porcentaje de identidad de las secuencias. Debido a que no todas las posiciones dentro de una "region
correspondiente" dada son idénticas necesariamente, las posiciones no correspondientes dentro de una region
correspondiente pueden considerarse "posiciones correspondientes”. Por consiguiente, tal como se utiliza en la
presente memoria, la expresiéon "posicion aminoacida correspondiente a la posicion aminoacida [X]" de una ADN
polimerasa especificada se refiere a una coleccién de posiciones equivalentes en otras ADN polimerasas
reconocidas y homodlogos estructurales y familias. En realizaciones tipicas de la presente invencién, la
"correspondencia" de posiciones aminoacidas se determina con respecto a una region de la polimerasa que
comprende el motivo de la secuencia SEC ID n°® 1 6 de la SEC ID n° 33, tal como se comenta en mayor detalle en
la presente memoria.
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El término "recombinante”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia de aminoacidos o
a una secuencia de nucleétidos que ha sido modificada intencionadamente mediante métodos recombinantes. La
expresion "acido nucleico recombinante" en la presente memoria se refiere a un acido nucleico, originalmente
formando in vitro, en general, mediante la manipulacion de un acido nucleico con endonucleasas, en una forma no
observada normalmente en la naturaleza. De esta manera, tanto un acido nucleico aislado de ADN polimerasa
mutante en una forma lineal, como un vector de expresiéon formado in vitro mediante ligacién de moléculas de ADN
que normalmente no se unen, se consideran recombinantes para los fines de la presente invencion. Se entiende
que, tras generar un acido nucleico recombinante y reintroducirlo en una célula huésped, se replicara de manera no
recombinante, es decir, utilizando la maquinaria celular in vivo de la célula huésped y no mediante manipulaciones in
vitro; sin embargo, dichos acidos nucleicos, tras producirse recombinantemente, aunque posteriormente se repliquen
no recombinantemente, todavia se consideran recombinantes para los fines de la invencién. Una "proteina
recombinante" es una proteina generada utilizando técnicas recombinantes, es decir, mediante la expresion de un
acido nucleico recombinante tal como se ha ilustrado anteriormente. Una proteina recombinante tipicamente se
distingue de la proteina natural en por lo menos una o mas caracteristicas.

Un acido nucleico se encuentra “operablemente ligado” en el caso de que se encuentre situado en una relacion
funcional con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o un intensificador se encuentra
operablemente ligado a una secuencia codificante en el caso de que afecte a la transcripcion de la secuencia, o un
sitio de unién ribosémica se encuentra operablemente ligado a una secuencia codificante en el caso de que se sitle
de manera que se facilite la traduccion.

La expresion "célula huésped" se refiere tanto a procariotas unicelulares como a organismos eucariéticos (por
ejemplo bacterias, levaduras y actinomicetos) y a células individuales de plantas de orden superior o animales
cultivadas en cultivo celular.

El término "vector" se refiere a un fragmento de ADN, tipicamente de doble cadena, en el que puede haberse
insertado un trozo de ADN foraneo. El vector puede ser, por ejemplo, de origen plasmidico. Los vectores contienen
secuencias polinucleétidas de "replicén" que facilitan la replicaciéon auténoma del vector en una célula huésped. El
ADN foraneo se define como ADN heterélogo, que es ADN que no se encuentra naturalmente en la célula huésped,
que, por ejemplo, replica la molécula del vector, codifica un marcador seleccionable o cribable, o codifica un
transgén. El vector se utiliza para transportar el ADN foraneo o heterélogo a una célula huésped adecuada. Una vez
se encuentra dentro de la célula huésped, el vector puede replicarse independientemente o concurrentemente con el
ADN cromosémico del huésped, y pueden generarse varias copias del vector y su ADN insertado. Ademas, el vector
también puede contener los elementos necesarios para permitir la transcripcion del ADN insertado, formando una
molécula de ARNm, o por el contrario causar la replicacion del ADN insertado en multiples copias de ARN. Algunos
vectores de expresién contienen ademas elementos de secuencia contiguos al ADN insertado que incrementan la
vida media del ARNm expresado y/o que permiten al traduccién del ARNm en una molécula de proteina. De esta
manera, muchas moléculas de ARNm y de polipéptido codificado por el ADN insertado pueden sintetizarse con
rapidez.

El término "nucledtido" ademas de referirse a los mondmeros ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos naturales, en
la presente memoria se entiende que se refiere a variantes estructurales relacionadas de los mismos, incluyendo
derivados y analogos que son funcionalmente equivalentes con respecto al contexto particular en el que se utiliza el
nucleétido (por ejemplo la hibridaciéon con una base complementaria), a menos que el contexto indique claramente lo
contrario.

La expresion "acido nucleico" o "polinucleétido" se refiere a un polimero que puede corresponder a un polimero
acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN), o a un analogo de los mismos. Lo anterior incluye
polimeros de nucledtidos, tales como ARN y ADN, asi como formas sintéticas, formas modificadas (por ejemplo
modificadas quimica o bioquimicamente) de las mismas, y polimeros mixtos (por ejemplo que incluyen subunidades
tanto de ARN como de ADN). Entre las modificaciones ejemplares se incluyen la metilacion, la sustitucion de uno o
mas nucleotidos naturales por un analogo, modificaciones internucleotidicas tales como enlaces sin carga (por
ejemplo metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos y similares), fracciones colgantes (por ejemplo
polipéptidos), intercalantes (por ejemplo acridina, psoralén y similares), quelantes, alquilantes y enlaces modificados
(por ejemplo acidos nucleicos a-anoméricos y similares). También se encuentran incluidas moléculas sintéticas que
imitan a los polinucleétidos en su capacidad de unirse a una secuencia designada, mediante enlaces de hidrogeno y
otras interacciones quimicas. Tipicamente, los monémeros nucleétidos se unen mediante enlaces fosfodiéster,
aunque las formas sintéticas de los acidos nucleicos pueden comprender otros enlaces (por ejemplo acidos
péptidonucleicos, tal como se describe en Nielsen et al., Science 254:1497-1500, 1991). Un acido nucleico puede
ser 0 puede incluir, por ejemplo, un cromosoma o segmento cromosémico, un vector (por ejemplo un vector de
expresion), un casete de expresion, un polimero de ADN o ARN desnudo, el producto de una reaccién en cadena de
polimerasa (PCR), un oligonucledtido, una sonda y un cebador. Un acido nucleico puede ser, por ejemplo, de
cadena sencilla, de doble cadena o de triple cadena, y no se encuentra limitado a ninguna longitud particular. A
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menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de &cidos nucleicos comprende o codifica
opcionalmente secuencias complementarias, ademas de cualquier secuencia indicada explicitamente.

El término "oligonucledtido" se refiere a un acido nucleico que incluye por lo menos dos unidades monoméricas de
acidos nucleicos (por ejemplo nucleétidos). Un oligonucledtido tipicamente incluye entre aproximadamente seis y
aproximadamente 175 unidades monomeéricas de acidos nucleicos, mas tipicamente entre aproximadamente ocho y
aproximadamente 100 unidades monoméricas de acidos nucleicos, y todavia mas tipicamente entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 50 unidades monoméricas de acidos nucleicos (por ejemplo
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35 6
mas unidades monomeéricas de acidos nucleicos). El tamafio exacto de un oligonucleétido dependera de muchos
factores, incluyendo la funciéon o uso ultimo del oligonucleétido. Los oligonucleétidos se preparan opcionalmente
mediante cualquier método adecuado, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, el aislamiento de una secuencia
existente o natural, la replicaciéon o amplificacién del ADN, la transcripcion inversa, la clonacion y digestion de
restriccion de secuencias apropiadas o la sintesis quimica directa mediante un método tal como el método del
fosfotriéster de Narang et al. (Meth. Enzymol. 68:90-99, 1979); el método del fosfodiéster de Brown et al. (Meth.
Enzymol. 68:109-151, 1979); el método de la dietilfosforamidita de Beaucage et al. (Tetrahedron Lett. 22:1859-1862,
1981); el método del triester de Matteucci et al. (J. Am. Chem. Soc. 103:3185-3191, 1981); los métodos de sintesis
automatizada, o el método en soporte solido de la patente US n° 4.458.066 titulado "Process for preparing
polynucleotides", publicada el 3 de julio de 1984, de Caruthers et al., u otros métodos conocidos por el experto en la
materia.

El término "cebador" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un polinucleétido capaz de actuar como
punto de inicio de la sintesis de acidos nucleicos dirigida por un molde en el caso de que se someta a condiciones
en las que se inicia la extension de cebadores (por ejemplo bajo condiciones que comprenden la presencia de
nucleosidos trifosfato necesarios (tal como dicta el molde que se copia) y una polimerasa en un tampoén apropiado y
a una temperatura adecuada o uno o mas ciclos de temperaturas (por ejemplo tal como en una reaccion en cadena
de polimerasa )). A titulo ilustrativo adicional, los cebadores también pueden utilizarse en una diversidad de otros
procesos de sintesis mediada por oligonucledétidos, incluyendo como iniciadores de la sintesis de novo de ARN y
procesos relacionados con la transcripcion in vitro (por ejemplo la amplificacién basada en secuencias de acidos
nucleicos (NASBA), la amplificacion mediada por la transcripcion (TMA), etc.). Un cebador tipicamente es un
oligonucleétido de cadena sencilla (por ejemplo un oligodesoxirribonucleétido). La longitud apropiada de un cebador
depende del uso pretendido para el cebador, aunque tipicamente se encuentra comprendida entre 6 y 40
nucleétidos, mas tipicamente entre 15 y 35 nucledtidos. Las moléculas de cebador cortas generalmente requieren
temperaturas mas bajas para formar complejos hibridos suficientemente estables con el molde. Un cebador no
refleja necesariamente la secuencia exacta del molde sino que debe ser suficientemente complementaria para
hibridarse con un molde para que se produzca el alargamiento del cebador. En determinadas realizaciones, la
expresion "pareja de cebadores" se refiere a un conjunto de cebadores que incluye un cebador sentido 5' (en
ocasiones denominado "directo") que se hibrida con el complemento del extremo 5' de la secuencia de acidos
nucleicos que debe amplificarse, y un cebador antisentido 3' (en ocasiones denominado "inverso") que se hibrida
con el extremo 3' de la secuencia que debe amplificarse (por ejemplo en el caso de que la secuencia diana se
exprese como ARN o sea un ARN). Un cebador puede marcarse, si se desea, mediante la incorporacion de un
marcaje detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por
ejemplo, entre los marcajes Uutiles se incluyen ¥p, pigmentos fluorescentes, reactivos electrodensos, enzimas
(utilizados comunmente en los ensayos de ELISA), biotina o haptenos y proteinas para los que se dispone de
antisueros o anticuerpos monoclonales.

El término "convencional" o "natural" en referencia a las bases de acidos nucleicos, a los nucleosidos trifosfato o a
los nucledtidos se refiere a los que se encuentran naturalmente en el polinucleétido que se describe (es decir, para
el ADN estos son dATP, dGTP, dCTP y dTTP). Ademas, dITP y 7-deaza-dGTP se utilizan frecuentemente en lugar
de dGTP y puede utilizarse 7-deaza-dATP en lugar de dATP en reacciones in vitro de sintesis de ADN, tal como la
secuenciacion. Colectivamente éstas pueden denominarse dNTP.

La expresién "no convencional" o "modificado” en referencia a una base de acidos nucleicos, a un nucledsido o a un
nucleétido incluye modificaciones, derivaciones o analogos de bases convencionales, nucledsidos o nucledtidos que
se encuentran naturalmente en un polinucledtido particular. Determinados nucledtidos no convencionales se
encuentran modificados en la posicion 2' del azucar ribosa en comparacion con los dNTP convencionales. De esta
manera, aunque para ARN los nucleétidos naturales son ribonucleétidos (es decir, ATP, GTP, CTP, UTP,
colectivamente, rNTP), debido a que estos nucledtidos presentan un grupo hidroxilo en la posiciéon 2' del azucar,
que, por el contrario, se encuentra ausente en los dNTP, tal como se utiliza en la presente memoria los
ribonucledtidos son nucleétidos no convencionales que son sustratos de las ADN polimerasas. Tal como se utiliza en
la presente memoria, entre los nucleétidos no convencionales se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los
compuestos utilizados como terminadores de la secuenciacion de los acidos nucleicos. Entre los compuestos
terminadores ejemplares se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, aquellos compuestos que presentan una
estructura 2',3'-dideoxi y se denominan dideoxinucledsidos trifosfato. Los dideoxinucledsidos trifosfato ddATP,
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ddTTP, ddCTP y ddGTP se denominan colectivamente ddNTP. Entre los ejemplos adicionales de compuestos
terminadores se incluyen los analogos 2'-PO4 de ribonucleétidos (ver, por ejemplo, las solicitudes publicadas de
patente US n° 2005/0037991 y n® 2005/0037398). Entre otros nuclesétidos no convencionales se incluyen los
fosforotioato dNTP ([[a]-S]ANTP), los 5'-[a]-borano-dNTP, los [a]-metilfosfonato dNTP y los ribonucledsidos trifosfato
(rNTP). Las bases no convencionales pueden marcarse con isotopos radioactivos tales como 32P, Bp 4 358;
marcajes fluorescentes; marcajes quimioluminiscentes; marcajes bioluminiscentes; marcajes hapteno tales como
biotina; o marcajes enzimaticos tales como estreptavidina o avidina. Entre los marcajes fluorescentes pueden
incluirse pigmentos que se encuentran cargados negativamente, tales como pigmentos de la familia de la
fluoresceina, o pigmentos que presentan una carga neutra, tales como pigmentos de la familia de la rodamina, o
pigmentos que presentan una carga positiva, tales como los pigmentos de la familia de la cianina. Entre los
pigmentos de la familia de la fluoresceina se incluyen, por ejemplo, FAM, HEX, TET, JOE, NAN y ZOE. Entre los
pigmentos de la familia de la rodamina se incluyen Rojo Texas, ROX, R110, R6G y TAMRA. Diversos pigmentos o
nucleétidos marcados con FAM, HEX, TET, JOE, NAN, ZOE, ROX, R110, R6G, Rojo Texas TAMRA son
comercializados por Perkin-Elmer (Boston, MA), Applied Biosystems (Foster City, CA) o Invitrogen/Molecular Probes
(Eugene, OR). Entre los pigmentos de la familia de la cianina se incluyen Cy2, Cy3, Cy5 y Cy7, y son
comercializados por GE Healthcare UK Limited (Amersham Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el "porcentaje de identidad de secuencias" se determina mediante
comparacion de dos secuencias alineadas 6ptimamente en una ventana de comparacioén, en el que la parte de la
secuencia en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en
comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para la alineacion 6ptima
de las dos secuencias. El porcentaje se calcula mediante la determinacién del nimero de posiciones en las que se
encuentra una base de acido nucleico o residuo aminoacido idéntico en ambas secuencias, rindiendo el nimero de
posiciones correspondientes, dividiendo el nUmero de posiciones correspondientes por el niumero total de posiciones
en la ventana de comparaciéon y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de
secuencias.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o que presentan un porcentaje
especificado de nucledtidos o de residuos aminoacidos que son iguales (por ejemplo una identidad de 60%,
opcionalmente de 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% 6 95% en una regién especificada), al comparar y alinear para la
maxima correspondencia en una ventana de comparacion, o a una region designada que se ha medido utilizando
uno de los algoritmos de comparacion de secuencias siguientes 0 mediante alineacion manual e inspeccion visual.
Las secuencias son "sustancialmente idénticas" si son idénticas por lo menos al 20%, por lo menos al 25%, por lo
menos al 30%, por lo menos al 35%, por lo menos al 40%, por lo menos al 45%, por lo menos al 50% o por lo menos
al 55%. Estas definiciones se refieren también al complemento de una secuencia de ensayo. Opcionalmente, existe
identidad en una regién que presenta una longitud de por lo menos aproximadamente 50 nucledtidos, o mas
tipicamente en una region que presenta una longitud de 100 a 500 6 1.000 6 més nucledtidos.

Los términos "similitud" o "porcentaje de similitud", en el contexto de dos o mas secuencias polipeptidicas, se
refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que presentan un porcentaje especificado de residuos
aminoacidos que son iguales o similares segun definen unas sustituciones conservadoras de aminoacidas (por
ejemplo una identidad de 60%, opcionalmente de 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% 6 95% en una regién
especificada), al comparar y alinear para la maxima correspondencia en una ventana de comparacion, o a una
region designada que se ha medido utilizando uno de los algoritmos de comparacion de secuencias siguientes o
mediante alineacién manual e inspeccion visual. Las secuencias son "sustancialmente similares" si son similares por
lo menos al 20%, por lo menos al 25%, por lo menos al 30%, por lo menos al 35%, por lo menos al 40%, por lo
menos al 45%, por lo menos al 50% o por lo menos al 55%. Opcionalmente, esta similitud se produce en una region
que presenta una longitud de por lo menos aproximadamente 50 nucledtidos, o mas tipicamente en una regién que
presenta una longitud de 100 a 500 6 1.000 6 mas aminoacidos.

Para la comparacién entre secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la que
se comparan las secuencias de ensayo. Al utilizar un algoritmo de comparacién de secuencias, se introducen en un
ordenador las secuencias de ensayo y de referencia, se designan las coordenadas de las subsecuencias, en caso
necesario, y se fijan los parametros del programa algoritmico de secuencias. Habitualmente se utilizan parametros
por defecto del programa, o pueden fijarse parametros alternativos. A continuacién, el algoritmo de comparacion de
secuencias calcula el porcentaje de identidad o similitud de secuencias para las secuencias de ensayo respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

Una "ventana de comparacion”, tal como se utiliza en la presente memoria, incluye la referencia a un segmento de
entre cualquiera de las posiciones contiguas seleccionadas de entre el grupo que consiste de 20 a 600,
habitualmente de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 200, mé&s habitualmente de entre
aproximadamente 100 y aproximadamente 150, en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de
referencia del mismo nimero de posiciones contiguas tras la alineacién éptima de las dos secuencias. Los métodos
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de alineacion de secuencias para la comparacién son bien conocidos de la técnica. La alineacion 6ptima de
secuencias para la comparacién puede llevarse a cabo, por ejemplo, con el algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman (Adv. Appl. Math. 2:482, 1970), mediante el algoritmo de alineacion de homologias de Needleman y
Wunsch (J. Mol. Biol. 48:443, 1970), mediante el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 2444, 1988), mediante implementaciones computerizadas de dichos algoritmos (por ejemplo
GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, Wis.) o mediante alineacién manual e inspeccion visual (ver, por ejemplo, Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology (suplemento de 1995)).

Un ejemplo de un algoritmo que resulta adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencias y de
similitud de secuencias son los algoritmos de BLAST y de BLAST 2.0, los cuales se describen en Altschul et al. (Nuc.
Acids Res. 25:3389-402, 1977), y en Altschul et al. (J Mol. Biol. 215:403-10, 1990), respectivamente. El software
para llevar a cabo los analisis de BLAST se encuentra disponible publicamente en el National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar en primer lugar parejas de
secuencias de alta puntuacion (HSP) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de
pregunta, que se corresponden o satisfacen alguna puntuacion umbral T de valor positivo al alinearse con una
palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se denomina umbral de puntuacion de palabra
vecina (Altschul et al., supra). Estos aciertos de palabra vecina actian como nucleos para iniciar busquedas de HSP
mas largas que dichos nucleos. Los aciertos de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia hasta donde se incrementa la puntuacién acumulada de alineacién. Las puntuaciones acumuladas se
calculan utilizando, para las secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacidon de premio para una pareja de
residuos correspondientes; en todos los casos >0) y N (puntuacion de penalizacién para residuos no
correspondientes; en todos los casos <0). Para las secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de
puntuaciones para calcular la puntuacion acumulada. La extensién de los aciertos de palabra en cada direccién se
detiene cuando: la puntuacion acumulada de alineacion cae en una cantidad X respecto al valor maximo alcanzado;
la puntuacion acumulada cae hasta cero o menos debido a la acumulacion de una o mas alineaciones de residuos
de puntuacion negativa, o se alcanza el final de cualquiera de las dos secuencias. Los parametros de algoritmo de
BLAST, W, T y X, determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacién. El programa BLASTN (para las secuencias
de nucleoétidos) utiliza como valores por defecto la longitud de palabra (W) de 11, un valor esperado (E) de 10, M=5,
N=-4 y una comparacion de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza
como valores por defecto una longitud de palabra de 3, y un valor esperado (E) de 10, y las alineaciones de la matriz
de puntuaciones BLOSUMG62 (ver Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915, 1989) (B) de 50, valor
esperado (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también lleva a cabo un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (ver, por
ejemplo, Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-87, 1993). Una medida de similitud proporcionada por
el algoritmo de BLAST es la probabilidad de suma minima (P(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad
con la que se produciria al azar una correspondencia entre dos secuencias de nucleétidos o de aminoacidos. Por
ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia en el caso de que la probabilidad de
suma minima en una comparacion del acido nucleico de ensayo y el acido nucleico de referencia se inferior a
aproximadamente 0,2, tipicamente inferior a aproximadamente 0,01, y mas tipicamente inferior a aproximadamente
0,001.

La expresion "tasa de extension de acidos nucleicos” se refiere a la tasa a la que un biocatalizador (por ejemplo un
enzima, tal como una polimerasa, ligasa o similar) extiende un acido nucleico (por ejemplo un cebador u otro
oligonucleétido) de una manera dependiente de molde o independiente de molde mediante la unién (por ejemplo
covalente) de uno o mas nucleétidos al acido nucleico. A titulo ilustrativo, determinadas ADN polimerasas mutantes
descritas en la presente memoria presentan tasas de extension de acidos nucleicos mejoradas respecto a las formas
no modificadas de dichas ADN polimerasas, de manera que pueden extender cebadores a tasas mas altas que
dichas formas no modificadas bajo un conjunto dado de condiciones de reaccion.

La expresion "eficiencia de transcripcion inversa" se refiere a la fraccion de moléculas de ARN que son transcritas
inversamente como ADNCc en una reaccion de transcripcion inversa dada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 ilustra una alineacion de secuencias de aminoacidos de una region del dominio de polimerasa de las
ADN polimerasas termoestables ejemplares de diversas especies de bacterias termofilicas y del bacteriéfago T7:
Thermus thermophilus (Tth) (SEC ID n° 3), Thermus caldophilus (Tca) (SEC ID n° 4), Thermus sp. Z05 (Z05) (SEC
ID n° 5), Thermus aquaticus (Taq) (SEC ID n° 6), Thermus flavus (Tfl) (SEC ID n° 7), Thermus filiformis (Tfi) (SEC ID
n® 8), Thermus sp. sps 17 (Sps17) (SEC ID n® 9), Deinococcus radiodurans (Dra) (SEC ID n° 10), Hot Spring family
Biclone 7 (HspB) (SEC ID n°11), Bacillus stearothermophilus (Bst) (SEC ID n°® 12), Bacillus caldotenax (Bca) (SEC ID
n°® 13), Escherichia coli (Eco) (SEC ID n° 14), Thermotoga maritime (Tma) (SEC ID n°® 15), Thermotoga neapolitana
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(Tne) (SEC ID n°® 16), Thermosipho africanus (Taf) (SEC ID n° 17), Hot Spring family A (HspA) (SEC ID n°18) y el
bacteriéfago T7 (T7) (SEC ID n° 19). La alineacién de secuencias de aminoacidos también incluye una reacion (SEC
ID n® 31 y n° 32) del dominio de polimerasa de ADN polimerasas termoestables quiméricas representativas, es decir,
CS5 y CS6. Ademas, también se incluye una secuencia (Cons) (SEC ID n°® 24) que muestra residuos aminoacidos
de consenso entre estas secuencias ejemplares. Ademas, las regiones de polipéptido mostradas comprenden el
motivo de aminoacidos AGXXFXXXSXXQXXXXLXXXX (SEC ID n° 1), las posiciones variables del cual se definen
adicionalmente en la presente memoria. Estos motivos se encuentran subrayados en negrita para las secuencias de
polimerasa CS5 y CS6. La posicion aminoacida susceptible de mutacion segun la presente invencion o mutaciones
relacionadas se indica con un asterisco (*). Los huecos en las alineaciones se indican con un punto (.).

La figura 2A presenta la secuencia de aminoacidos de la ADN polimerasa termoestable quimérica CS5 (SEC ID n°
20).

La figura 2B presenta una secuencia de acidos nucleicos codificante de la ADN polimerasa termoestable quimérica
CS5 (SEC ID n° 22).

La figura 3A presenta la secuencia de aminoacidos de la ADN polimerasa termoestable quimérica CS6 (SEC ID n°

21).

La figura 3B presenta una secuencia de acidos nucleicos codificante de la ADN polimerasa termoestable quimérica
CS6 (SEC ID n® 23).

La figura 4 es un grafico de columnas que muestra las tasas de extensién normalizadas de diversos mutantes de
una ADN polimerasa CS5 G46E L329A E678G (GLE). El eje y representa las tasas de extension relativas, mientras
que el eje x representa las ADN polimerasa que presentan mutaciones puntuales especificadas (GLE = ADN
polimerasa CS5 G46E L329A E678G, GLDE = ADN polimerasa CS5 G46E L329A D640G E678G, GLEE = ADN
polimerasa CS5 G46E L329A E558G E678G, GLEQDSE = ADN polimerasa CS5 G46E L329A E558G Q601R
D640G S671F E678G, GLQDSE = ADN polimerasa CS5 G46E L329A Q601R D640G S671F E678G, GLQE = ADN
polimerasa CS5 G46E L329A Q601R E678G, GLSE = ADN polimerasa CS5 G46E L329A S671F E678G). Los
valores de la tasa de extension obtenidos para las polimerasas mutantes se normalizan respecto al valor obtenido
para la ADN polimerasa CS5 GLE, que se fija en 1,00.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion proporciona nuevas ADN polimerasas que presentan tasas mejoradas de extension de
cebador. Las ADN polimerasas de la invencion pueden utilizarse a concentraciones mas bajas para un rendimiento
superior o equivalente al de los enzimas parentales. En vista de las actividades similares de otros mutantes
identificados previamente, se prevé que las ADN polimerasas de la presente invencion en determinadas
realizaciones presenten incrementos concomitantes de la actividad de transcriptasa inversa y/o la actividad de
amplificacion. Por lo tanto, las ADN polimerasas de la invencion resultan Gtiles en una diversidad de aplicaciones
que implican la extension de los cebadores, asi como la transcripcidon inversa o la amplificacion de moldes
polinucledtidos, incluyendo, por ejemplo, aplicaciones en estudios de ADN recombinante y en el diagndstico médico
de enfermedades.

Segun la invencion, las ADN polimerasas de la invencién comprenden el motivo de aminoacidos siguiente:

Ala-Gly-Xaa-Xaa-Phe-Xaa-Xaa-Xaa-Ser-Xaa-Xaa-GIN-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-LeU-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa (también denominado en la
presente memoria con el codigo de una letra como A-G-X1-Xa-F-X3-X4-Xs5-S-Xe-X7-Q-Xg-Xo- X10-X11-L-X12-X13-X14-X15
(SEC ID n° 1)), en el que:

X1es Glu (E);
Xz es Pro (P);
Xzes Asn (N);
Xqes lle (1);
Xses Asn (N);
Xs es Pro (P);
Xz es Lys (K);
Xges Val (V);

Xg es Ser (S);
X0 €s Arg (R);
Xires lle (I);
X1z es Phe (F);
Xizes Gly (G);
Xises Lys (K); y
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Xises Leu (L),

en el que la polimerasa presenta una tasa mejorada de extension de acidos nucleicos en comparacién con una ADN
polimerasa de otro modo idéntica en la que X13 es Glu (E). Segun la invencion, X3 es G (SEC ID n® 33).

En otras realizaciones de SEC ID n°® 1, X5, X5, Xs, X9 ¥ X10 son cualesquiera aminoacidos presentes en posiciones
correspondientes en cualquier ADN polimerasa. Entre las ADN polimerasas ejemplares se incluyen las de Thermus
thermophilus, Thermus caldophilus, Thermus sp. Z05, Thermus aquaticus, Thermus flavus, Thermus filiformis,
Thermus sp. sps17, Deinococcus radiodurans, Hot Spring family B/clone 7, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
caldotenax, Escherichia coli, Thermotoga maritima, Thermotoga neapolitana, Thermosipho africanus, Hot Spring
family A y el bacteriéfago T7. Segun la invencion, Xz es Pro (P), Xs es Asn (N), Xs es Pro (P), Xg es Ser (S) y Xio es
Arg (R).

La invencion se refiere ademas a ADN polimerasas que comprenden el motivo de aminoacidos siguiente:

Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Phe-Xaa-Xaa-Xaa-Ser-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-LeU-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa (también denominado en la
presente memoria con el cédigo de una letra como T1-T2-X1-Xo-F-X3-X4-X5-S-Xe-X7-T3-Xg-Xo-X10-X11-L-X12-X13-
X14-X15 (SEC ID n° 2));

en el que:

T1es Ala (A) o Val (V),

Toes Gly (G) o Val (V),

T3 es GIn (L) o Hes (H),

X2, X5, Xs, Xo, Y X10 sON cualquier aminoacido o ningln aminoacido,
X1 es Hes (H), Glu (E), GIn (Q) o ningun aminoacido,
Xz es Asn (N) o Hes (H),

X4 es Leu (L), lle (I) o Pro (P),

X7 es Asp (D), Lys (K) o Thr (T),

Xg es Leu (L), Val (V) o lle (1),

X11 es Val (V), lle (1), Leu (L) o Lys (K),

X12 es Phe (F), Tyr (Y) o GIn (Q),

X413 es un aminoacido diferente de Asp (D) o Glu (E),
Xi4 es Lys (K), Glu (E) o Ala (A), y

Xi5 es Leu (L), GIn (Q) o Gly (G),

en el que la polimerasa presenta una tasa mejorada de extension de acidos nucleicos en comparacién con una ADN
polimerasa de otros idéntica en la que X13 es D o E. En realizaciones especialmente preferentes, X13 es G. El
motivo anteriormente indicado (SEC ID n° 2) se generd mediante alineacion de todas las secuencias mostradas en la
figura 1, mientras que el motivo mostrado en SEC ID n° 1 se generd mediante alineacion de todas las secuencias
mostradas en al figura 1 excepto la de los residuos aminoacidos de la ADN polimerasa de T7.

En algunas otras realizaciones de SEC ID n°® 2, X, X5, Xs, X9 ¥ X10 son cualesquiera aminoacidos presentes en
posiciones correspondientes en cualquier ADN polimerasa, por ejemplo las ADN polimerasas de Thermus
thermophilus, Thermus caldophilus, Thermus sp. Z05, Thermus aquaticus, Thermus flavus, Thermus filiformis,
Thermus sp. sps17, Deinococcus radiodurans, clon 7/ familia B de Hot Spring, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
caldotenax, Escherichia coli, Thermotoga maritima, Thermotoga neapolitana, Thermosipho africanus, familia A de
Hot Spring y bacteriofago T7. Por ejemplo, X, se selecciona de entre el grupo que consiste de P, A, E, Ty V, o se
encuentra ausente; Xs se selecciona de entre el grupo que consiste de N, R, G y S; Xs se selecciona de entre el
grupo que consiste de R, P, S y T; Xy se selecciona de entre el grupo que consiste de E, G, Q, Sy A; y Xio se
selecciona de entre el grupo que consiste de R, T, A, V, Y, S, Ny K.

Tal como se ha comentado anteriormente, Xz, Xs, Xe, Xo ¥ X10 pueden ser cualquier aminoacido. Por ejemplo, Xz se
selecciona de entre el grupo que consiste de Pro (P), Ala (A), Glu (E), Thr (T) y Val (V). X5 se selecciona de entre el
grupo que consiste de Asn (N), Arg (R), Gly (G) y Ser (S). En otras realizaciones, Xs se selecciona de entre el grupo
que consiste de Arg (R), Pro (P), Ser (S) y Thr (T). Xo se selecciona de entre el grupo que consiste de Glu (E), Gly
(G), GIn (Q), Ser (S) y Ala (A). X10 se selecciona de entre el grupo que consiste de Arg (R), Thr (T), Ala (A), Val (V),
Tyr (Y), Ser (S) y Asn (N).

La presente invencion se refiere ademas a formas no modificadas de ADN polimerasas susceptibles de mutacion
que presentan un dominio de polimerasa funcional que comprende el motivo de aminoacidos siguiente:

Ala-Gly-Xaa-Xaa-Phe-Xaa-Xaa-Xaa-Ser-Xaa-Xaa-GIN-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-LeU-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa (también denominado en la
presente memoria con el cddigo de una letra como A-G-X1-Xz-F-X3-X4-X5-S-Xg-X7-Q-Xg-Xg-X10-X11-L-X12-X13-X14-
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X15 (SEC ID n° 29));
en el que:

X2, Xs, Xs, X9 Yy X109 sONn cualquier aminoacido;
X1 es Hes (H), Glu (E) o GIn (Q),
X3 es Asn (N) o Hes (H),

Xses Leu (L) o lle (1),

Xzes Asp (D), Lys (K) o Thr (T),
Xges Leu (L) o Val (V),

Xi1es Val (V), lle (1) o Leu (L),
Xizes Phe (F) o Tyr (Y),

Xizes es Asp (D) o Glu (E),
Xises Lys (K)o Glu (E) y

Xises Leu (L) o GIn (Q).

El motivo presentado anteriormente (SEC ID n° 29) se encuentra presente dentro del subdominio "thumb" en el sitio
activo de muchas ADN polimerasas de familia A dependientes de ADN, particularmente ADN polimerasas
termoestables de bacterias termofilicas y del bacteriéfago T7. Por ejemplo, la figura 1 muestra una alineacion de
secuencias de aminoacidos de una regién del dominio de polimerasa de las ADN polimerasas de varias especies de
bacterias: Thermus thermophilus, Thermus caldophilus, Thermus sp. Z05, Thermus aquaticus, Thermus flavus,
Thermus filiformis, Thermus sp. sps17, Deinococcus radiodurans, clon 7 familia B Hot Spring, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus caldotenax, Escherichia coli, Thermotoga maritima, Thermotoga neapolitana,
Thermosipho africanus, Familia A Hot Spring y el bacteriéfago T7. La alineacion de secuencias de aminoacidos
mostrada en la figura 1 también incluye una regién del dominio de polimerasa de ADN polimerasas termoestables
quiméricas representativas. Tal como se muestra, el motivo de SEC ID n° 29 se encuentra presente en cada una de
dichas polimerasas, lo que indica una funcién conservada para esta region del sitio activo.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en algunas realizaciones la forma no modificada de la ADN polimerasa
es una ADN polimerasa de tipo salvaje o una ADN polimerasa natural, tal como, por ejemplo, una polimerasa de
cualquiera de las especies de bacterias indicadas anteriormente. En una variacion, la polimerasa no modificada es
de una especie del género Thermus. En otras realizaciones de la invencion, la polimerasa no modificada es de una
especie termofilica diferente de Thermus. Se encuentran disponibles las secuencias completas de acidos nucleicos y
de aminoacidos de numerosas ADN polimerasa termoestables. Las secuencias de cada una de las polimerasas de
Thermus aquaticus (Taq), Thermus thermophilus (Tth), Thermus species Z05, Thermus species sps17, Thermotoga
maritima (Tma) y Thermosipho africanus (Taf) han sido publicadas en la solicitud publicada de patente PCT n° WO
92/06200. La secuencia de la ADN polimerasa de Thermus flavus ha sido publicada en Akhmetzjanov y Vakhitov
(Nucleic Acids Research 20:5839, 1992). La secuencia de la ADN polimerasa termoestable de Thermus caldophilus
se encuentra en EMBL/GenBank n°® de acceso U62584. La secuencia de la ADN polimerasa termoestable de
Thermus filiformis puede recuperarse del depdsito de la ATCC n° 42380 utilizando, por ejemplo, los métodos
proporcionados en la patente US n° 4.889.818, asi como la informacién de secuencia proporcionada en la misma. La
secuencia de la ADN polimerasa de Thermotoga neapolitana procede del n° de acceso de la base de datos de
patentes GeneSeq y del documento n® WO 97/09451. La secuencia de la ADN polimerasa termoestable de Bacillus
caldotenax se describe en, por ejemplo, Uemori et al. (J Biochem (Tokyo) 113(3):401-410, 1993; ver también el n° de
acceso de la base de datos Swiss-Prot Q04957 y los n° de acceso de GenBank D 12982 y BAA02361). La secuencia
de la ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus ha sido publicada en la patente US n° 6.066.483. También se
describen ejemplos de formas no modificadas de ADN polimerasa que pueden modificarse tal como se indica en la
presente memoria en, por ejemplo, las patentes US n° 6.228.628, titulada "Mutant chimeric DNA polymerasa",
publicada el 8 de mayo de 2001, de Gelfand et al.; n° 6.346.379, titulada "Thermostable DNA polymerases
incorporating nucleoside triphosphates labeled with fluorescein family dyes", publicada el 12 de febrero de 2002, de
Gelfand et al.; n® 7.030.220, titulada "Thermostable enzyme promoting the fidelity of thermostable DNA polymerases-
for improvement of nucleic acid synthesis and amplification in vitro", publicada el 18 de abril de 2006, de Ankenbauer
et al.; n® 6.881.559, titulada "Mutant B-type DNA polymerases exhibiting improved performance in PCR", publicada el
19 de abril de 2005, de Sobek et al.; n°® 6.794.177, titulada "modified DNA-polymerase from Carboxydothermus
hydrogenoformans and its use for coupled reverse transcription and polymerase chain reaction", publicada el 21 de
septiembre de 2004, de Markau et al; n° 6.468.775, titulada "Thermostable DNA polymerase from
Carboxydothermus hydrogenoformans”, publicada el 22 de octubre de 2002, de Ankenbauer et al.; n° 7.148.049,
titulada "Thermostable or thermoactive DNA polymerase molecules with attenuated 3'-5' exonuclease activity",
publicada el 12 de diciembre de 2007, de Schoenbrunner et al.; n® 7.378.262, titulada "Reversibly modified
thermostable enzymes for DNA synthesis and amplification in vitro", publicada el 27 de mayo de 2008, de Sobek et
al., y las solicitudes de patente US n° 2002/0012970, titulada "High temperature reverse transcription using mutant
DNA polymerases", presentada el 30 de marzo de 2001, de Smith et al.; n® 2006/0078928, titulada "Thermostable
enzyme promoting the fidelity of thermostable DNA polymerases-for improvement of nucleic acid synthesis and
amplification in vitro", presentada el 29 de septiembre de 2005, de Ankenbauer et al.
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También susceptibles a las mutaciones indicadas en la presente memoria son las ADN polimerasas funcionales que
han sido modificadas previamente (por ejemplo mediante sustitucion, adicion o delecién de aminoacidos), con la
condicién de que la polimerasa previamente modificada conserve el motivo de aminoacidos de SEC ID n° 1 6 SEC
ID n® 33. De esta manera, las ADN polimerasa no modificadas adecuadas también incluyen las variantes
funcionales de polimerasas de tipo salvaje o naturales. Dichas variantes tipicamente presentan una identidad o
similitud de secuencias sustancial respecto a la polimerasa de tipo salvaje o natural, tipicamente una identidad de
secuencia de por lo menos 80%, y mas tipicamente una identidad de secuencia de por lo menos 90%, 95% 6 98%.
En determinadas realizaciones, la ADN polimerasa no modificada presenta actividad de transcriptasa inversa (RT)
y/o la capacidad de incorporar ribonucleétidos u otros nucleétidos modificados en la posicion 2'.

Entre las polimerasas adecuadas también se incluyen, por ejemplo, determinadas ADN polimerasas quiméricas que
comprende regiones polipeptidicas procedentes de dos o mas enzimas. Se describen ejemplos de dichas ADN
polimerasas quiméricas en, por ejemplo, la patente US n° 6.228.628. Resultan particularmente adecuadas las ADN
polimerasas de la familia CS quiméricas, entre las que se incluyen las polimerasas CS5 (SEC ID n° 20) y CS6 (SEC
ID n° 21) y las variantes de las mismas que presentan una identidad o similitud de secuencias sustancial respecto a
la SEC ID n° 20 6 a SEC ID n°® 21 (tipicamente una identidad de secuencia de por lo menos 80%, y mas tipicamente
una identidad de secuencia de por lo menos 90%). Las ADN polimerasas CS5 y CS6 son enzimas quiméricos
derivados de las ADN polimerasas de Thermus sp. Z05 y de Thermotoga maritima (Tma). Comprenden el dominio N-
terminal de 5'-nucleasa del enzima de Thermus y los dominios C-terminal de exonucleasa 3'-5' y de polimerasa del
enzima Tma. Estos enzimas presentan una actividad eficiente de transcriptasa inversa, pueden extender los
cebadores que contienen analogos de nucleétidos y pueden incorporar dNTP a-fosforotioato, dUTP, dITP y también
dNTP marcados de las familias de la fluoresceina y de la cianina. Las polimerasas CS5 y CS6 también son enzimas
de PCR activados por Mg2+ eficientes. Las secuencias de acidos nucleicos codificantes de las polimerasas CS5 y
CS6 se proporcionan en las figuras 2B y 3B, respectivamente. Las polimerasas quiméricas CS5 y CS6 se describen
adicionalmente en, por ejemplo, la patente US n°® 7.148.049.

En algunas realizaciones, la forma no modificada de la ADN polimerasa es una polimerasa que ha sido modificada
previamente, tipicamente por medios recombinantes, para proporcionar cierta ventaja selectiva. Entre dichas
modificaciones se incluyen, por ejemplo, las sustituciones de aminoacidos G46E, L329A y/o E678G en la ADN
polimerasa CS5, en la ADN polimerasa CS6 o una o mas mutaciones correspondientes en otras polimerasas. De
acuerdo con lo anteriormente expuesto, en variaciones especificas, la forma no modificada de la ADN polimerasa es
una de las siguientes (presentando cada una la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 20 6 SEC ID n° 21, excepto
por la sustitucion o sustituciones designadas: G46E; G46E L329A; G46E E678G 6 G46E L329A E678G. La
sustitucion E678G, por ejemplo, permite la incorporaciéon de ribonucledtidos y otros nucledtidos modificados en la
posicion 2', aunque esta mutacion aparentemente también resulta en una capacidad deteriorada de extender moldes
con cebadores. En determinadas realizaciones, las mutaciones segun la presente invencién que resultan en una
tasa de extension mas rapida de la polimerasa mutante, mejoran la capacidad deteriorada de la mutacion E678G de
extender los moldes con cebadores.

Las ADN polimerasas mutantes de la presente invencion comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos
respecto a la polimerasa no modificada, es decir, en la posicién X3 de SEC ID n°® 1 6 SEC ID n® 33. La sustitucion
de aminoécido en esta posicion, es decir G en la posicion Xi3, proporciona una actividad mejorada de incorporacion
de nucledtidos, rindiendo una ADN polimerasa con una tasa de extension de acidos nucleicos mejorada (mas rapida)
en comparacion con la ADN polimerasa correspondiente, que de otra manera es idéntica pero incluye una E en la
posicién X13. Aunque sin pretension de limitarse a ninguna teoria en particular, los presentes inventores creen que la
tasa mejorada de extensién de acidos nucleicos de las polimerasas mutantes de la invencién es una consecuencia
de la unién mas fuerte a un molde, es decir, una disociacién menos frecuente del molde, resultando en un enzima de
"procesividad" mas elevada. Estas caracteristicas permiten utilizan concentraciones mas bajas de la polimerasa
mutante en, por ejemplo, reacciones de extension de cebadores en comparacion con las reacciones en las que
participa la ADN polimerasa no modificada. De esta manera, a una concentracién de enzima suficientemente alta, la
tasa de extension de la polimerasa no modificada (es decir, que no presenta las mutaciones especificas que son el
objeto de la invencidén) podria concebirse que se aproximase a la del enzima mutante. También se espera que las
polimerasas mutantes presenten un rendimiento mucho mejor que las formas no modificadas a fuerza i6nica
elevada. Sin embargo, a una concentarcién de enzima suficientemente alta, el rendimiento de la polimerasa no
modificada a fuerza iénica baja se aproximaria a la de la polimerasa mutante.

Debido a que las formas no modificadas de la ADN polimerasa son Unicas, la posicion aminoacida correspondiente a
X13 tipicamente es diferente para cada polimerasa mutante. Los programas de alineacion de secuencias de
aminoacidos y de acidos nucleicos se encuentran faciimente disponibles (ver, por ejemplo, los indicados supra) vy,
dado el motivo particular identificado en la presente memoria, sirven para ayudar en la identificacion de los
aminoacidos exactos (y codones correspondientes) para la modificacidon segun la presente invencion. Las posiciones
correspondientes a Xi3 se muestran en la Tabla 1 para las ADN polimerasas termoestables quiméricas
representativas y para las ADN polimerasas termoestables de especies termofilicas ejemplares.
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Tabla 1. Posiciones aminoacidas correspondientes a las posiciones de motivo X3 en las polimerasas termoestables

ejemplares.

Organismo o secuencia quimérica Posicion X13
Consenso

T thermophilus 498
T. caldophilus 498
T. sp. 205 498
T. aquaticus 496
T. flavus 495
T. filiformis 494
T. sp. sps17 494
D. radiodurans 586
Clon 7/familia B Hot Spring 546
B. stearothermophilus 540
B. caldotenax 540
E. coli 592
T. maritima 558
T. neapolitana 558
T. africanus 558
Familia A Hot Spring 595
Cs5 558
Csé6 558

Tal como se ha comentado anteriormente, en algunas realizaciones la ADN polimerasa mutante de la presente
invencion se deriva de la ADN polimerasa CS5 (SEC ID n° 20), de la ADN polimerasa CS6 (SEC ID N° 21) o de una
variante de dichas polimerasas (por ejemplo G46E, G46E L329A, G46E E678G, G46E L329A E678G o similar). Tal
como se ha indicado anteriormente, en la ADN polimerasa CS5 6 en la ADN polimerasa CS6, la posicion Xi3
corresponde a acido glutamico (E) en la posicion 558. De esta manera, segun la invencion, la polimerasa mutante
comprende una sustitucion de aminoacido en la posicién Xi3 respecto a una ADN polimerasa CS5 6 una ADN
polimerasa CS6 que de otra manera es idéntica. Entre los mutantes ejemplares de la ADN polimerasa CS5 y de la
ADN polimerasa CS6 se incluyen aquellos que comprenden la sustitucién o sustituciones de aminoacidos E558G.
Entre otros mutantes ejemplares de las ADN polimerasas CS5 y CS6 se incluyen los siguientes (presentando cada
uno la secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 20 6 SEC ID n°® 21, excepto por las sustituciones designadas):

G46E E558G,

G46E L329A E558G,

G46E E558G E678G,
L329A E558G E678G y
G46E L329A E558G E678G.

En algunas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos son sustituciones de aminoacidos individuales en la
posicion Xqs. Alternativamente, la polimerasa mutante comprende la sustitucion de aminoacido de la posicion X3 en
combinacién con sustituciones de aminoacidos en otras posiciones, particularmente aquellas sustituciones de
aminoacidos que es conocido que mejoran la tasa de extension de acidos nucleicos de la ADN polimerasa, por
ejemplo sustituciones de aminoacidos (diferentes de aquellos residuos mostrados bajo Xas) en la posicion Xas de las
ADN polimerasas que presentan un dominio de polimerasa funcional que comprende el motivo de aminoacidos
siguiente:

Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Arg-Xaa-Xaa-Xaa-Lys-Leu-Xaa-Xaa-Thr-Tyr-Xaa-Asp (también denominado en la presente
memoria en el codigo de una letra como Xa1-Xa2-Xaz-Xaa-R-Xag-Xa7-Xag-K-L-Xa11-Xa12-T-Y-Xa15-Xa16 (SEC ID n°
25)), en el que:

Xares lle (I) o Leu (L),

Xazes GIn (Q) o Leu (L),

Xazes GIn (Q), Hes (H) o Glu (E),

Xaa€s Tyr (Y), Hes (H), o Phe (F),

Xas €s Glu (E), GIn (Q) o Lys (K),

Xar es lle (1), Leu (L) o Tyr (Y),

Xases GIn (Q), Thr (T), Met (M), Gly (G) o Leu (L),
Xat1es Lys (K) o GIn (Q),

Xa1zes Ser (S) o Asn (N),

Xas es lle (I) o Val (V) y
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Xate€s Glu (E) o Asp (D).

En algunas realizaciones, la polimerasa mutante comprende la sustitucion del aminoacido de la posiciéon Xi3 en
combinacion con las sustituciones de aminoacidos (diferentes de aquellos residuos mostrados posteriormente para
Xps) en la posicion Xpg de las ADN polimerasas que presentan un dominio de polimerasa funcional que comprende el
motivo de aminoacidos siguiente:

Thr-Gly-Arg-Leu-Ser-Ser-Xaa-Xaa-Pro-Asn-Leu-GIn-Asn

(al que también se hace referencia en la presente memoria con el cédigo de una letra como:
T-G-R-L-S-S-X,7-Xps-P-N-L-Q-N (SEC ID n° 26));

en el que:

Xp7 €s Ser (S) o Thr (T),
Xps €s Asp (D), Glu (E) o Asn (N).

En algunas realizaciones, la polimerasa mutante comprende la sustitucion del aminoacido de la posicion Xi3 en
combinacién con las sustituciones de aminoacidos (diferentes de aquellos residuos mostrados posteriormente para
Xea YI0 Xgg) €n la posicion Xes y/o Xes de las ADN polimerasas que presentan un dominio de polimerasa funcional que
comprende el motivo de aminoacidos siguiente:

Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Asp-Tyr-Ser-GIn-lle-Glu-Leu-Arg (también denominado en la presente memoria
en el cédigo de una letra como Xc1-Xca-Xea-Xea-Xes-Xeo-Xo7-D-Y-S-Q-I-E-L-R (SEC ID n° 27), en el que:

Xc1es Gly (G), Asn (N) o Asp (D),

Xc2es Trp (W) o Hes (H); es Trp (W), Ala (A), Leu (L) o Val (V),
Xcz es Trp (W), Ala (A), Leu (L) o Val (V),

Xca es lle (1) o Leu (L),

Xcs es Val (V), Phe (F) o Leu (L),

Xcs €s Ser (S), Ala (A), Val (V) o Gly (G) y

Xc7 es Ala (A) o Leu (L).

En determinadas variaciones de la invencion, la polimerasa mutante comprende una sustitucion de aminoéacido en la
posicion X43 respecto a una ADN polimerasa CS5 6 una ADN polimerasa CS6 que, de otro modo, es idéntica. Entre
los mutantes ejemplares de la ADN polimerasa CS5 y de la ADN polimerasa CS6 se incluyen aquellos que
comprenden la sustitucion de aminoacido E558G. Entre otros mutantes ejemplares de las ADN polimerasas CS5 y
CS6 se incluyen los siguientes (presentando cada uno la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 20 6 SEC ID n° 21,
excepto por las sustituciones designadas):

E558G Q601 R,

E558G D640G,

E558G 1669F,

E558G S671F,

E558G D640G S671 F,
E558G Q601R S671F,

E558G 1669F S671F,

E558G Q601 R D640G,
E558G D640G 1669F,

E558G Q601 R 1669F,

E558G S671F D640G Q601R,
E558G S671 F D640G 1669F,
E558G S671 F Q601R 1669F,
E558G D640G Q601R I1669F y
E558G Q601R D640G 1669F S671F,

en los que la sustitucion de aminoacido Q601R corresponde a una sustitucién de aminoacido en la posicion Xag; la
sustitucion de aminoacido D640G corresponde a una sustitucion de aminoacido en la posicion Xps; la sustitucion de
aminoacido 1669F corresponde a una sustitucion de aminoacido en la posicidon Xg4; la sustitucion de aminoacido
S671F corresponde a una sustitucion de aminoacido en la posicion Xgs.

En algunas realizaciones, la forma no modificada de la polimerasa quimérica incluye una o mas sustituciones de
aminoacidos respecto a SEC ID n° 20 6 SEC ID n°® 21 que se seleccionan de entre G46E, L329A y E678G, e incluye
ademas una o mas sustituciones de aminoacidos respecto a SEC ID n° 20 6 SEC ID n° 21 que se seleccionan de
entre S671F, D640G, Q601R e I669F. Por ejemplo, la forma no modificada de la polimerasa mutante puede ser
G46E L329A S671F E678G CS5 ¢ similar. En realizaciones ejemplares, dichas formas no modificadas se sustituyen
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para proporcionar una polimerasa mutante con una sustitucion E558G. Por ejemplo, una ADN polimerasa mutante
puede ser E558G G46E L329A S671F E678G CS5 6 similar.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la mutaciéon del motivo de SEC ID n°® 1 o, mas preferentemente, SEC ID
n® 33, solo o en combinacién con otras sustituciones de aminoacidos en otras posiciones, proporciona una tasa
mejorada de extension de acidos nucleicos en comparacién con una ADN polimerasa de otro modo idéntica. Pueden
utilizarse diversos ensayos bien conocidos por el experto en la materia para medir la tasa de extensién de acidos
nucleicos. En algunas realizaciones, dichos ensayos se llevan a cabo para comparar una ADN polimerasa que
comprende el motivo de SEC ID n® 1 6 de SEC ID n° 33 con otra ADN polimerasa que presenta la misma secuencia
de aminoacidos en cada posicién excepto por una Unica sustitucion en la posicion Xq3. En algunas realizaciones,
dichos ensayos se llevan a cabo para comparar una ADN polimerasa que comprende el motivo de SEC ID n® 1 ¢ de
SEC ID n° 33 con otra ADN polimerasa que presenta la misma secuencia de aminodcidos en cada posicién excepto
por una unica sustituciéon en la posicion Xi3 y sustituciones en otras posiciones, tal como se indica en la presente
memoria.

Ademas de la mutacion del motivo de SEC ID n°® 1 6 SEC ID n® 33 tal como se indica en la presente memoria, las
ADN polimerasas mutantes también pueden incluir otra u otras modificaciones no realizadas por sustitucion. Entre
dichas modificaciones pueden incluirse, por ejemplo, modificaciones covalentes conocidas de la técnica para
proporcionar una ventaja adicional en aplicaciones que comprenden la extensién de cebadores. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, la ADN polimerasa mutante incluye ademas una modificacion covalente térmicamente
reversible. En estas realizaciones, se une covalentemente un grupo modificador a la proteina, resultando en una
pérdida de la totalidad, o de practicamente la totalidad, de la actividad enzimatica. El grupo modificador se
selecciona de manera que la modificaciéon se invierta mediante incubaciéon a una temperatura elevada. Las ADN
polimerasas que comprenden dichas modificaciones térmicamente reversibles resultan particularmente adecuadas
para las aplicaciones de inicio en caliente, tales como, por ejemplo, diversas técnicas de PCR de inicio en caliente.
Los reactivos modificadores térmicamente reversibles que pueden utilizarse de acuerdo con las ADN polimerasas
mutantes de la presente invencion se describen en, por ejemplo, la patente US n°® 5.773.258, de Birch et al. Entre las
modificaciones ejemplares se incluyen, por ejemplo, el bloqueo reversible de los residuos lisina mediante
modificaciéon quimica del grupo €-amino de los residuos lisina (ver Birch et al., supra). En determinadas variaciones,
la modificacion covalente térmicamente reversible incluye la unién covalente con el grupo g-amino de los residuos
lisina, de un anhidrido dicarboxilico tal como se describe en Birch et al., supra.

Por ejemplo, se producen polimerasas mutantes particularmente adecuadas que comprenden una modificacion
covalente térmicamente reversible mediante una reaccion, llevada a cabo a pH alcalino a una temperatura que es
inferior a aproximadamente 25°C, de una mezcla de un enzima termoestable y un anhidrido de acido dicarboxilico
que presenta una férmula general seleccionada de entre el grupo que consiste de:

(a) formula I:

R, R,

0 ) o @

en la que Ry Rz son hidrégeno o radicales organicos, que pueden encontrarse unidos, y (b) formula II:

R, H HRZ

0 o O 1)

en la que Ry y Ry son radicales organicos, que pueden encontrarse unidos, y los hidrégenos se encuentran en cis,
esencialmente tal como se describe en Birch et al., supra. En realizaciones especificas que comprenden una
modificaciéon covalente térmicamente reversible, la forma no modificada de la polimerasa es la ADN polimerasa CS5
G64E.
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Las ADN polimerasas mutantes de la presente invencién pueden construirse mediante la mutaciéon de las
secuencias de ADN que codifican la polimerasa no modificada correspondiente (por ejemplo una polimerasa de tipo
salvaje o una variante correspondiente a partir de la que se deriva la polimerasa mutante de la invencion), tal como
mediante la utilizacién de técnicas comunmente denominadas mutagénesis sitio-dirigida. Las moléculas de acidos
nucleicos codificantes de la forma no modificada de la polimerasa pueden mutarse mediante una diversidad de
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) bien conocidas por el experto ordinario en la materia (ver,
por ejemplo, PCR Strategies (M.A. Innis, D.H. Gelfand y J.J. Sninsky, editores, 1995, Academic Press, San Diego,
CA) en el capitulo 14; PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (M.A. Innis, D. H. Gelfand, J.J. Sninsky
y T.J. White, editores, Academic Press, NY, 1990).

A titulo de ejemplo no limitativo, el sistema de dos cebadores utilizado en el kit transformante de mutagénesis sitio-
dirigida de Clontech, puede utilizarse para introducir mutantes sitio-dirigidos en un polinucleétido codificante de una
forma no modificada de la polimerasa. Tras la desnaturalizacion del plasmido diana en este systema, se hibridan
simultdneamente dos cebadores con el plasmido; uno de estos cebadores contiene la mutacién sitio-dirigida
deseada, y el otro contiene una mutacion en otro punto del plasmido, resultando en la eliminaciéon de un sitio de
restriccion. A continuacion, se lleva a cabo la sintesis de la segunda cadena, ligando intimamente estas dos
mutaciones, y los plasmidos resultantes se transforman en una cepa mutS de E. coli. Se aisla el plasmido de ADN a
partir de las bacterias transformadas, se corta con el enzima de restriccion relevante (linearizando de esta manera
los plasmidos no mutados) y después se transforma nuevamente en E. coli. Este sistema permite la generacion de
mutaciones directamente en un plasmido de expresion, sin la necesidad de subclonar o de generar fagémidos de
cadena sencilla. El ligamiento intimo de las dos mutaciones y la posterior linearizacién de los plasmidos no mutados
resulta en una eficiencia de mutacién elevada y permite un cribado minimo. Tras la sintesis del cebador de sitio de
restriccion inicial, este método requiere la utilizacion de sélo un nuevo tipo de cebador por cada sitio de mutacién. En
lugar de preparar cada mutante posicional por separado, puede sintetizarse un conjunto de cebadores
oligonucledtidos "degenerados de disefio" con el fin de introducir todas las mutaciones deseadas en un sitio dado
simultaneamente. Los transformantes pueden cribarse mediante secuenciacién del ADN plasmidico a través de la
region mutagenizada con el fin de identificar y clasificar los clones mutantes. A continuacion, puede cortarse cada
ADN mutante y analizarse mediante electroforesis, tal como, por ejemplo, en un gel de incremento de la deteccion
de mutaciones (Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg, NJ) para confirmar que no se ha producido ninguna ofra
alteracion de la secuencia (mediante comparacion del desplazamiento de bandas con el control no mutagenizado).
Alternativamente, puede secuenciarse la region de ADN completa para confirmar que no se han producido sucesos
mutacionales adicionales fuera de la region diana.

Los duplex mutantes verificados en vectores de sobreexpresion pET (u otros) pueden utilizarse para transformar E.
coli, tales como, por ejemplo, la cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS, para una produccién de alto nivel de la proteina
mutante y la purificacion mediante protocolos estandares. El método de mapeado por BAR-EM, por ejemplo, puede
utilizarse para comprobar rapidamente la fidelidad de la expresion de mutantes. Esta técnica permite la
secuenciacion de segmentos en toda la proteina completa y proporciona la confianza necesaria en la asignacién de
secuencias. En un experimento de mapeado de este tipo, la proteina se digiere con una proteasa (la eleccién
dependera de la regién especifica que debe modificarse, ya que este segmento resulta de interés primordial y el
mapa restante deberia ser idéntico al mapa de la proteina no mutagenizada). El conjunto de fragmentos de corte se
fracciona mediante, por ejemplo, HPLC Microbore (fase inversa o intercambio idnico, nuevamente dependiendo de la
region especifica que debe modificarse), proporcionando varios péptidos en cada fraccion, y se determinan los
pesos moleculares de los péptidos mediante métodos estandares, tales como BAR-EM. La masa determinada de
cada fragmento seguidamente se compara con los pesos moleculares de los péptidos esperados de la digestion de
la secuencia predicha y se determina rapidamente el grado de correccién de la secuencia. Debido a que este
enfoque de mutagénesis a la modificacién de las proteinas es dirigido, no deberia resultar necesaria la
secuenciacion del péptido alterado en el caso de que los datos de EM concuerden con las predicciones. En caso
necesario para verificar un residuo modificado, puede utilizarse la DIC (disociacion inducida por colision)-EM en
tandem/EM para secuenciar los péptidos de la mezcla en cuestion, o el péptido diana puede purificarse para la
degradacion Edman sustractiva o la digestion con carboxipeptidasa Y, dependiendo de la localizacion de la
modificacion.

Las ADN polimerasas de la invencion con mas de una sustitucién de aminoacido pueden generarse de diversas
maneras. En el caso de los aminoacidos situados estrechamente proximos en la cadena polipeptidica, pueden
mutarse simultdneamente utilizando un oligonucleétido que codifica la totalidad de las sustituciones de aminoacidos
deseadas. Sin embargo, si los aminoacidos se encuentran situados a cierta distancia entre si (separados por mas de
diez aminoacidos, por ejemplo), resulta mas dificil generar un solo oligonucledtido que codifique la totalidad de los
cambios deseados. De esta manera, puede utilizarse cualquiera de dos métodos alternativos. En el primer método,
se genera un oligonucledtido separado para cada aminoacido que debe sustituirse. A continuacion, los
oligonucleétidos se hibridan con el ADN molde de cadena sencilla simultdneamente, y la segunda cadena de ADN
que se sintetiza a partir del molde codificara todas las sustituciones de aminoacidos deseadas. Un método
alternativo implica dos o mas rondas de mutagénesis para producir el mutante deseado. La primera ronda es tal
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como se describe para los mutantes unicos: se utiliza ADN codificante de la polimerasa no modificada para el
molde, un oligonucledtido codificante de la primera o primeras sustituciones de aminoacidos deseadas se hibrida
con este molde y seguidamente se genera la molécula de ADN heteroduplex. La segunda ronda de mutagénesis
utiliza el ADN mutado producido en la primera ronda de mutagénesis como el molde. De esta manera, este molde ya
contiene una o mas mutaciones. El oligonucleétido codificante de la sustitucion o sustituciones de aminoacidos
deseadas adicionales seguidamente se hibrida con este molde, y la cadena resultante de ADN codifica ahora
mutaciones tanto de la primera como de la segunda rondas de mutagénesis. Este ADN resultante puede utilizarse
como molde en una tercera ronda de mutagénesis, y de esta manera sucesivamente. Alternativamente, puede
utilizarse el método de mutagénsis multisitio de Seyfang y Jin (Anal. Biochem. 324:285-291, 2004).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, también se proporcionan acidos nucleicos recombinantes que codifica
cualquiera de las ADN polimerasas de la presente invencién. Utilizando un acido nucleico de la presente invencion,
codificante de una ADN polimerasa de la invencion, puede prepararse una diversidad de vectores. En la practica de
la invencion puede utilizarse cualquier vector que contenga replicon y secuencias de control derivadas de una
especie compatible con la célula huésped. Generalmente, entre los vectores de expresion se incluyen regiones de
acidos nucleicos reguladoras de la transcripcion y la traduccion operablemente ligadas al acido nucleico codificante
de la ADN polimerasa mutante. La expresion "secuencias de control" se refiere a secuencias de ADN necesarias
para la expresion de una secuencia codificante operablemente ligada en un organismo huésped particular. Entre las
secuencias de control que resultan adecuadas para los procariotas se incluyen, por ejemplo, un promotor,
opcionalmente una secuencia de operador, y un sitio de unién ribosémica. Ademas, el vector puede contener un
elemento retrorregulador positivo (ERP) para incrementar la vida media del ARNm transcrito (ver Gelfand et al.,
patente US n° 4.666.848). Las regiones de acidos nucleicos reguladoras de la transcripciéon y la traduccion
generalmente serdn apropiadas para la célula huésped utilizada para expresar la polimerasa. Son conocidas de la
técnica numerosos tipos de vectores de expresion apropiados, y secuencias reguladoras adecuadas, para una
diversidad de células huésped. En general, entre las secuencias reguladoras de la transcripcion y de la traduccion
pueden incluirse, por ejemplo, secuencias de promotor, sitios de unién ribosémica, secuencias de inicio y de parada
de la transcripcion, secuencias de inicio y de parada de la traduccién y secuencias intensificadoras o activadoras. En
realizaciones tipicas, entre las secuencias reguladoras se incluyen un promotor y secuencias de inicio y de parada
de la transcripcion. Entre los vectores también se incluye tipicamente una regién policonectora que contiene varios
sitios de restriccion para la insercion de ADN foraneo. En determinadas realizaciones, se utilizan "etiquetas de
fusion" para facilitar la purificacion y, si se desea, la eliminacion posterior de la secuencia de etiqueta/Flag, por
ejemplo la "etiqueta His". Sin embargo, éstas generalmente resultan innecesarias al purificar una proteina
termoactiva y/o termoestable a partir de un huésped mesofilico (por ejemplo E. coli), en donde puede utilizarse una
"etapa de calentamiento”. La construccion de vectores adecuados que contienen ADN codificante de secuencias de
replicacién, secuencias reguladoras, genes de seleccion fenotipica y la polimerasa mutante de interés se preparan
utilizando procedimientos estandares de ADN recombinante. Los plasmidos, vectores viricos y fragmentos de ADN
aislados se corta, se ajustan y se ligan entre si en un orden especifico para generar los vectores deseados, tal como
es bien conocido de la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York, NY, 2a edicion, 1989)).

En determinadas realizaciones, el vector de expresion contiene un gen de marcador seleccionable que permite la
seleccion de las células huésped transformadas. Los genes de seleccion son bien conocidos de la técnica y varian
segun la célula huésped utilizada. Entre los genes de seleccién adecuados pueden incluirse, por ejemplo, genes
codificantes de resistencia a la ampicilina y/o a la tetraciclina, lo que permite que las células transformadas con estos
vectores crezcan en presencia de estos antibioticos.

En un aspecto de la presente invencién, se introduce un acido nucleico codificante de una ADN polimerasa mutante
en una célula, solo o en combinacion con un vector. La expresion "se introduce" o equivalentes gramaticales en la
presente memoria se refieren a que los acidos nucleicos se introducen en las células de una manera adecuada para
la integracion, amplificacion y/o expresion posteriores del acido nucleico. El método de introduccion esta dictado en
gran medida por el tipo celular diana. Entre los métodos ejemplares se incluyen la precipitacion con CaPOy, la fusion
de liposomas, LIPOFECTIN®, la electroporacion, la infeccion virica y similares.

Los procariotas son utilizados tipicamente como células huésped para las etapas de clonacién iniciales de la
presente invencion. Resultan particularmente utiles para la produccion rapida de grandes cantidades de ADN, para
la produccion de moldes de ADN de cadena sencilla utilizados para la mutagénesis sitio-dirigida, para el cribado de
muchos mutantes simultdneamente y para la secuenciacion de ADN de los mutantes generados. Entre las células
huésped procariéticas adecuadas se incluyen E. coli K12 cepa 94 (ATCC n° 31.446), E. coli cepa W3110 (ATCC n°
27.325), E. coli K12 cepa DG116 (ATCC n° 53.606), E. coli X1776 (ATCC n° 31.537) y E. coli B; sin embargo,
muchas otras cepas de E. coli, tales como HB101, JM101, NM522, NM538, NM539 y muchas otras especies y
géneros de procariotas, incluyendo bacilos tales como Bacillus subtilis, otras enterobacteriaceas tales como
Salmonella typhimurium o Serratia marcescens, y diversas especies de Pseudomonas, pueden utilizarse como
huéspedes. Las células huésped procaridticas u otras células huésped con paredes celulares rigidas se transforman
tipicamente utilizando el método del cloruro de calcio, tal como se describe en la seccion 1.82 de Sambrook et al.,
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supra. Alternativamente, puede utilizarse la electroporacion para la transformacion de estas células. Las técnicas de
transformacion de procariéticas se describen en, por ejemplo, Dower, en: Genetic Engineering, Principles and
Methods 12:275-296 (Plenum Publishing Corp., 1990); Hanahan et al., Meth. Enzymol. 204:63, 1991. Entre los
plasmidos utilizados tipicamente para la transformacién de E. coli se incluyen pBR322, pUCI8, pUCI9, pUCI18,
pUC119 y Bluescript M13, la totalidad de los cuales se describe en las secciones 1.12-1.20 de Sambrook et al.,
supra. Sin embargo, también se encuentran disponibles muchos otros vectores adecuados.

Las ADN polimerasas de la presente invencion se producen tipicamente mediante cultivo de una célula huésped
transformada con un vector de expresion que contiene un acido nucleico codificante de la ADN polimerasa mutante,
bajo las condiciones apropiadas para inducir o provocar la expresién de la ADN polimerasa mutante. Los métodos
de cultivo de células huésped transformadas bajo condiciones adecuadas para la expresion de proteinas son bien
conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., supra). Entre las células huésped adecuadas para la
produccién de las polimerasas mutantes a partir de vectores plasmidos que contienen el promotor pL de lambda se
incluyen E. coli cepa DG116 (ATCC n° 53606) (ver la patente US n° 5.079.352, y Lawyer F.C. et al., PCR Methods
and Applications 2:275-87, 1993). Tras la expresion, la polimerasa mutante puede recolectarse y aislarse. Los
métodos para purificar la ADN polimerasa termoestable se describen en, por ejemplo, Lawyer et al., supra.

Tras la purificacion, la capacidad de las ADN polimerasas mutantes para extender los moldes con cebadores puede
someterse a ensayo en cualquiera de entre diversos ensayos conocidos para medir la extension. Por ejemplo, en
presencia de molécula de molde con cebadores (por ejemplo ADN de M13, etc.), un tampoén apropiado, un juego
completo de dNTP (por ejemplo dATP, dCTP, dGTP y dTTP) e iones metalicos, las ADN polimerasas extenderan los
cebadores, convirtiendo el ADN de cadena sencilla (ADNmc) en ADN de doble cadena (ADNdc). Esta conversion
puede detectarse y cuantificarse mediante, por ejemplo, la adicion de un pigmento de unién a ADNdc, tal como
SYBR verde |. Utilizando un termociclador cinético (ver Watson et al., Anal. Biochem. 329:58-67, 2004, y también
disponible de, por ejemplo, Applied Biosystems, Stratagene y BioRAd), pueden obtenerse imagenes digitales de las
placas de reaccion (por ejemplo a intervalos de 10 a 30 segundos), permitiendo de esta manera realizar un
seguimiento del progreso de las reacciones. El nivel de fluorescencia detectado puede convertirse facilmente en
tasas de extension. Utilizando dichos ensayos rutinarios, pueden determinarse las tasas de extension de los
mutantes respecto a las formas no modificadas de la polimerasa.

Las ADN polimerasas de la presente invencion pueden utilizarse para cualquier fin en el que dicha actividad
enzimatica resulte necesaria o deseada. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en otro aspecto de la invencién
se proporcionan métodos de extensién de cebadores utilizando las ADN polimerasas de la invencion. Las
condiciones adecuadas para la extensién de cebadores son conocidas de la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et
al., supra). Ver también Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology (4a edicion, John Wiley & Sons, 1999).
Generalmente se aparea un cebador, es decir, se hibrida, con un acido nucleico diana, formando un complejo de
cebador-molde. El complejo de cebador-molde se pone en contacto con la ADN polimerasa mutante y nucleétidos
libres en un medio adecuado para permitir la adicion de uno o mas nucleétidos al extremo 3' del cebador,
produciendo de esta manera un cebador extendido que es complementario al acido nucleico diana. El cebador
puede incluir, por ejemplo, uno 0 mas analogos de nucleétido. Ademas, los nucledtidos libres pueden ser nucleétidos
convencionales, nucledtidos no convencionales (por ejemplo ribonucleétidos o nucleétidos marcados) o una mezcla
de los mismos. En algunas variaciones, la reaccion de extension de cebador comprende la amplificacion de un acido
nucleico diana. Las condiciones adecuadas para la amplificacién de los acidos nucleicos utilizando una ADN
polimerasa y una pareja de cebadores también son conocidas de la técnica (por ejemplo los métodos de
amplificacion por PCR). Ver, por ejemplo, Sambrook et al., supra; Ausubuel et al., supra; PCR Applications:
Protocols for Functional Genomics (Innis et al., editores, Academic Press, 1999). En otras realizaciones no
mutuamente exclusivas, la reaccién de extensién de cebadores comprende la transcripcion inversa de un molde de
ARN (por ejemplo la RT-PCR). La utilizacion de las presentes polimerasas mutantes, que proporcionan una tasa de
extensién mejorada, proporcionan, por ejemplo, la capacidad de llevar a cabo dichas reacciones de extensiéon de
cebadores con tiempos de incubacion relativamente cortos, concentraciones de enzima reducidas y/o un rendimiento
de producto incrementado.

En todavia otras realizaciones, las ADN polimerasas de la invencion se utilizan para la extension de cebadores en el
contexto de la secuenciacion del ADN, el marcaje del ADN o el marcaje de los productos de extension de cebadores.
Por ejemplo, la secuenciacion del ADN mediante el método del dideoxinucledtido de Sanger (Sanger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463, 1977) es mejorada por la presente invencion para las polimerasas capaces de
incorporar nucleétidos de terminacion de cadena no convencionales. Los avances en el método basico de Sanger et
al. han proporcionado nuevos vectores (Yanisch-Perron et al., Gene 33:103-119, 1985) y analogos de bases (Mills et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:2232-2235, 1979, y Barr et al., Biotechniques 4:428-432, 1986). En general, la
secuenciacion del ADN requiere la extension de cebadores dependiente de molde en presencia de analogos de
bases terminadores de cadena, resultando en una distribuciéon de fragmentos parciales que posteriormente se
separan segun tamafio. El procedimiento basico de secuenciacién dideoxi implica: (i) la hibridaciéon de un cebador
oligonucledtido, opcionalmente marcado, con un molde, (ii) la extension del cebador con ADN polimerasa en cuatro
reacciones separadas, conteniendo cada uno una mezcla de dNTP no marcados y una cantidad limitante de un
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agente terminador de cadena, tal como un ddNTP, opcionalmente marcado, e (iii) la resoluciéon de los cuatro
conjuntos de productos de reaccidon en un gel desnaturalizante de alta resolucion de poliacrilamida/urea. Los
productos de reaccién pueden detectarse en el gel mediante autorradiografia o mediante deteccion de fluorescencia,
dependiendo del marcaje utilizado, y la imagen puede examinarse para inferir la secuencia de nucleétidos. Estos
métodos utilizan la ADN polimerasa, tal como el fragmento Klenow de Pol | de E. coli o una ADN polimerasa de T7
modificada.

La disponibilidad de las polimerasas termoestables, tales como la ADN polimerasa Taq, resultdé en métodos
mejorados de secuenciacion con ADN polimerasa termoestable (ver Innis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:9436,
1988) y modificaciones de los mismos denominadas "secuenciacién ciclica" (Murray, Nuc. Acids Res. 17:8889,
1989). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, las polimerasas termoestables mutantes de la presente invencion
pueden utilizarse conjuntamente con dichos métodos. A modo de alternativa a la secuenciaciéon dideoxi basica, la
secuenciacion ciclica es una amplificaciéon asimétrica lineal de secuencias diana complementarias a la secuencia del
molde en presencia de terminadores de cadena. Un Unico ciclo produce una familia de productos de extensién de
todas las longitudes posibles. Tras la desnaturalizacién del producto de reaccién de extension a partir del ADN
molde, se producen multiples ciclos de hibridacién del cebador y de extensién del cebador en presencia de
terminadores tales como los ddNTP. La secuenciacion ciclica requiere menos ADN molde que la secuenciacion
convencional de terminacion de cadena. Las ADN polimerasas termoestables presentan varias ventajas en la
secuenciacion ciclica: toleran las temperaturas restrictivas de hibridaciéon que resultan necesarias para la hibridacion
especifica de los cebadores con las dianas de acidos nucleicos, asi como toleran los miltiples ciclos de
desnaturalizaciéon a alta temperatura que se producen en cada ciclo, por ejemplo a 90-95°C. Por ello, la ADN
polimerasa AMPLITAQ® y sus derivados y descendientes, por ejemplo la ADN polimerasa CS AmpliTaq y la ADN
polimerasa FS AmpliTaq se han incluido en los kits de secuenciacién ciclica Taq comercializados por compaiias
tales como Perkin-Elmer (Norwalk, CT) y Applied Biosystems (Foster City, CA).

Entre las variaciones de los métodos de secuenciaciéon por terminacion de cadena se incluyen la secuenciacion de
pigmento-cebador y la secuenciacion de pigmento-terminador. En la secuenciacion de pigmento-cebador, los
terminadores ddNTP no se encuentran marcados y se utiliza un cebador marcado para detectar los productos de
extension (Smith et al., Nature 32:674-679, 1986). En la secuenciacion de ADN de pigmento-terminador, se utiliza
una ADN polimerasa para incorporar los dNTP y los ddNTP marcados fluorescentemente en el extremo de un
cebador de ADN (Lee et al., Nuc. Acids Res. 20:2471, 1992). Este procedimiento ofrece la ventaja de que no resulta
necesario sintetizar cebadores marcados con pigmento. Ademas, las reacciones de pigmento terminador resultan
mas convenientes en el aspecto de que la totalidad de las cuatro reacciones puede llevarse a cabo en el mismo
tubo.

Los métodos tanto de pigmento-cebador como de pigmento-terminador pueden automatizarse utilizando un
instrumento de secuenciacion automatizado producido por Applied Biosystems (Foster City, CA) (patente US n°
5.171.534). Al utilizar el instrumento, la mezcla de reaccion de secuenciacién completada se fracciona en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante o en capilares montados en el instrumento. Un laser en la parte inferior del
instrumento detecta los productos fluorescentes al someterlos a electroforesis segun tamario a través del gel.

Comunmente se utilizan dos tipos de pigmentos fluorescentes para marcar los terminadores utilizados para la
secuenciacion de pigmento-terminador: pigmentos fluorescentes con carga negativa y zwiteridénicos. Entre los
pigmentos fluorescentes con carga negativa se incluyen los de la familia de la fluoresceina y de BODIPY. Los
pigmentos BODIPY (4,4-difloro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) se describen en la publicacion de patente
internacional WO n° 97/00967. Entre los pigmentos fluorescentes zwiteridnicos se incluyen los de la familia de la
rodamina. Los kits de secuenciacion ciclica comercialmente disponibles utilizan terminadores marcados con
derivados de rodamina. Sin embargo, los terminadores marcados con rodamina son bastante caros y el producto
debe separarse de pigmento no incorporado-ddNTP antes de cargarlos en el gel, ya que comigran con los productos
de secuenciacion. Los terminadores de la familia del pigmento rodamina aparentemente estabilizan las estructuras
de horquilla en las regiones ricas en GC, lo que provoca que los productos migren andémalamente. Lo anterior
requiere la utilizacion de dITP, que relaja la estructura secundaria, aunque también afecta a la eficiencia de la
incorporacion del terminador.

En contraste, los terminadores marcados con fluoresceina eliminan la etapa de separacién previamente a la carga
en el gel, ya que presentan una carga negativa neta mayor y migran mas rapidamente que los productos de
secuenciacion. Ademas, los productos de secuenciacion marcados con fluoresceina presentan una migraciéon
electroforética mejor que los productos de secuenciacidon marcados con rodamina. Aunque la ADN polimerasa Taq
de tipo salvaje no incorpora eficientemente los terminadores marcados con pigmentos de la familia de la
fluoresceina, lo anterior ahora puede llevarse a cabo eficientemente mediante la utilizacion de los enzimas
modificados que se indican en la solicitud publicada de patente US n° 2002/0142333. De acuerdo con lo
anteriormente expuesto, las modificaciones descritas en el documento US n°® 2002/142333 pueden utilizarse en el
contexto de la presente invencion para producir polimerasas termoestables que incorporan pigmento de la familia de
la fluoresceina que presentan tasas mejoradas de extension de cebador. Por ejemplo, en determinadas
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realizaciones, la ADN polimerasa no modificada segun la presente invencion es una polimerasa termoestable
modificada tal como se describe en el documento US n° 2002/0142333 y que presenta el motivo indicado en SEC ID
n°® 16 de SEC ID n° 33, respectivamente.

Entre otros formatos ejemplares de secuenciacién de acidos nucleicos en los que pueden utilizarse las ADN
polimerasas de la invencion se incluyen aquellos que implican compuestos terminadores que incluyen analogos 2'-
PO. de ribonucledtidos (ver, por ejemplo, las solicitudes publicadas de patente US n° 2005/0037991 y n°
2005/0037398, y la solicitud de patente US n° 11/583,605, titulada "SYNTHESIS AND COMPOSITIONS OF
NUCLEIC ACIDS COMPRISING 2-TERMINATOR NUCLEOSIDES", presentada el 19 de octubre de 2006, de
Bodepudi et al. y las solicitud de patente US n° 11/583,606, titulada "2’-TERMINATOR RELATED PYROPHOSPHO-
ROLYSIS ACTIVATED POLYMERIZATION", presentada el 19 de octubre de 2006, de Gelfand et al.). Las ADN
polimerasas indicadas en la presente memoria generalmente mejoran dichos métodos de secuenciacién, por
ejemplo mediante la reduccion del tiempo necesario para las reacciones cicladas de extension y/o mediante la
reduccién de la cantidad o concentracién de enzima que se utiliza para un rendimiento satisfactorio.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan kits para la utilizacion en métodos de extensién de
cebadores descritos en la presente memoria. Tipicamente, el kit se compartimentaliza para facilitar el uso y contiene
por lo menos un recipiente que proporciona una ADN polimerasa mutada segun la presente invencion. También
pueden incluirse uno o mas recipientes adicionales que proporcionan uno o mas reactivos adicionales. Dichos
recipientes adicionales pueden incluir cualesquiera reactivos u otros elementos reconocidos por el experto en la
materia para la utilizacién en procedimiento de extension de cebadores segun los métodos descritos anteriormente,
incluyendo reactivos para la utilizacién en, por ejemplo, procedimientos de amplificacién de acidos nucleicos (por
ejemplo PCR, RT-PCR), procedimientos de secuenciacion de ADN o procedimientos de marcaje de ADN. En
particular, el kit incluye ademas un recipiente que proporciona un cebador sentido 5' hibridable, bajo condiciones de
extensién de cebadores, con un polinucleétido molde predeterminado, o una pareja de cebadores que comprende el
cebador sentido 5' y un cebador antisentido 3' correspondiente. El kit incluye ademas uno o mas recipientes que
proporciona nucleétidos libres (convencionales y/o no convencionales). En particular, el kit incluye dNTP a-
fosforotioato, dUTP, dITP y/o dNTP marcados, tales como, por ejemplo, los dNTP de la familia del pigmento
fluoresceina o del pigmento cianina. El kit segin la invencién incluye ademas uno o mas recipientes que
proporcionan un tampoén adecuado para una reaccion de extension de cebadores.

Ejemplos

EJEMPLO 1: IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE UNA ADN POLIMERASA MUTANTE CON ACTIVIDAD
DE EXTENSION MEJORADA

Se identific6 una mutaciéon en las polimerasas de la familia CS que proporcionaba, por ejemplo, una capacidad
mejorada de extender los moldes de ADN cebados en presencia de nucleétidos libres. En breve, entre las etapas de
este procedimiento de cribado se incluian la generacion de una biblioteca, la expresion y purificacion parcial de
enzimas mutantes, el cribado de los enzimas para la propiedad deseada, la secuenciacién del ADN, la purificacién
clonal y la caracterizacion adicional de los mutantes seleccionados. Se describe en mayor detalle a continuacion
cada una de estas etapas.

La mutacion identificada mediante este procedimiento era E558G. La mutacién resultdé en una capacidad mejorada
de extender los moldes cebados. En el contexto particular de la mutacion E678G, que permite la incorporacion de
ribonucledtidos y otros nucleétidos modificados en la posicién 2', pero que también resultan en una capacidad
deteriorada de extender moldes cebados, la mutacion E558G mejora dicha propiedad de capacidad deteriorada de
extensién de cebadores.

Generacion de biblioteca clonal: un acido nucleico codificante del dominio de polimerasa de la ADN polimerasa CS5
E678G se sometiéo a PCR mutagénica propensa a errores.

Se llevd a cabo una PCR utilizando un abanico de concentraciones de Mg2+ de entre 1,8 y 3,5 mM con el fin de
generar bibliotecas con un abanico correspondiente de tasas de mutacién. Las condiciones del tampén eran: bicina
50 mM, pH 8,2, KOAc 115 mM, glicerol al 8%£/v, 0,2 mM de cada dNTP y 0,2X de SYBR Verde I. Se utilizé un
enzima de PCR de inicio en caliente GeneAmp~ AccuRT a razén de 0,15 U/ml. Partiendo de 5x10° copias de ADN
de pldsmido CS5 E678G/volumen de reaccion de 50 ml, se llevaron a cabo 30 ciclos de amplificacién utilizando una
temperatura de hibridacion de 60°C durante 15 segundos, una temperatura de extension de 72°C durante 45
segundos y una temperatura de desnaturalizacion de 95°C durante 15 segundos.

Se purifico el amplicon resultante en una columna de centrifugacion Qiaquick (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) y se
corté con Bg1 Il e Hind Ill, y después se purific6 nuevamente. Se prepard un vector plasmido, una modificacion de
CS5 G46E L329A que portaba una delecién grande en el dominio de polimerasa entre los sitios Bglll e Hindlll,
mediante el corte con los mismos dos enzimas de restriccion y el tratamiento con fosfatasa intestinal bovina (FIB). El
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vector cortado y la insercion mutada se mezclaron en diferentes proporciones y se trataron con ligasa de T4 durante
la noche a 15°C. Se purificaron las ligaciones y se transformaron en E. coli cepa LK3 mediante electroporacion.

Se sembraron alicuotas en una placa con medio selectivo con ampicilina con el fin de determinar el nimero de
transformantes Unicos en cada transformacion. Las transformaciones con los transformantes mas Unicos a cada tasa
de mutagénesis se almacenaron a una temperatura de entre -70°C y -80°C en presencia de glicerol como
crioprotector.

A continuacién, se extendié cada biblioteca sobre placas de agar de gran formato selectivas con ampicilina. Se
transfirieron colonias individuales a placas de 384 pocillos que contenia 2X caldo Luria con ampicilina y glicerol al
10% p/v utilizando un recolector automatico de colonias (QPix2, Genetic Ltd.). Estas placas se incubaron durante la
noche a 30°C para permitir el crecimiento de los cultivos y después se almacenaron entre -70°C y -80°C. El glicerol
afadido al 2X caldo Luria fue suficientemente poco para permitir el crecimiento del cultivo, aunque suficientemente
alto para proporcionar crioproteccion. Se prepararon varios miles de colonias a varios niveles de mutagénesis (Mg”)
de esta manera para el uso posterior.

Preparacion de biblioteca de extractos Parte 1 - Fermentacion: A partir de las bibliotecas clonales indicadas
anteriormente, se prepard una biblioteca correspondiente de extractos parcialmente purificados adecuados para los
fines de cribado. La primera etapa de este procedimiento fue preparar cultivos de expresion a pequefa escala de
cada clon. Estos cultivos se cultivaron en formato de 96 pocillos; por lo tanto, habia 4 placas de cultivo de expresion
por cada placa de biblioteca de 384 pocillos. Se transfirié un ml de cada pocillo de la placa de biblioteca clonal a un
pocillo de una placa de inéculos de 96 pocillos, que contenia 150 ml de medio A (ver la Tabla 3, posteriormente).
Esta placa de inéculos se agité durante la noche a 1.150 rpm a 30°C en un incubador/agitador de placas iIEMS
(ThermoElectron). A continuacion, estos cultivos de indculos se utilizaron para inocular el mismo medio, esta vez
inoculando 10 ml en 300 ml de medio A en placas de 96 pocillos de gran formato (Nunc n® 267334). Estas placas se
incubaron durante la noche a 37°C. El plasmido de expresion contenia elementos de control transcripcional que
permitian la expresion a 37°C pero no a 30°C. Tras la incubaciéon durante la noche, los cultivos expresaban la
proteina de clon tipicamente a razén de 1-10% de las proteinas celulares totales. Las células de estos cultivos se
recolectaron mediante centrifugacion. Estas células se congelaron (-20°C) o se procesaron inmediatamente, tal
como se indica a continuacion.

Tabla 3. Medio A (esterilizado mediante filtracién previamente a la utilizacion)

Componente Concentracion
MgS0,.7H,0 0,2 g/l
Acido citrico.H,0O 29/l
KoHPO4 10 g/l
NaNH4PO4.4H,0 3,59/
MgSQO4 2 mM
Casaminoacidos 2,59/
Glucosa 249l
HCI de tiamina 10 mg/l
Ampicilina 100 mg/l

Preparacion de biblioteca de extractos Parte 2 - Extraccion: Se resuspendieron pellets cellulares de la etapa de
fermentaciéon en 30 ml de tampén de lisis (Tabla 4, posteriormente) y se transfirieron a placas del termociclador de
384 pocillos. Observar que el tampén contenia lisozima para ayudar a la lisis celular, y dos nucleasas para eliminar
tanto el ARN como el ADN del extracto. Las placas se sometieron a tres rondas de congelacion-descongelaciaon (-
70°C congelacion, 37°C descongelacion, no menos de 15 minutos en cada etapa) para lisar las células. Se afiadid
sulfato aménico (5 ml de una solucién 0,75 M) y las placas se incubaron a 75°C durante 15 minutos con el fin de
precipitar e inactivar las proteinas contaminantes, incluyendo las nucleasas afiadidas exdgenamente. Las placas se
centrifugaron a 3.000xg durante 15 minutos y los sobrenadantes se transfirieron a una placa de termociclador nueva
de 384 pocillos. Estas placas de extractos se congelaron a -20°C para la utilizacién posterior en cribados. Cada
pocillo contenia aproximadamente 0,5 a 3 mM del enzima polimerasa mutante.

Tabla 4. Tampodn de lisis
C Concentracion o
omponente .
porcentaje
Tris pH 8,0 20 mM
EDTA 1 mM
MgCl, 5mM
TLCK 1 mM
Leupeptina 1 mg/ml
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Pefabloc 0,5 mg/ml
Tween-20 al 0,5% viv
LISOZI(rola (procedente 2 mg/ml
e polvos)
ARNasa 0,025 mg/ml
ADNasa | 0,075 unidades/ml

Cribado de bibliotecas de extractos para tasa de extension mejorada: se utilizo ADN de cadena sencilla M13mp18
(ADN de M13), cebado con un oligonucledtido que presentaba la secuencia siguiente:

5’-GGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGC-3' (SEC ID n° 28)

como la molécula de molde en el cribado del ensayo de extensidén. En este cribado, las placas de extractos
indicadas anteriormente se diluyeron 10 veces en Tris 10 mM, pH 8,0/ EDTA 1 mM/KCI 100 mM/Tween-20 al 0,2%
y se tratd por calor a 90°C durante 10 minutos, con el fin de incrementar la pureza. Se afiadié 1,0 ml de extracto a 13
ml de mezcla maestra de reaccion que contenia 1 nM de molde de M13 cebado en placas de PCR de 384 pocillos.
Se realiz6 un seguimiento de la extension del molde cebado a 64°C cada 20 segundos en un ciclador térmico
cinético modificado utilizando una camara de CCD. A continuacién se lista una mezcla maestra de reaccion tipica. La
mezcla de reaccion contenia ademas Tricina 100 mM, pH 8,0, KOAc 20 mM, MgCl, 3 mM, tampén de
almacenamiento de enzima al 2,5% v/v que contenia Tween-20 al 0,5%, 0,1 mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP
y dTTP y SYBR Verde | a 0,6X (Molecular Probes), que permitié la deteccion fluorescente de la extension de la
cadena de cebador. Con el fin de distinguir la fluorescencia derivada de la extension de la fluorescencia de fondo, se
incluyeron pocillos paralelos en el experimento en el que se habia bloqueado la extensién de la cadena de cebador,
por ejemplo mediante adicién de un quelante metalico tal como EDTA, o excluyendo los nucledtidos de la mezcla
maestra de reaccion.

En este cribado se identificaron extractos mutantes que mostraban una tasa incrementada de extension. El cribado
primario se llevd a cabo a la escala de miles de extractos. Los pocillos de cultivo correspondientes a los mejores
extractos se seleccionaron para ensayos posteriores. En primer lugar se estriaron en placas de agar selectivas para
garantizar la pureza clonal. Se purific el enzima mutante a partir de 100 ml de cultivos en matraz de agitacién y se
determind la concentracion mediante densitometria en gel. Estas preparaciones de enzima cuantificadas se
compararon con el enzima parental bajo las condiciones utilizadas en el cribado, aunque a igual concentracion de
proteina. Este cribado final garantiz6 que las diferencias observadas no eran simplemente efectos de la
concentracion de proteina.

Tras esta ronda final de cribado, aparentemente cinco clones todavia presentaban tasas de extensién mejoradas. Se
determind que las secuencias de estos clones codificaban para los cambios de aminoacidos siguientes respecto a la
cepa parental:

clon 1: S671 F

clon 2: S671F

clon 3: Q610R E779K 1812L M844|
clon 4: E558G 1829V

clon 5: E558G K861M

En el caso de los clones 1y 2, resulta evidente que la mutacion S671F debe haber sido responsable del fenotipo
observado, ya que era la Unica mutacion de aminoacido en el clon. Para el clon 3, el fenotipo con toda probabilidad
era el resultado de la mutacién Q601R, basandose en otros resultados. Debido a que tanto el clon 4 como el 5
portan la misma mutacién E558G, aparentemente esta mutacion era con toda probabilidad responsable del fenotipo
observado. Para confirmarlo, se muté un clon parental (ADN polimerasa CS5 G46E L329A E678G, "GLE") para que
incluyese una mutacion E558G adicional (ADN polimerasa CS5 G46E L329A E558G E678G, "GLEE") utilizando la
bien conocida técnica de la mutagénesis in vitro mediante PCR solapante. El plasmido resultante se secuencio para
confirmar que portaba la mutacién deseada y no otra mutaciones no deseadas que ocasionalmente se generan
durante las etapas de PCR de este procedimiento.

El nuevo plasmido se transformé en el huésped E. coli cepa LK3 y la proteina polimerasa se expreso, se purificd a
homogeneidad y se cuantificd. Estos nuevos enzimas mutantes resultantes se compararon con los tipos parentales y
con otros mutantes, bajo condiciones similares a las del cribado original. Se muestran los resultados en la figura 4.
La cepa portadora de la mutacion E558G, "GLEE", era mas de 12 veces mas rapida en la extension de M13 cebado
que el clon parental "GLE" bajo las condiciones del presente ensayo. Resulta evidente a partir de estos datos que la
mutacion E558G era unica responsable del fenotipo mejorado de los clones mutantes 4 y 5. La figura también
demuestra la tasa relativa de otras mutaciones determinadas en el esqueleto GLE, tales como D640G ("GLDE"),
D573G ("997-01"), Q601R ("GLQE"), S671F ("GLSE"), asi como clones portadores de mudltiples mutaciones, tales
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como la combinacion de Q601R, S671F y D640G ("GLQDSE") y finalmente E558G en combinacién con Q601R,

S671F y D640G ("GLEQDSE").
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<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermus

thermophilus (Tth)
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Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu

1 5 10 15
Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Arg Leu
20 25
<210> 4
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermus
caldophilus (Tca)

<400> 4
Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu
1 5 10 15
Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Arg Leu
20 25
<210>5
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermus sp.
Z05 (Z05)

<400> 5

Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu
1 5 10 15
Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Arg Leu

20 25

<210>6

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermus aquaticus
(Taq)

<400> 6

Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu
1 5 10 15
Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu
20 25

<210>7

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermus flavus (Tfl)

<400>7
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Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu

1 5 10 15
Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu '
20 25
<210> 8
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermus filiformis
(Tfi)

<400> 8
His Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu
1 5 10 15
Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu
20 25
<210>9
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermus sp. sps17
(Sps17)

<400> 9

His Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gln Leu

1 5 10 ‘ 15
Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu
20 25

<210> 10
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Deinococcus
radiodurans (Dra)

<400> 10
His Glu Tyr Ala Gly Glu Glu Phe His Ile Arg Ser Pro Lys Gln Leu
1 5 10 15
Glu Thr Val Leu Tyr Asp Lys Leu Glu Leu
20 25
<210> 11
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica familia Hot
Spring/clon 7 (HspB)

<400> 11
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Tyr Thr Leu Ala Gly Glu Ala Phe Asn

1 5
Gly Ala Ile Leu Phe Glu Lys Leu Gly
20 25
<210> 12
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién del dominio polimerasa de ADN polimerasa
stearothermophilus (Bst)

<223> regién del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Bacillus caldotenax

Tyr Glu Leu Ala Gly Gln Glu Phe Asn Ile Asn Ser Pro Lys Gln Leu

<223> regioén del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Escherichia coli

His Glu Ile Ala Gly Glu Glu Phe Asn Leu Ser Ser Thr Lys Gln Leu

<400> 12
Tyr Glu Leu Ala Gly Gln Glu Phe Asn
1 5
Gly Thr Val Leu Phe Asp Lys Leu Gln
20 25
<210> 13
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
(Bca)
<400> 13
1 5
Gly Val Ile Leu Phe Glu Lys Leu Gln
20 25
<210> 14
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
(Eco)
<400> 14
1 5
Gln Thr Ile Leu Phe Glu Lys Gln Gly
20 25
<210> 15
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermotoga

maritime (Tma)

30

Ile Gly Ser Pro Lys Gln Leu

10
Leu

termoestable de la bacteria termofilica Bacillus

Ile Asn Ser Pro Lys Gln Leu
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Leu

10
Leu

10
Ile
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<400> 15
Tyr Arg Ile Ala Gly Glu Pro Phe Asn Ile Asn Ser Pro Lys Gln Val
1 5 10 15
Ser Arg Ile Leu Phe Glu Lys Leu Gly Ile
20 25
<210> 16
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermotoga
neapolitana (Tne)

<400> 16
Tyr Gln Ile Ala Gly Glu Pro Phe Asn Ile Asn Ser Pro Lys Gln Val
1 5 10 15
Ser Asn Ile Leu Phe Glu Lys Leu Gly Ile
20 25
<210> 17
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica Thermosipho
africanus (Taf)

<400> 17

Phe Glu Ile Ala Gly Glu Thr Phe Asn Leu Asn Ser Ser Thr Gln Val

1 5 10 15

Ala Tyr Ile Leu Phe Glu Lys Leu Asn Ile

20 25

<210> 18
<211> 26
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable de la bacteria termofilica familia A Hot Spring
(HspA)

<400> 18

Tyr Ala Gln Ala Gly Glu Val Phe Asn Leu Asn Ser Pro Lys Gln Leu

1 5 10 15

Gly Ser Leu Leu Phe Glu Lys Leu Lys Leu

20 25

<210> 19
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable del bacteriéfago T7 (T7).
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<400> 19
Val Glu His Val Val Phe Asn Pro Ser Ser Arg Asp His Ile Gln Lys
1 5 10 15
Lys Leu Gln Glu Ala Gly Trp Val
5 20
<210> 20
<211> 893

10 <212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN polimerasa termoestable quimérica CS5
15

<400> 20

Maet Lys Ala Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu Leu
1 5 10 15
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Val
Leu
Lys
Val
65

Ala

Leu

Glu

Lew
Val
225
Leu
GLlu
Ala
Leu
Val

305
Ala

Leu
Lys
Azn
385
Val
Asn
Tyr
Fhe
Ser

465
Leay

Asp
Thr
Ser
50

Val
Tyr
Ala
Val
Rla
134
Leau
His
Glu
Leu
Lys
210
Lys
Lys
Val
Ehe
Leu

240
Glu

1 Gly

His
Leu
370
Leu
Pro
Glu
Lys
Gly
450
Cys

Lys

Gly

Thr

Gln
Fro

1495
Glu

Leu
hsp
Lew
275
Glu
Phe
Asp
Ile
His
355
Lys
Lys
Pro
Lys
Met
435
Fhe

Glu

Leu

His
20

Ser
Leu
Asp
hla
Ila
100
Gly
Arg
Gln
Ile
Trp
180
Gly
Trp
Glu
Ser
Fhe
2e0
Glu
Glu
Glu
Leu
Ser
340
Arg
Glu
Phe
Tyr
Lys
420
Thr
Ser

Asp
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His
Arg
Lys
Ala
Gly
85

Lys
Phe
Glu
Leu
Thr
165
Val
Val
Gly
Ser
Leu
245
Ala
Arg
Ser
Lys
Glu
325
Val
Asn
Ile
Asp
Phe
405
Fhe
Ser
Fhe

Rla

Glu
485
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Leu
Gly
Ala
Lys
0

Arg
Glu
Glu
Gly
Val
150
Pro
Aap
Lys
Ser
Val
230
Glu
hrg
Leu
Glu
Lew
310
Thr
Ser
Ala
Leu
Tyr
350
Rsp
Asn
Tyr
Ala
Asp

170
Ala

Ala
Glu
Lew
55

Ala
Rla
Leu
Ala
Tyr
135
Sar
Glu
Phe
Gly
Ly
215
Arg
Leu
Arg
Glu
Fro
295
Tle
Ser
Phe
Gln
Glu
375
Lys
The
Leu
Gln
Asp
455

Ile

P.Ep

Tyr
Pro
40

Lys
Pro
Pro
Val
Asp
120
Glu
Asp

Trp

Ile
200
Glu
Glu
Sar
Arg
Fhe
280
Val
Glu
Ser
Lys
Bsn
360
Asp
Val
Mat
A=sp
Glu
440
Val
Thr

Leu

Arg

Val

Thr
Rsp
105
Rsp
Val
Arg
Lau
Ala
185
Gly

ASN

Leu
Fro
345
Leu
Fro
Lew
Ile
bazp
475
Leu
Fro

Tyr

Glu

33

Thr
Gln
hsp
Fhe
Pro
20

Leu

Val

Val
Trp
174
Leu
Glu
Ile
Ile
Val
250
Fro
Ser

Tvr

. Lew

Asp
330
Lys
Asp
Gly
Mat
Ala
410
Leun
Mat
Val

Arg

Asn
480

FPhe
Ala
Gly
Arg
75

Glu

Leu

Ly

7 Ile

Ala
155
Glu
Val
Lys
Leuw
Lys
235
Arg
AsSp
Leuw
Arg
Arg
315
Fro
Glu
Glu
Ala
Val
335
Ala
Ala
Sar
Glu
Leu

175
Wal

Phe
Val
Tyr
His
Asp
Gly
Ala
Leau
140
Val
Lys
Gly
Thr
Lys
224
Ala
Ser
Arg
Leuw
Ile
300
Glu
Fhe
Ala
Lys
Lys
380
Lys
Tyr
Leau
Pha
Lys
46
Tyr

Fhe

Ala
TyE
45

Lys
Glu
Phe
Phe
The
125
Thr
Ly
Tyr
Asp
Ala
205
Esn
His
Asp
Glu
His
285
Val
ser
Asp
Tyr
Glu
165
Ile
Gly
Lew
Lys
Ser
445
Ala

Lys

Tyr

Leu
30
Gly
Ala
hla
Pro
Thr
110
Lew
Ala
His
Gly
Pro
130
Leu
Lau
Leu
Leu
Gly
270
Glu
Lys
Pro
Cys
Tyr
350
Val
Val
Val
Lew
Phe
430
Phe
Ala

Thr

Lys

Ly=s
Phe
Val
Tyr
Arg
95
g
Ala
Asp
Pro
Leu
I7s
Ser
Lys
Asp
Glu
Pro
255
Leu
Fhe
Asp
Ser
Azp
335
Ile
Leu
Gly
Glu
Glu
415
Leu
Pra
REn

Leuy

Ile
4495

Gly
Ala
Phe
Glu
80
Gln
Leu
Lys
Arg
Glu
160
Lys
Asp
Lau
Arg
Asp
240
Leu
Arg
Gly
Leu
Phe
320
Ile
Fro
Lys -
Gln
Fro
400
Bro
Gly
Lau
Tyr
Ser

180
Glu
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Met
Val
Leu
Asn
545
Gly
Arg
Leu
Asp
Ser
BE5
Fro
Arg
Asp
Glu
Thr
105
Met
Thr
Glu
Tye
Thr
TBS

Aryg

Gln

Val

Pro

<210> 21
<211> 893
<212> PRT

Pro
Asp
Glu
530
Ile
Ile
ILle
Ile
Ala
610
Fhe
Asn
Lys
Twr
Asn
590
Ala
Arg
Pro
Lys
Ile
T
Lew
Asn
Gly
Glu
Asp
850
Glu

Leu

Leaw
Thr
515
Glu
ASn
Lys
Glu
Leu
555
Leu
Asn
Leu
Ala
Ser
675
Leu
Ser
Arg
Tyr
Met
755
Gln
Phe
Thr
The
Leu
B35
Glu

Leu

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
500
Glu
Leu
Sar
Fro
Val
580
Glu
Fro
Gln
Glin
Ile
a0
Gln
Leu
Rrg
Ala
Gly
T40
[le
Arg
Gly
Gln
Ala

8240
Lys

Val

Val

Asn
EPhe
Rla
Pro
Arg
565
Leu
Tvr
Lys
Thr
Asn
£45
Val
Ile
Arg
Ile
Gly
725
Leu
Val
Val
Areg
Ala
805
Ala
Glu
Val
Lys

hap
385

ES 2 403 591 T3

Val

Leu I

Glu
Lys
550
Gly
Glu
Arg
Met
Gly
530
Leu
Pro
Glu
Rla
Fhe
710
Lys
Ser

Asn

Val

790
Glu

Asp
Arg
Fhe
AsSp

E70
Val

Leu

Glu
535
Gln
Liys

Glu

Gln
Leu
Phe
95
Asn
Met
Val
Tyr
Ser
T8
Arg
Gly
Ile
Lys
Glu
855
Arg

The

Ala
Lys
520
Ile
Val
Thr
Leu
Ile
a00
Bsn
Ala
Thr
Asp
Arg
agdo
Glu
Val
Val
Arg
Fhe
760
Glu
Asp
Glu
Ile
Met
540
Val

Met

Ile

<223> ADN polimerasa termoestable quimérica CS6

<400> 21

Arg
505
Leu
Tyr
Ser
Thr
Ala
585
Gln
Fro
Thr
Lys
Pro
a65
Ile
Glu
Lys
Asn
Leu
745
Val
Ala

Ile

Arg

Lys
825
Arg
Pro

Thr

Gly

34

et
Ser
Arg
Arg
Lys
570
Gly
Lys
Lys
Gly
Ser
a50
Asn
Leu
Gly
Pro
Fhe
T30
Gly
Leu
Lys
Pro
Ila
Bl0

Lew

Ser

Bsn

Lys=
280

Glu
Glu
Ile
Ile
555
Thr
Glu
Leuw
Thre
Arg
535
Glu
Trp
Ala
Ile
Glu
715
Ser
Val
Tyr
Glu
Gln
795
Rla
hla
Lys
Glu
Val

875
Thr

Leu
Glu
Ala
540
Leu
Gly
His
Lys
Gly
620

Leu

Glu

Terp I

His
Asp
J00
Glu
Ile
Pro
Pro
Lys
780
Leu
Ile
Met
Meat
Glu
860

Val

Trp

Asn
Tyr
525
Gly
Fhe
Asp
Glu
Ser
605
Arg

Ser

Gly

Leu
BES
Val
Wal
Ile
Val
Lys
TES
Gly
Met
Asn
Ile
Ile
45
Lys
Lys

Ser

GLy
510
Gly
Glu
Glu
Tyr
Ile
590
Thr
Ile
Ser
Lys
Val
a0
Ser
His
Thre
Tyr
Lyﬁ
750
Val
Tye
Ala
Thr
Glu
830
Ile

h=p

Leu

Val
Lys
Fro
Lys
Ser
575
Ile
Tvr
His
Ser
Glu
655
Ser
Gly
Thr
Glu
Gly
735
Glu
Arg
Val
Arg
Fro
B15
Ile
Gln

Ala

Ser

Tyr
Lys
FPha
Leu
560
Thr
Pro
Ile
Ala
Asp
G40
Ile
Ala
hsp
Leu
Glu
720
Val
Ala
Aap
Arg
Asp
200
Ila
Asp
Val
Lew

Val
gao



Met
val
Leu
Lys

Val
B3

Ala T

Leu
Glu
Lys
Asp
145
Gly
Pro
Asn
Lew
Val
225
Leu
Glua
Ala
Leu
Val
305
Ala
Val
Leu
Lys
Asn
igs
Val
Aszn
Tyr
Fhe

Ser
465

Lys
Asp
Thr
Ser

50
Val

Ala
Val
Ala
130
Leu
His
Glu
Leauy
Lys
210
Lys
Lys
Val
Fhe
Ley
290
alu
Ile
GLly
His
Leu
370
Leu
Pro
Glu
Lys
Gly

450
Cys

Ala
Gly
Thr
i3

Leu
Pha
Lys
Leu
Pro
115
Glu
Tyr
Leu
Gln
Fro
195
Glu
Pro
Leu
Asp
Lae211
275
Glu
Fhe
Ala
Ile
His
355
Lys
Lys
Fro
Lys
Met

435
Phe

Met
His
20

Ser
Leu
Rep
Ala
Ile
100
Gly

Arg

Gln I

Ile
Trp
180
Gly
Trp
Glu
Ser
Fhe
2ed
Glu
Glu
Gla
Leu
Ser
340
Arg
Glu
Fhe
Tyr
Lys
420
Thr

Ser

Asp

Leu
His
Arg
Lys
Ala
Gly
Lys
Fhe

Glu

Thr
165
Yal
Val
Gly
Ser
Leu
245
Ala
Arg
Ser
Lys
Ala
325
Val
Asn
Ile
Asp
Phe
405
FPha
Ser
Phe

Ala

ES 2 403 591 T3

Pro
Leu
Gly
Ala
Lys
70

Arg
Glu
Glu

Gly

: Wal

150
Bro

Asp
Lvs
Ser
Val
230
Zlu
Arg
Leau
Glu
Leu
310
Thr
Ser
Ala
Leu
Tyr
390
Asp
Asn
Tyr
Ala

Asp
470

Leu
Ala
Glu
Leu
35

Ala
Ala
Leu
Ala
Tyr
135
Ser
Glu
Phe
Gly
Lew

215
Arg

Rrg
zlu
Pro
2595
Ile
Ser
Phe
Gln
Glu
375
Lys
Thr
Leu
Gln
Asp

455
Ile

Phe
Tyr
Pro
Lys
Prao
Frao
Val
Asp
120
Gla
hsp
Trp
Arg
Ile
200
Glu
Gln
Ser
Arg
Fhe
280
Val
Glu
Ser
Lys
Asn

360
Asp

Val I

Met
Azp
Glu
440
Val

Thr

Glu
Arg
Val
Glu
Ser
Thr
Asp
105
Asp
Val
hrg
Lu
Ala
185
Gly
Asn
Arg
Arg
Glu
265
Gly
Gly
Lys
Leu
Pro
345

Leu

Pro

Ile
Azp
423
Leun

Fro

Tyr

35

Pro
10
Thr
Gln
hzp
Phe
Fro
Leu
Val
Arg
Val
Trp
170
Leu
Glu
Ile
Ile
Val
250
Fro
Ser
Tyr
Leu
Asp
13d
Lys
hsp
Gly
Met
Ala
410
Lau
Mat

Val

ALg

Lys
Fhe
Ala
Gly
Arg
Glu
Leu
Leu
I[le
Ala
155
Glu
Val
Lys
Leu
Lys
235
Arg
Asp
Leu

Arg

Arg
315

FPra F

Glu
Glu
Ala
Val
395
hla
Ala
Ser

Glu

Leu

475

Gly
Fhe
val
Tyr
His
Asp
Gly
Ala
Lew
140
Val
Lys
Gly
Thr
Lys

220
hla

Ile
300
Glu

Ala
Lys
Lys
igo
Lys
Tyr
Leu
Phe
Lys

a0
Tyr

Arg
Ala
Tyr
45

Lys
Glu
Fhe
Fhe
Thr
125
Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala
205
ABsn
His
Rsp
Glu
Eis
285
Val
Ser
Asn
Tyz
Glu
365
Ile
Gly
Leu
Lys=
Ser
445
Ala

Lys

Val
Leu
30

Gly
Ala

Ala

Thr
110
Leu
Ala
His
Gly
Pro
199
Leu
Leu
Leu
Len
Gly
270
Glu
Lys
Fro
Cwvs
Tyr
350
Val
Val
Val
Leu
Phe
430
Fhea

Ala

Thr

Lau
15

Lys
Phe
Val
Tyr
Arg
Arg
Ala
Rsp
Pro
Leu
175
Ser
Lys
Asp
Gl
Fro
255
Leu
Fhe
Asp
Ser
Asp
335
Ile
Leu
Gly
Glu
Glu
415
Leu
Fro

Asn

Leu

Leu
Gly
Rla
Phe
Glua
BO

Gl
Leu
Lys
Arg
Glu
160
Lys
Asp
Leu
Arg
Bsp
240
Leu
Arg
Gly
Leu
Fhe
320
Ile
Pra
Lys
Gln
Pro
400
Pro
Gly
Leu
Tyr

Ser
480



Leu Lys
Met Fro
Val Asp

Leu Glu
530

Asn Ile

545

Gly Ile

Arg Ile
Leu Ile

Asp Ala
610

Ser Phe

G625

Pro Asn

Arg Lys
Asp Tyr

Glu Asn
590

Thr Ala

705

Met Arg

Thr Fro
Glu Lys

Tyr Ile
T70

Thr Leu

TBS

Arg Asn

GLln Gly
Arg Glu

His Asp
B850

Val Glu

855

Pro Leu

<210> 22
<211> 2682
<212> ADN

Leu
Ly
Thr
515
Glu
Asn
Lys
Glu
Leu
595
Leu
Asan
Leu
Ala
Ser
675
Leu

Ser

Arg

Met
755
Glrn
Phe
Thr
Thr
Leu
B35
Glu

Leuw

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN polimerasa termoestable quimérica CS5

His
Val
500
Glu
Leu
Ser
Prao
Val
580
Glu
Pro
Gln
Gln
Ile
&e0
Gln
Leu
Arg
Ala
Gly
T40
Ile
Arg
Gly
Gln
hla
B20
Lys
Leu

Val

Val

Glu
185
Asn
Fhe
Ala
Froe
AEg
565
Leu
Tyr
Lys
Thr
hszn
645
Wal
Ile
Arg
Ile
Gly
T25
Leu
Val
Val
Arg
Ala
BOS
Ala
Glu
Val
Lys

Asp
Bas

ES 2 403 591 T3

Ala
Val
Leu
Glu
Lys
550
Gly
Glu
Arqg
Met
Gly
630
Leu
Fro
Glu
Bla
Fhe
710
Lys
Ser
Asn
Val
Lys
790
Glu
Asp
Arg
he
Asp

a7T0
Val

Rsp
Leu
Lys
Glu

535
Gln

Lys
Glu
Lys
Wal
6l5
Thr
Pro
Eln
Leu
Phe
&5

Asn

Met

Liys
Glu
855
Arg

Thr

Leu

Ala

Lys
520

Ile T

Val
Thr
Leu
Ile
&00
Asn
Ala
Thr
Asp
Arg
aE0
Glu
Val
Wal

Arg
Fhe

Tao
Gluw

Ile
Met
B40
Val
Met

Ile

Glu
Arg

505
Leu

Ser
Thr
Ala
585
Gln
Pro
The
Lys
Fro
Bes
Ile
Glu
Lys
Asn
Leu
745
Val
Ala
Ile
Arg
Lys
825
Arg
Pro

Thr

Gly

36

Asn
490
Met
Ser
Arg
Arg
Lys
570
Gly
Lys
Lys
Gly
Sar
650
Bsn
Leu

Cly

Frao

Phe

T30
Gly

Leu
Lys
Pra
Ila
B0
Leu
Ser
Asn

Asn

Lys
g90

Val
Glu
Glu
Ile
Ile
555
The
Glu
Leu
Thr
Rrg
635
Glu
Trp
Ala

Ile

Glu

Phe
Leu
Glu
Ala
540
Leu

Gly

His

620
Leu

Glu
Tep
His

Asp

Met
Hel
Glu

ga0
Val

Tyr
Asn
Tyr
525
Gly
Fhe
Asp
Glu
Ser
&35
Arg
Ser
Gly
Ile
Leu
LT3
Val
Val

Ile

Val

Asn
Ile
Ile
g45
Lys
Lys

Ser

Lys
Gly
510
Gly
Glu

Glu

Hi=
Thr
TyYE
Lys
750
Val
Tyr
Ala
The
Glu
830
Ile
Rsp

Leu

Ile
495
val
Lvs
Pro
Lys
Ser
575
Ile
Tyr
His
Ser
Glu
B55
Ser
Gly
The
Glu
Gly
735
Glu
Arg
Val
Arg
Pro
B1lS
Ile
Gln

hla

Ser

Glu
Tyr
Lys
Fhe
Lew
560
Thr
Pro
Ile
Ala
Asp
G40
Ile

Ala

Rap
a00
Ile

Asp
Val
Leu

Val
BEQ



10

15

<400> 22

datgaaagcta
cacctggect
gtgcaggcgg
aaggccgtct
gocctacaagg
aaggagctgg
gacgtcctcg
acocgoogace
ggccacctca
gtggacttcc
ggggadaadga
aacctggacc
cttaagotet
gococeggagge
gacagoctoe
gttaaagacc
gctatcgatt
gtgtctttca
ctggacgaaa
atcgbtggte
ghtectoctt
tbcaateotgg
ctcatgtcct
gocagocgaact
ttaaaactoc
aacgtgcttg
ctctcagaag
ggagagoogt
ggcataaaac
ctcgaggaac
cagaaattga
aggattcatg
cocaatctte
gttocctocagg
atcctocgococo
gtoccacacto
atgocgoogog
ctgtctgtga
gtcctctace
ggctatgtta
aggaacacac
gocggatataa
agatcgaaga
aaggacgcgc
ccgctcogaag

tgttacecatt
accgcacctt
tttacggctt
tcgtggtctt
caggcocgcgc
tggacctecct
ccaccctgge
gggaccttta
tcacccogga
gogoccctogt
cCcgccclicaa
gggbgaagcc
cocttggaget
gggagcocctga
tccacgagtt
tggttgaatt
tggaaactag
aaccaaagga
aagaggttct
agaatttgaa
acbttcgacac
acgatcteoge
tctcecttttec
actcctgtga
acgaggcaga
cacggatgga
agtacggaaa
tcaacataaa
cacgtagtaa
ttgoccggtga
aatcaaccta
cttctttcaa
agaacctooc
atccaaactyg
atctcagtgg
taacagcttc
ctggtaaaat
ggcttggagt
caaaggtgcg
gaacgetgkt
aggetgaagg
taaagctggce
tgatcataca
tcgtcgageot
tggatgtaac

ES 2403 591 T3

attcgaaccc
cttcgecococtyg
cgoccaagagco
tgacgccaag
CCcocgacocccco
ggggtttact
caagaaggcy
ccagotoote
gtggctttgg
gggggacccc
gctcocctcaag
ggaaagcgtc
Ltoccocgggtg
ccgggaaggy
cggecttcta
tgaaaaactc
ttccctegat
agcgtactac
gaaaaagctc
attcgattac
gatgatagcg
attgaasattt
goctgtttggt
agatgcagac
Lctggaaaac
actgaacggt
aaaactcgaa
ctcaccgaag
aacgacgaaa
acacgaaatc
catagacgct
tcaaacgggg
gacgaaaagt
gtggategte
tgatgagaat
cagaatattc
ggtbaattLt
acctgtgaaa
cgattacatt
tLggaagaaaa
agaacgaatt
tatgatagaa
ggtccacgac
ggtgaaagac
catcggcaaa

<210> 23

<211> 2682

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN polimerasa termoestable quimérica CS6

<400> 23

daaggccggg
aagggcctca
ctcctcaagg
gococococttoct
gaggacttce
cgcctcgagg
gaaagggagg
tcocgacogoeg
gagaagtacg
tccgacaaco
Jagtggagaa
cgggaaagga
cgotoggaco
cttegggeet
gaggagtceg
atagagaaac
cctttocgact
ataccactcc
aaagaaattc
aaggtgttga
gobttacctte
cttggataca
tteagttttyg
atcacctaca
gtgttctaca
gtgtatgtagg
gaactggcag
caggtttocaa
acgggagact
atccctctga
cttcccaaga
actgccactg
Jaagagggaa
agtgccgact
cttttgaggyg
aacgtgaaac
tccatcatat
gaagcagaaa
cagagggtcyg
agagacatac
gcoccataaaca
atagacaggg
gaactggttt
agaatgacga
acatggtegt

37

tectectggt
ccacgageoog
cocctgaagga
tccgocacga
cocoggceaget
ttococgggett
ggtacgaggt
togocgteoct
goccttaagoo
tccccgaggt
gcctggaaaa
tcaaggccca
tocococococtgga
ttttggagcg
aaccegttgyg
tgagagaate
gcgacattgt
atcatagaaa
tggaggacce
tggtgaaggg
tbtgagccgaa
aaatgacate
cocgatgttoo
gactttacaa
agatagaaat
acacagagtt
aggaaatata
ggatceotttt
attcaacacg
CCCcCtgaata
tggtcaaccc
gaagacttag
aagaaatcag
actcccaaat
cattocgaaga
Ccogadagaagt
acggtgtaac
agatgatcgt
tatcggaage
cacagcteat
ctoeccataca
dactgaaaga
ttgaagtgeoe
atgtggtaaa
ga

ggacggocac
gggcgaaccyg
ggacgggtac
gagcctacgag
cgococctcato
tgaggcggac
gocgcatoctc
coaccoogag
ggagcagtgg
caagggeate
tatcctcaag
ccbggaagac
ggtggacttc
cttggagttc
gtacegtata
tcotteogtto
cggtatctect
cgcoccagaac
cggagcaaaq
tgttgaacct
cgaaaagasag
Etaccsagag
tgtagaaaaa
gaccoctgagce
goocccttgtyg
ccbtgaagaaa
caggataget
tgaaaaactc
catagaagtc
cagaaagata
adaagaccgga
cagcagcgat
gaaagecgata
agaactgagyg
gggcategac
daccgaagaa
dccttacggt
caactacttc
Jaaagaaaaa
ggocogggac
gagtacageoa
aagaaaaarg
caatgaggaa
goctitcagtg

&0
120
lao
240
300
360
420
480
540
600
660
720
730
8B40
800
9860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1330
1440
1500
1560
1620
1e80
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2682



atgaaagcta
cacctggcct
gtgcaggcygg
aaggcogtet
gocctacaagyg

aaggagctagg
gacgteoccteg
accgocgaco
ggccacctca
gtggacttcc
ggggagaaga
aacctggacc
cttaagctet
guocggaggc
ggcagococtec
gttaaagacc
gocgatcgcete
gtgtctttca
ctggacgaaa
atcgttggte
gttocctoctt
ttcaatctgg
ctcatgtect
gocagogaact
ttaaaacteo
aacgtgottyg
ctctcagaag
ggagagccgt
ggcataaaac
ctcgaggaac
cagaaattga
aggattcatyg
cocaatette
gttocctcagg
dtcctegooe
gtocacacte
atgogocgog
ctgtctgtga
gtectctace
ggctatgtta
aggaacacac
gocggatataa
agatcgaaga
aaggacgcgs
cogoregaag

tgttaccatt
accgcacctt
tttacggctt
tegtggtett
caggccgogs

tggacctect
ccaccctgge
gggacctita
tcacccogga
gogecotogh
cocgoocctoaa
gggtgaagcc
ccttggaget
gggagociga
tccacgagtt
tggttgaatct
ttgocgactag
aaccaaagga
aagaggttct
agaatttgaa
acttcgacac
acgatctege
toctottttoc
actcctgtga
acgaggcaga
cacggatgga
agtacggaaa
tcaacataaa
cacgtggtaa
ttaccggtaga
aatcaaccta
cttetbtecaa
agaaccteooo
atccaaactg
atctcagtgg
taacagcttc
ckggbaaaat
ggcttggagt
casaggtgcyg
gaacgctbgtt
aggctgaagyg
taaagctgge
tgatcataca
tcgtegaget
tggatgtaac
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attcgaacce
cttocgoocctg
cgccaagago
tgacgeocaag
cccgaccccc

ggggtttact
caagaaggcg
ccagctegte
gtggctttgg
gggggaccce
gectoctocaag
ggaaagcgre
ttococogggtyg
ccgggaaggy
cggocttcta
tgaaaaactc
ttococctogat
agocgtactac
gaaaaagctc
attocgattac
gatgatagcg
attgaaattt
gotgtttggt
agatgcagac
tctggaaaac
actgaacggt
aaaactcgaa
ctcaccgaag
aacgacgaaa
acacgaaatc
catagacgck
tcaaacgggg
gacgaaaagt
gtggaktcgte
tgatgagaat
cagaatattc
ggttaattit
acctgtgaaa
cgattacatc
tggaagaaaa
agaacgaatt
tatgatagaa
ggtcocacgac
ggtgaaagac
cCatcggcaaa

daaggoccgag
aagggecctca
ctoctcaagyg
gecocttoct
gaggacttcc

cgocctcgagg
gaaagggagq
tccgacogog
gagaagtacg
tccgacaacc
gagtggggaa
cgggaaagga
cgctoggace
cttocgggocct
gaggagtocg
atagagaaac
cctttogact
ataccactooc
aaagaaattec
aaggtgttga
gottaccttic
cttggataca
Ctcagttttyg
atcacctaca
gtgttctaca
gtgtatgtgg
gaactggcag
caggtttcaa
acgggagact
attcctetga
cttcccaaga
actgocactg
gaagagyggaa
agtgococgack
cttttgaggg
aacgtgaaac
tccatcatat
Jaagcagaaa
cagagggtcg
agagacatac
gccataaaca
atagacaggg
gaactggtte
agaatgacga
acatggtegt

tcectectggt
ccacgagcoyg
cocctgaagga
tcogocacga
ccoggoaget

ttcocgggeott
ggtacgaggt
togocogtoct
gocttaagoe
tooccoggggt
goctggaaaa
tcaaggccca
tcceccctgga
ttttggagcg
aaccocgttogg
tgagagaatc
gogacatbgt
atcatagasa
tggaggacce
tggtgaaggyg
ttgagococgaa
aaatgacatc
cogatgbbcoo
gactttacaa
agatagaaat
acacagagtt
aggaaacata
ggatcocttte
attcaacacg
ttcttgaata
tggtcaacce
gaagacttag
aagaaatcag
actcccaaat
cattcgaaga
cogaagaagt
acggtgtaac
agatgatcgt
tatcggaagc
cacagctcat
ctcccataca
aactgaaaga
ttgaagtgce
atgtggtaaa
ga

ggacggecac
gggcgaaccg
ggacgggtac
ggcctacgag
cgcecctcate

tgaggcggac
gcgcatccto
ccaccccgag
ggagcagigg
caagggcatc
tatcctcaag
cctggaagac
ggtggacttc
cbtggagttc
gtaccgtata
tococttogtte
cggtatctet
cgocceagaac
cggagcaaag
tgttgaacct
cgadaagaag
ttaccaagag
tgtagaaaaa
gaccctgagc
gococttgkbyg
cctgaagaaa
caggataget
Cgaaaaactc
catagaagtc
cagaaagata
aaagaccgga
cageagcgat
gasagcgata
agaactgagg
gggcatcgac
aaccgaagaa
accttacggt
caactacttc
gaaagaaaaa
ggccogggac
gggtacagca
aagaaaaatg
caatgaggaa
goctttcagtg

60

120
180
240
300

360

420

4E0Q

540

&00

660

720

TED

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1620
1980
2040
2100
2160
2220
Z2ED
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2682

<210> 24

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de consenso de la region del dominio polimerasa de la ADN polimerasa termoestable, secuencia

de consenso de motivo de dominio polimerasa

<221> MOD_RES
<222> (1)...(26)
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<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 24

Xaa Xaa Xaa Ala Gly Xaa Xaa Phe Asn Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Gln Xaa

1 5

Xaa Xaa Xaa Leu Phe Xaa Xaa Leu Xaa Xaa

20

<210> 25

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable mutante, motivo de dominio polimerasa

<221> MOD_RES
<222> (1)...(1)
<223> Xaa = lle o Leu

<221> MOD_RES
<222> (2)...(2)
<223> Xaa=GIno Leu

<221> MOD_RES
<222> (3)...(3)
<223> Xaa = GIn, His o Glu

<221> MOD_RES
<222> (4)...(4)
<223> Xaa = Tyr, His o Phe

<221> MOD_RES
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Glu, GIn o Lys

<221> MOD_RES
<222> (7)...(7)
<223> Xaa = lle, Leu o Tyr

<221> MOD_RES
<222> (8)...(8)
<223> Xaa = GIn, Thr, Met, Gly o Leu

<221> MOD RES
<222> (11)...(11)
<223> Xaa = Lys 0 GIn

<221> MOD RES
<222> (12)...(12)
<223> Xaa = Ser o Asn

<221> MOD RES
<222> (15)...(15)
<223> Xaa = lle o Val

<221> MOD RES
<222> (16)...(16)
<223> Xaa = Glu o Asp

<400> 25

ES 2403 591 T3
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ES 2403 591 T3

Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Lys Leu Xaa Xaa Thr Tyr Xaa Xaa
1 5 10 15

<210> 26

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable mutante, motivo de dominio polimerasa

<221> MOD_RES
<222> (7)...(7)
<223> Xaa = Sero Thr

<221> MOD_RES
<222> (8)...(8)
<223> Xaa = Asp, Glu o0 Asn

<400> 26
Thr Gly Arg Leu Ser Ser Xaa Xaa Pro Asn Leu Gln Asn
1 5 i0
<210> 27
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable mutante, motivo de dominio polimerasa

<221> MOD_RES
<222> (1)...(1)
<223> Xaa = Gly, Asn o Asp

<221> MOD_RES
<222> (2)...(2)
<223> Xaa = Trp o His

<221> MOD_RES
<222> (3)...(3)
<223> Xaa = Trp, Ala, Leu o Val

<221> MOD_RES
<222> (4)...(4)
<223> Xaa = lle o Leu

<221> MOD_RES
<222> (5)...(5)
<223> Xaa = Val, Phe o Leu

<221> MOD_RES
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Ser, Ala, Val o Gly

<221> MOD RES
<222> (7)...(7)
<223> Xaa=Alao Leu

<400> 27

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Tyr Ser Gln Ile Glu Leu Arg
1 5 10 15

40
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<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucleétido molde para cribado de ensayo de extension de M13mp18 (ADN de M13)

<400> 28
gggaagggcg atcggtgegg gectettcge 30

<210> 29

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region del dominio polimerasa de forma no modificada de ADN polimerasa termoestable, motivo de dominio

polimerasa

<221> MOD_RES
<222> (3)...(3)
<223> Xaa = His, Glu o GIn

<221> MOD RES
<222> (4)...(4)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD RES
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Asn o His

<221> MOD_RES
<222> (7)...(7)
<223> Xaa=Leuolle

<221> MOD_RES
<222> (8)...(8)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD RES
<222> (10)...(10)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD RES
<222> (11)...(11)
<223> Xaa = Asp, Lys o Thr

<221> MOD_RES
<222> (13)...(13)
<223> Xaa = Leu o Val

<221> MOD_RES
<222> (14)...(15)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD_RES
<222> (16)...(16)
<223> Xaa = Val, lle o Leu

<221> MOD_RES
<222> (18)...(18)
<223> Xaa = Phe o Tyr
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<221> MOD_RES
<222> (19)...(19)
<223> Xaa = Asp o Glu

<221> MOD_RES
<222> (20)...(20)
<223> Xaa = Lys 0 Glu

<221> MOD_RES
<222> (21)...(21)
<223> Xaa = Leu or GIn

<400> 29
Ala Gly Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa
i 5 10 15
Leu Xaa Xaa Xaa Xaa
20
<210> 30
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> motivo A conservado de sitio activo de ADN polimerasa
<400> 30
Asp Tyr Ser Gln Ile Glu Leu Arg
1 5
<210> 31
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable quimérica CS5
<400> 31
Tyr Arg Ile Ala Gly Glu Pro Phe Asn Ile Asn Ser Pro Lys Gln Val
1 5 10 15
Ser Arg Ile Leu Phe Glu Lys Leu Gly Ile
20 . 25
<210> 32
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> region del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable quimérica CS6
<400> 32
Tyr Arg Ile Ala Gly Glu Pro Phe Asn Ile Asn Ser Pro Lys Gln Val
1 5 10 15
Ser Arg Ile Leu Phe Glu Lys Leu Gly Ile
20 25
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<210> 33

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regiéon del dominio polimerasa de ADN polimerasa termoestable mejorada modificada, motivo de dominio

polimerasa

<221> MOD_RES
<222> (3)...(3)
<223> Xaa = His, Glu o GIn

<221> MOD_RES
<222> (4)...(4)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD_RES
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Asn o His

<221> MOD RES
<222> (7)...(7)
<223> Xaa=LlLeuolle

<221> MOD_RES
<222> (8)...(8)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD RES
<222> (10)...(10)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD RES
<222> (11)...(11)
<223> Xaa = Asp, Lys o Thr

<221> MOD RES
<222> (13)...(13)
<223> Xaa = Leu o Val

<221> MOD RES
<222> (14)...(15)
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<221> MOD RES
<222> (16)...(16)
<223> Xaa = Val, lle o Leu

<221> MOD_RES
<222> (18)...(18)
<223> Xaa = Phe o Tyr

<221> MOD RES
<222> (20)...(20)
<223> Xaa =Lys 0 Glu

<221> MOD RES
<222> (21)...(21)
<223> Xaa =Leu o GIn

<400> 33

ES 2403 591 T3
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Ala Gly Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
Leu Xaa Gly Xaa Xaa
20
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REIVINDICACIONES
1. ADN polimerasa, que comprende A-G-X1-Xz-F-X3-X4-X5-S-Xg-X7-Q-Xg- Xg- X10-X11-L-X12-X13-X14X1s, €n la que:

Xies E,
Xoes P,
Xszes N,
Xses |,
X5es N,
Xses P,
X7es K,
Xses 'V,
Xges S,
X1oeS R,
X11 es |,
X12€S F,
X13es G,
Xiues K,y
X15es L,

en la que la polimerasa presenta una tasa mejorada de extension de acidos nucleicos en comparacién con una ADN
polimerasa de otro modo idéntica con la excepcion de que X3 es E.

2. ADN polimerasa segun la reivindicacion 1, en la que la polimerasa comprende una polimerasa quimérica.

3. ADN polimerasa segun la reivindicacion 2, en la que la polimerasa quimérica presenta una identidad de
secuencia de por lo menos 90% respecto a una ADN polimerasa CS5 (SEC ID n° 20) o la ADN polimerasa CS6
(SEC ID n° 21).

4. ADN polimerasa segun la reivindicacion 4, en la que la polimerasa quimérica comprende SEC ID n° 20 6 SEC ID
n® 21 6 una o mas sustituciones de aminoécidos respecto a SEC ID n° 20 6 SEC ID n°® 21, las cuales se seleccionan
de entre el grupo que consiste de: G46E, L329A y E678G, e incluye un cambio E558G respecto a SEC ID n°® 20 6
SEC ID n° 21.

5. ADN polimerasa segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una modificacién covalente térmicamente
reversible.

6. Acido nucleico recombinante que codifica la ADN polimerasa segun la reivindicacion 1.

7. Vector de expresion que comprende el acido nucleico recombinante segun la reivindicacién 6.

8. Célula huésped que comprende el vector de expresion segun la reivindicacion 7.

9. Método para producir una ADN polimerasa, comprendiendo dicho método:
cultivar la célula huésped segun la reivindicacion 8 bajo condiciones adecuadas para la expresion del acido
nucleico codificante de la ADN polimerasa
mutante.

10. Método para llevar a cabo la extension de cebadores, que comprende:
poner en contacto una ADN polimerasa segun la reivindicaciéon 1 con un cebador, un polinucleétido molde y
nucledtidos libres bajo condiciones adecuadas para la extension del cebador, produciendo de esta manera un
cebador extendido.

11. Método segun la reivindicacion 10, en el que el polinucle6tido molde es un ARN o un ADN.

12. Método segun la reivindicacion 10, en el que los nucledtidos libres comprenden nucledtidos no convencionales,
comprendiendo estos ultimos ribonucleétidos o nucledtidos marcados.

13. Método segun la reivindicacion 10, que comprende poner en contacto la ADN polimerasa con una pareja de

cebadores, el polinucleétido molde y los nucleétidos libres bajo condiciones adecuadas para la amplificacion del
polinucledtido.
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14. Kit para producir un cebador extendido, que comprende:

por lo menos un recipiente que proporciona una ADN polimerasa segun la reivindicacion 1 y uno o mas
recipientes adicionales seleccionados de entre el grupo que consiste de:

(a) un recipiente que proporciona un cebador hibridable, bajo condiciones de extension de cebadores, con
un polinucledtido molde predeterminado,

(b) un recipiente que proporciona nucleétidos libres, y

(c) un recipiente que proporciona un tampoén adecuado para la extension de cebadores.
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KGRVLLVDGH
KAVEYYFDRE
RLEVEPGEELD
GHLITPEWLN
EWGSLERILE
ARRREPDREG
IEKLEESPSE
LDEEEVLEEL
AYLLEFNEEEK
ABNYSCEDAD
VYVDTEFLEEK
GIKFRGKTTE
LPHMVHEETG
VEQDEHNWHIV
N?RFEEvTEE
VLYPEVRDYI
ATHTEFIQGTA

KDALVELVED

HLAYRTEFAL
AP3SFRHEAYE
DVLATLAKKA
EEYGLEPECQH
MLDRVEPESV
LRAFLERLEF
AIDLETSSLD
KEILéDPGHK
FNLDDLALKE
ITYRLYKTLS
L3ERYZEKLE
TGDYSTRIEV
RIHASENQTG
SARDYSOIELR
MERRGEMWHE
QRVVSEAKEK
ADETELAMIE

RMTNVVELSV

Figura
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HGLTTERGEFR
AYHAGRAPTE
EREGYEVRIL
VDFRALVGDE
RERTKAHLED
GILLHEFGLL
PFDCDIVGEIS
IVGONLEFDY
LGYEMTSYQE
LELHEADLEN
ELAEEIYRIA
LEELAGEHEI
TATGRLESSD
ILAHLSGDEN
SIIYGVTPRYG
GYVRTLEGRE
IDRELEEREM

PLEVDVTIGE

2A

VOAVYGFRAKS
EDFPROLALI
TADRDLYQLY
SONLEGVHGT
LKLSLELSRV
EESEPVGYRT
VSFKPKEAYY
KVLMVEGVEF
LMSESFPLFG
VEYKIEMPLY
GEPFNINSPK
IPLILEYRET
PNLQONLPTES
LLRAFEEGID
LEVRLGVEVE
RDIPOLMARD
RSKMIIQVHD
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151
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301

351
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a0l

551

£01

651

701

151

801

851

a0l

351

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

ATGAARGCTR

GGACGGCCAC

CCRACGAGOCG

CTCCTCARGG

TGRCGCCTRAG

CRAGGUCGCGE

BAGGAGCTGG

TGAGGCGERC

GGTACGAGET

TCCGRCOECG

GTGGCTTTEG

GUGCCCTOGT

GGGGRGRAGHE

TATCCTCARG

TCARGGEOCCA

CECTCGGACC

CCGGGRAGGE

TOCACGAGTT

GTTARRGACC

TCCTTCGTTIC

GCGACATTST

ATACCARCTCC

GRARARGCTC

AGARTTTGAR

GTTCCTCCTT

COARARGARG

ARATGACATC
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TETTACCATT

CACCTGGCCT

GGGLGAACCG

CCCTGARGGA

GCCCCTTCCT

CUCGACCOCT

TGGACCTCCT

GRCGTCCTCG

GCGCATCUTC

TCGCCGTCCT

GRGAAGTRCG

GGGEGEGACCOC

CCGCCCTCAR

ARCCTGEACT

CCTGEARGAT

TCCCCCTGGA

CTTCGGGCCT

CGECCTTCTA

TGEGTTGAATT

GUTATCGATT

CGGETATCTCT

BTCATRGADA

ARRCGRALRTTC

ATTCGATTAC

RCTTOGACAC

TTCAATCTGS

TTRCCARGAG

ATTCGERACCO
ACCGCRCCTT
GTGCAGGCGE
GGRCGGGTAC
TCCGCCACGAR
GAGGACTTCC
GEGGTTTACT
CCACCCTGGD
ACCGCCGROC
CCACCCCGAG
GCCTTAAGCC
TCCGACARCC
GCTCCTCAAG
GEGETGEARGCT
CTTARGCTCT
GGETGGACTTC
TTTTGGAGCG
GRAGGRETCCS
TGEAARAACTC
TGGARACTAG
GTSTCTTITCA
CGCCCAGARC
TGEAGGACCC
AAGGTGTTGA
GATGATAGCE
ACGATCTCGEC

CTCATGTCLT

BAAGGCCGESE
CTTCGLCCTS
TTTACGGCTT
AAGLRCCGTCT
GGCCTACGAG
CCCGEUAGCT
COCCTOGAGG
CRAAGAAGEDG
GEGRCCTTTA
GECCACCTCA
GEAGCAGTGG
TCCCCGGEEET
GRETGGEGAR
GEARAGCGTC
CCTTOGAGCT
GLOCGGAGEC
CTTGGAGTTC
BACCCGETTGS
ATAGAGARAC
TTCCCTOGAT
ARCCARAGGR
CTGGACGAAR
COGAGCARAG
TGETGAAGEG
GCTTACCTTC
ATTGRALTTT

PCTCTTTTCS

Figura 2B-1

49

TCCTCCTGET
RAGGGECOTCR
CGCCARGAGT
TCGTGGTCTT
GCCTACARGS
CGLCCTCATC
TTCCGGECTT
CARARGGGAGE
CCAGCTCGTC
TCRACCCCGER
GTGGACTTCC
CAAGGGCATC
GCCTGGARRR
COGGAMARGER
TECCCGGETG
GGGRGCCTGER
GGECAGCCTOC
GTRCCGTATA
TGREAGRATC
CCTTTCGACT
AGUSTACTAS
ARGAGGTTCT
ATCGTTCGTC
TGTTGARCCT
TTGAGCCGRA
CTTGGATACH

GOTGTTTGGT



1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1201
1351
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2801

2651

TTCAGTTTTG
AGATGCAGAC
POGAGGCAGA
RACGTGCTTG
CCTGRAGARA
BEGRAATATL
CRGGTTTCAR
BACGACGAAR
TTGCCGETGA
CAGARARATTGA
ARAGACCGGR
GRAGACTTAG
GARGAGGGAA
GTGGATCGTC
ATCTCAGTGG
GTCCACACTC
BACCGAAGRA
ACGGTGTRAC
GRAGCAGAAR
CGATTACATT
GAACGCTGTT
AGGRACACAC
GGGTACAGCA
ARCTGRARGA
GABCTGGTTT
GGIGRARGAC

TGGATGTARC
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CCGATGTTCC

BTCACCTACR

TCTGGARAARC

CACGGATGGA

CTCTCAGARG

CRGGATAGCT

GGATCCTTIT

BCGGGAGACT

ACACGARATC

AATCARCCTA

AGGATTCATG

CAGCAGCGFAT

BAGRARTCRG

AGTGCCGACT

TGATCAGART

TAARCAGCTTC

ATGLGCCGCE

RCCTTACGGT

BGATGATCGT

CAGREGGETCS

TGEGRAGARDR

AGGCTGARGS

GCGGATATRA

ARGRARARTG

TTGRAGTECC

BGARTGACGA

CATCGGCARR

TGTAGARADA
GRCTTTACRA
GfGTTCTACh
ACTGRACGGT
AGTACGGARRM
GEAGAGTCGT
TGARRARCTC
ATTCRACRCG
ATTCCTCTGA
CATRGACGCT
CTTCTTTCAA
CCCAATCTTC
GRAAGUGATA
ACTCCCAAAT
CTTTTGAGEG
CAGRATATTC
ﬁTGGTAAEA%
CTGTCTETGA
CRACTACTTC
TATCGGARGC
AGAGRCATRC
AGRACGARTT
TARAGCTGGC
BGRTCGARGR
CRATGRAGGRA
ATGTGETARA

ACATGGTCGT

Figura 2B-2
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GCAGCGRACT
GACCCTGAGE
AGATAGRART
GTGTATGTGE
AARACTOGAR
TCAACATALR
GECATARARG
CATAGAAGTC
TTCTTGBRTA
CTTCCCAAGA
TCARRCGGEG
BGRACCTOCC
GTTCCTCAGE
AGRACTGRAGE
CATTCGRAGR
BAACGTGARAC
GGTTAATTTT
GECTTEERAGT
GTCCECTACC
GARAGAMARD
CACRGCTCAT
GCCATARACH
TATGAThGLR
TGATCATACE
RAGGRCGOGC
BCTTTCRGTG

GA

RCTCCTGTGA
TTRAANCTCC
GCCCCTTGTG
RCACARGAGTT
GARCTGGCAG
CTCACCGEARG
CACGTGEGTAR
CTCGAGGEARC
CAGARAGATHA
TGGTCHAGCé
ACTGUCACTG
GACGRAARGT
ATCCARMCTG
ATCCTOGLCC
GGECATCEAC
CCGARGARGT
TCCATCRTAT
ACCTGTGRAR
CAARGGTGCG
GGCTATGTTA
GGCCCGGEGAC
CTCCCATACA
LTAGRCAGGS
GETCCACGAT
TCGTCGAGCT

COGUTCGAAG
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MKAMLPLFEF
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KELVDLLGET
SDRVAVLHEE
GEKTALKLLK
RSDLPLEVDE
VKDLVEFEKL
I PLHHRNAQN
VEFYFDTMIA
FSFADVEVEK
NVLARMELNG
QVSRILFEKL
QKLKSTYIDA
EEGKEIRKAT
VHTLTASRIF
EREKMIVNYF
RMTQREGERI

ELVFEVFHEE
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KGRVLLVDGH
KAVEVVEDAK
RLEYFGFERD
GHLITPEWLW
EWGSLENILE
ARRREPDREG
IEKLRESPSF
LOEKEVLERL
AYLLEPNEKEK
BRNYSCEDRD
VYVDTEFLER
GIKFRGKTTE
LEEMVNEPRETG
VEQREWWIWIV
HWVKPEEVTEE
VLYPEVRDYI
AINTFIQGTA

KDALVELVED

HLAYRTEFFAL
APSFRHEAYE
OD¥LATLRAEKR
EXYGLEPEQW
HLORVEPESWV
LEAFLERLEF
AIRLATESSLD
KEILEDEFGRE
FRLODOLALEF
ITYRLYKTLS
LSEEBYGKKLE
TGDYSTRIEW
RIHASENQTG
SADYSOIELR
MERAGEMYNE
QRUVVSEAKEK
ADIIKLAMIE

BMTHVVKLSV

KGLTTSRGEF
AYKAGCRAETE
EREEGYEVRIL
VDFRALVGDF
RERIKAHLED
GSLLHEFGLL
PFRCOIVGIS
IVGONLKFDY
LEYEMTSYOE
LELHEADLEN
ELAEEIYRIA
LEELAGEHET
TATGRLSSSD
ILAHLSGDEN
SIIYGVTEYG
FYVRTLEGRK
IDRELEERKM

PLEVDVTIGH

Figura 3A
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VOAVYGFAES
EDFPROLALT
TADRDLYQLY
SDHLPGVEGT
LELSLELSRY
EESEPVGYRI
VEEEPKEAYY
EVLMVEGVER
LM3FSFPLEG
VEYKIEMPLY
GEPFHNINSPK
IPLILEYREI
PNLOWLETES
LLRAFEEGID
LEVRLGVEVE
ROIFPQLMARD
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1301

ATGRARGCTR
GEACGECCAC
CCACGAGCCS
CTCOTCARGE
TGRCGCCARG
CAGGCCGLGT
BAGGAGCTGE
TGAGGCEGAC
GETACGAGGT
TCOGACCGCG
STGGECTTTGE
GCGCCCTOGET
GEEGAGALGE
TATCCTCARG
TERAGGESCCA
CECTCOEACT
COGEGAMGGH
TCCACGRGTT
GTTAARGRCC
TCCTTOGTTC
GCGRCATTGTE
ATRCCACTCC
GARARRGCTC
AGRATTTGAR
GTTCCTCCTT
CGRAARGLAG

RARATGRATATC
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TGTTACCATT
CACCTGGOCT
GEGECGRAACCG
COCCTGRRGEA
GLCCCTTCCT
CCCGACCOCT
TGOACCTICT
GACGTCCTOG
GOGCATCCTC
TCECOGTCCT
GREAAGTACE
EEECGACCTC
CCGCCCTCAR
BACCTGGACT
CCTGGARGRC
TCCCCCTGER
CTTCGGEGECCT
CHGCCTTEYA
TGLTTGAATT
GCGATCGCTC
CGGETATCTCT
ATCATAGRAR
AARGRANTTC

ATTCGATTAG

ACTTCGACRE

TTCRATCTGSE

TTACCRAGRG

ATTCGRACCC
RCCGCACCTT
GTECAGHECGE
GGACGLETAC
TCCGUCALGR
GRGGRCTTCC
GEGETTTACT
CCRCCCTHES
ACCGCCGACT
CCACCOUGAG
GCLTTARGCEC
TCCGRCARCE
GCTCCTCRRG
GGGTGEARGCC
CTTAAGCTCT
GETGGEACTTC
TTTTGGAGCE
GRECAGTOCE
TEAARAMITC
TTGCGACTAG
GTGTCTTTCA
CLCCCAGARC
TEGAGGRCCT
ARGGTGTTGR
GATGATAGCS
ACGATCTCGE

CTCATGTCLT

Figura 3B-1
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RRAGGCCGGE
CTTCGECCOTG
TTTACGECTT
BRGGCEGTCT
GGCCTRACGRG
CCOGGORGCT
CECCTOGACG
CAAGARGGECS
GEEACCTTTA
EECCACCTCA
GGACCAGTGS
TCOCOEEEET
GARGTEGGEAR
GGARAGCHTC
CCTTEGAGCT
GCCCGGRGGT
CTTGEEAGTTC
ARCCCETTGEE
ATRGAGRRRC
TTCCCTCGAT
ARRCCARRGGR
CTGGACGRAR
CGGRGCARRG
TGETGARGES
GCTTACCTTC
ATTGAMRTTT

TCTCTTTTCC

TCCTCOTGET
ARGGGUCTCA
CGCCARGAGT
TCETGETCTT
GCCTACAAMGS
CGCCCTCATC
TTCCOGEECTT
GARRGGELGE
CCAGCTCGTE
TCACCCOGGA
GTGEACTTCC
CARGEGCATC
GCCTGEARAR
CGOGAMRRGGR
TTODCGEETE
GGEAGCCTGA
GECAGCETCC
GTACCGTATA
TEAGAGARTC
CCTTTCEACT
AGCETACTAC
AAGRGGTTCT
ATCGTTEETE
TGTTGARCCT
TTGAGCOGRRA
CTTGGATRCR

GCTSTTTGGET
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2651

TTCAGTTTTG
AGATGCAGAT
ACGAGGCAGA
BRACGTGCTTG
CCTGAAGRARD
AGGRRATATA
CAGETTTCAR
RACGRCGARR
TTGCCGGTGA
CAGRMATTGR
AARGACCGGA
GAAGACTTAG
GARGAGGGRA
GTGGATCGTL
ATCTCAGTGG
GTCCACACTC
AACCGRAGRR
RCGGTSTRAAC
GAAGCRGARR
CGATTRCATT
GAACGCTGTT
AGGRACACAC
GGGTACAGCR
ARCTGAARGA
GAACTGGTTT
GGTGRAAGAC

TGGATGTRAC
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COGATGTTCC
ATCACCTAECA
TCTEGARARC
CACGGATGGR
CTCICRGARG
CRGGATARGCT
GGATCCTTIT
ACGEGAGRCT
ACACGAAATC
RATCRACCTR
RGGATTCRTG
CAGCAGCGAT
ARGAARTCAG
AGTGCCGACT
TGATGRAGRAT
TARCAGCTTTC
ATGCGCCGCG
ACCTTRCGET
AGATGATCGET
CAGARGECTCG
TEEAAGARAR
RGGCTGRAGE
GUGGATATRAM
AAGARAAATG
TTGARGTGCC
RGARTGACGA

CATCGGCARR

TGTAGARALR

GACTTTACAR

GTGTTCTACR

BCTGRACGET

AGTRCGGARRA

GGRGARGCCGET

TGAAAAMCTC

ATTCRACACE

ATTCCTCTGR

CATAGACGCT

CTTCTTTCRA

COCARTCTTIC

GARRGCGATA

ACTCCCAART

CTTTTGAGGSE

CAGAATATTC

CTGGTRARAT

CTGTCTGTGA

CAACTACTTC

TATCGGRARGC

AGARGARCATAC

AGRACGARATT

TRARGCTEGC

BGATCGARGA

CARTGAGGAR

ATGTGGETAAR

ARCATGGTCGET

GLAGCGANCT
GACCCTGAGT
AGATRGBART
GTGTATGTGG
ARAMCTCGAR
TCRACATLAR
GECATAMLAC
CATAGRRAGTC
TTCTTGARTA
CTTCCCARGA
TCARRCGGEGE
AGAARCCTCCC
GTTCCTCAGS
BGRACTGAGG
CATTCGRAGA
BACGTGARRC
GGETTAATTTT
GECTTGGAGT
GTCCTCTACS
GAARGRAADLR
CACAGCTCAT
GCCATARAACA
TATGATAGRR
TGATCATACA
ARGGACGCGC
GCTTTCAGTG

GA

Figura 3B-2
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ACTCCTGETGA
TTRARACTCC
GCCCCTTGTG
ACRCRGAGTT
GRACTGGCRG
CTICACCGARG
CACGTGGTRA
CTCGAGGRRAC
CAGARAGATA
TGGTCARCCT
ACTGCCACTG
GLCGARRAGT
RTCCARRCTG
ATCCTCGCOC
GEGCATCGAC
COGRAGARGT
TCCATCATAT
ACCTGTGAAR
CARBGGTGOG
GECTATGTTA
GGCCCGEEGAC
CTOCCATACA
ATROACRGOG
GGTCCACCAS
TCETCGRGCT

COGCTCGARG
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Tasas de extension normalizadas: mutantes de GLE

100 dNTP | KOAc 20 mM
Enzima 1 nM / M13 0,5 nM
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