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DESCRIPCIÓN  
 
Polimerasa 
 
La presente invención se refiere a ADN polimerasas. En particular, la invención se refiere a ADN polimerasas que 5 
presentan una especificidad de sustrato relajada. También se describen usos de las polimerasas obtenidas por 
ingeniería genética usando los métodos de la invención. 
 
Antecedentes 
 10 
La replicación precisa del ADN es de importancia crucial para la vida, garantizando el mantenimiento y la transmisión 
del genoma y la limitación de la tumorigénesis en los organismos superiores. Las ADN polimerasas de alta fidelidad 
realizan una asombrosa proeza de reconocimiento molecular, incorporando las moléculas de sustrato de nucleótidos 
trifosfato correctas (dNTP) según lo especificado por la base del molde con tasas de error mínimas. Por ejemplo, 
incluso sin la prueba de lectura exonucleolítica, la ADN polimerasa III replicativa de E. coli solo da lugar, como 15 
media, a un error en ~105 pares de bases (Schaaper JBC 1993).  
 
Dado que las diferencias energéticas entre los nucleótidos apareados correcta y erróneamente en sí son demasiado 
pequeñas para dar lugar a una discriminación de 105 veces, la estructura del sitio activo de la polimerasa en 
polimerasas de alta fidelidad ha evolucionado para mejorar esas diferencias. Recientes estudios estructurales de las 20 
ADN polimerasas de la familia A (de tipo Pol I) de Thermus aquaticus (Taq) (Li 98), fago T7 (Ellenberger) y B. 
stearothermophilus (Bst) (Beese) han revelado, en particular, cómo los cambios conformacionales producidos 
durante el ciclo catalítico pueden excluir las geometrías de formación de pares de bases no afines a causa de los 
enfrentamientos estéricos dentro del sitio activo cerrado. Como resultado de estas ajustadas limitaciones estéricas, 
no solo se excluyen los nucleótidos desapareados, sino que la catálisis se vuelve exquisitamente sensible incluso a 25 
las ligeras distorsiones producidas en el dúplex de cebador-molde. Esto impide o reduce en gran medida la 
replicación de los moldes de ADN modificados o dañados, la incorporación de desoxinucleótidos trifosfato (dNTP) 
modificados o artificiales y la extensión de los extremos 3’ desapareados o artificiales.  
 
Aunque deseable en la naturaleza, dicha discriminación rigurosa del sustrato es limitante para muchas aplicaciones 30 
biotecnoloógicas. En concreto, restringe el uso de bases de nucleótidos artificiales o modificadas y las aplicaciones 
que permiten. También se opone a la amplificación por PCR eficaz de los moldes de ADN dañados.  
 
Algunas otras polimerasas de origen natural son menos rigurosas con respecto a su especificidad de sustrato. Por 
ejemplo, las transcriptasas inversas virales como la transcriptasa inversa del VIH-1 o la transcriptasa inversa del 35 
AMV, y las polimerasas capaces de realizar la síntesis translesión tales como las polimerasas de la familia pol-Y, 
pol-X (Vaisman et al, 2001, JBC) o pol-X (Washington (2002), PNAS; o la poco común polimerasa de la familia pol-B 
pol X (Johnson, Nature), todas extienden desapareamientos en 3’ con alta eficacia en comparación con las 
polimerasas de alta fidelidad. La desventaja del uso de polimerasas de síntesis translesión para usos 
biotecnológicos es que dependen de factores de capacidad de procesamiento celulares para su actividad, tales 40 
como PCNA. Además, dichas polimerasas no son estables a las temperaturas a las que se realizan ciertas técnicas 
biotecnológicas, tales como la PCR. Es más, la mayoría de las polimerasas de síntesis translesión tiene una 
fidelidad muy reducida, lo que comprometería gravemente su utilidad para la clonación.  
 
Usando otra metodología, la disponibilidad de estructuras de alta resolución ha enfocado los esfuerzos hacia la 45 
modificación racional de la especificidad de sustrato de las ADN polimerasas de alta fidelidad, por ejemplo, por 
mutagénesis dirigida para aumentar la aceptación de los didesoxinucleótidos (ddNTP) (Li 99) o ribonucleótidos 
(rNTP) (Astatke 98). La complementación in vivo seguida de la selección también ha producido variantes de 
polimerasa con mayor incorporación de rNTP y forma limitada de evitar las lesiones de molde (Patel 01). 
Recientemente, se han descrito dos estrategias in vitro diferentes para la selección de la actividad de la polimerasa 50 
(Jestin 00, Ghadessy 01, Xia 02). Una se basa en la unión próxima de la polimerasa y del dúplex de molde-cebador 
en la misma partícula de fago, y ha permitido el aislamiento de mutantes de la Polimerasa Taq, que incorporan rNTP 
y dNTP con una eficacia comparable (Xia 02). Sin embargo, dichos métodos son complejos, propensos a generar 
errores y laboriosos.  
 55 
Recientemente, la técnica de la autorreplicación compartimentalizada (CSR) (Ghadessy 01), que se basa en la 
autorreplicación de genes de polimerasa por las polimerasas codificadas dentro de compartimentos diferenciados no 
comunicantes, ha permitido la selección de mutantes de Polimerasa Taq con una mayor termoestabilidad y/o 
resistencia al potente inhibidor heparina (Ghadessy et al 01).  
 60 
El documento WO 02/22869 describe métodos para su uso en la evolución in vitro de genotecas moleculares. Se 
describen métodos de selección de ácidos nucleicos que codifican productos génicos en los que el ácido nucleico y 
la actividad del producto génico codificado están relacionados por la compartimentalización. 
 
Sin embargo, todavía sigue existiendo la necesidad en la técnica de un método eficaz y sencillo para relajar la 65 
especificidad de sustrato de las ADN polimerasas de alta fidelidad, a la vez que se mantiene la alta rotación 
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catalítica y capacidad de procesamiento de los fragmentos de ADN hasta varias decenas de kb. Dichas polimerasas 
serán de uso particular en aplicaciones tales como la amplificación por PCR y la secuenciación de moldes de ADN 
dañados, para la incorporación de análogos de bases artificiales al ADN (como se requiere para la secuenciación o 
el marcaje matricial) y como punto de partida para la creación de nuevas actividades de la polimerasa usando la 
autorreplicación compartimentada u otros métodos. 5 
 
Sumario de la invención  
 
Los presentes inventores modificaron los principios de la evolución dirigida, (en particular, la autorreplicación 
compartimentada) descrita en los documentos GB97143002, 986063936 y GB01275643 en nombre de los presentes 10 
inventores, para relajar el control estérico de las ADN polimerasas de alta fidelidad y, por consiguiente, ampliar la 
selección de sustratos de dichas polimerasas. Todos los documentos mencionados anteriormente se incorporan en 
el presente documento por referencia.  
 
Se encontró que, sorprendentemente, mediante la realización de la técnica de la autorreplicación compartimentada a 15 
la que se hace referencia anteriormente, usando repertorios de genes Taq mutados al azar, y cebadores 
flanqueantes que portan desapareamientos A*G y C*C en su terminal/extremo 3’, se generaron mutantes que no 
solamente presentaban la capacidad de extender los desapareamientos de transversión A*G y C*C usados en la 
selección de CSR, sino que, sorprendentemente, también presentaron una capacidad genérica para extender los 
extremos 3’ desapareados. Este hallazgo es especialmente significativo, ya que la Polimerasa Taq no es capaz de 20 
extender los desapareamientos de 3’ (Kwok et al, (1990), Huang (1992). Las polimerasas mutantes generadas 
también presentan una alta rotación catalítica, concomitante con otras polimerasas de alta fidelidad, y son capaces 
de realizar la amplificación eficaz de fragmentos de ADN de hasta 26 kb.  
 
En un primer aspecto, la presente invención proporciona una ADN polimerasa de pol A con una selección más 25 
amplia de sustratos, que es capaz de evitar un sitio abásico, polimerasa que comprende la secuencia de ácido 
nucleico del clon designado en el presente documento como 3A10 (SEC ID Nº 80).  
 
La ADN polimerasa puede consistir en la secuencia de aminoácidos del clon designado en el presente documento 
como 3A10 (SEC ID Nº 80). 30 
 
En un segundo aspecto, la presente invención proporciona una construcción de ácido nucleico que codifica una 
polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con el primer aspecto de la invención. 
 
En un cuarto aspecto, la presente invención proporciona un vector que comprende una construcción de ácido 35 
nucleico de acuerdo con el segundo aspecto de la invención. 
 
En un quinto aspecto, la presente invención se refiere al uso de una ADN polimerasa obtenida por ingeniería 
genética de acuerdo con el primer aspecto de la invención en una cualquiera o más de las siguientes aplicaciones 
seleccionadas del grupo que consiste en las siguientes: amplificación por PCR, secuenciación de moldes de ADN 40 
dañados, la incorporación de análogos de bases artificiales a ADN y la creación de nuevas actividades polimerasa. 
 
El uso de acuerdo con el quinto aspecto de la invención se puede referir a una mezcla de polimerasas obtenidas por 
ingeniería genética. 
 45 
La expresión “ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética” se refiere a una ADN polimerasa que tiene una 
secuencia de ácido nucleico que no es 100 % idéntica a nivel del ácido nucleico a la una o más ADN polimerasa/s o 
fragmentos de las mismas de la que se deriva, y que es sintética.  
 
Como se ha mencionado anteriormente, la expresión “ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética” también 50 
incluye dentro de su alcance fragmentos, derivados y homólogos de una "ADN polimerasa obtenida por ingeniería 
genética", como se define en el presente documento, siempre que presente la propiedad necesaria de poseer una 
selección más amplia de sustratos según lo definido en el presente documento. Además, una característica esencial 
de la presente invención es que una ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la invención 
no incluya una polimerasa con actividad exonucleasa 3’-5’ en las condiciones usadas para la reacción de 55 
polimerización. (Esta definición incluye polimerasas en las que la exonucleasa 3-5’ no forma parte de la cadena 
polipeptídica de la polimerasa, pero está asociada de forma no covalente con la polimerasa activa). Dicha actividad 
de prueba de lectura eliminaría cualquier desapareamiento en 3' incorporado de acuerdo con el método de la 
invención y, por tanto, impediría que una polimerasa de acuerdo con la invención poseyera una selección más 
amplia de sustratos, como se define en la presente memoria. 60 
 
Como se define en el presente documento, la expresión “selección más amplia de sustratos” (de una ADN 
polimerasa obtenida por ingeniería genética) significa que la selección de sustratos de una ADN polimerasa obtenida 
por ingeniería genética de acuerdo con la presente invención es más amplia que la de la una o más ADN 
polimerasas, o los fragmentos de las mismas, de las que se deriva. La expresión “una selección más amplia de 65 
sustratos” se refiere a la capacidad de una polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la presente 
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invención para extender uno o más extremos de distorsión 3’, ventajosamente, desapareamientos de transversión 
(purina*purina, pirimidina*pirimidina), por ejemplo, A*A, C*C, G*G, T*T y G*A, que la una o más polimerasa/s de las 
que se deriva no pueden extender. Es decir, esencialmente, una ADN polimerasa que presenta una selección de 
sustratos relajada según lo definido en el presente documento tiene la capacidad no solo de extender el extremo de 
distorsión 3’ usado en su generación, (es decir, los cebadores flanqueantes), sino que también presenta una 5 
capacidad genérica para extender los extremos de distorsión 3’ (por ejemplo, los desapareamientos A*G, A*A, G*G). 
Preferentemente, la “selección más amplia de sustratos” (de una ADN polimerasa obtenida mediante ingeniería 
genética) incluye un espectro más amplio de sustratos artificiales de nucleótidos incluyendo dNTP S, nucleótidos 
marcados con colorante, moldes de ADN dañados, etcétera. En los ejemplos, se dan más detalles.  
 10 
El experto en la materia apreciará que, en esencia, cualquier cebador flanqueante de ADN polimerasa que porte un 
desapareamiento en 3’ funcionará con cualquier repertorio adecuado. Las características del proceso de extensión 
de los desapareamientos variarán de una polimerasa a otra, y también variarán de acuerdo con las condiciones 
experimentales. Por ejemplo, G*A y C*C son los desapareamientos que se ven más desfavorecidos para la 
extensión por la Polimerasa Taq (Huang et al, 92). Otros desapareamientos se ven favorecidos para la extensión por 15 
otras polimerasas, pudiéndose determinar de manera rutinaria por los expertos.  
 
Un experto en la materia también apreciará que los métodos descritos en el presente documento solo funcionarán 
para las polimerasas que carezcan de actividad de la prueba de lectura exonucleolítica 3-5’ en las condiciones 
usadas para la reacción de polimerización, pues dicha actividad daría lugar a la eliminación de los 20 
desapareamientos incorporados.  
 
Usando el método descrito en el presente documento, los presentes inventores generaron una serie de mutantes de 
polimerasa pol A. Dos de los mutantes, denominados M1 y M4, no solo presentan la capacidad de extender los 
desapareamientos de transversión G*A y C*C usados en la selección de CSR, sino que también presentan, 25 
sorprendentemente, una capacidad mejorada genéricamente para extender los extremos 3’ apareados 
erróneamente.  
 
Los presentes inventores consideran que el método descrito en el presente documento es aplicable a la generación 
de “combinaciones” de ADN polimerasas obtenidas mediante ingeniería genética con una selección más amplia de 30 
sustratos. De acuerdo con la presente invención, el término “combinación” de más de una polimerasa se refiere a 
una mezcla de 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más polimerasas obtenidas por ingeniería genética. Preferentemente 
el término "combinaciones" se refiere a una mezcla de 6, 7, 8, 9 o 10 o más “polimerasas obtenidas por ingeniería 
genética”. 
 35 
Cabe señalar que la extensión de terminales de cebador 3’ desapareados es una característica de las polimerasas 
de origen natural. Las transcriptasas inversas virales (RT) como la RT del VIH-1 o la RT del AMV, y las polimerasas 
capaces de realizar la síntesis translesión (TLS), tales como las polimerasas de la familia pol-Y pol  (Vaisman 
2001JBC) o pol  (Washington 2002 PNAS), o la poco común polimerasa de la familia pol-B pol  (Johnson, Nature), 
extienden desapareamientos en 3’ con una eficacia elevada en comparación con las polimerasas de alta fidelidad. 40 
Por lo tanto, las polimerasas PolA mutantes descritas en el presente documento comparten similitudes funcionales 
significativas con otras polimerasas que se encuentran en la naturaleza, pero hasta ahora representan el único 
miembro conocido de polimerasas de la familia pol-A que son competentes en la extensión de desapareamientos 
(ME) y la síntesis translesión (TLS).  
 45 
En contraste con las polimerasas TLS, que son distributivas y dependen de factores de capacidad de procesamiento 
celulares tales como PCNA, M1 y M4 combinan la extensión de desapareamientos (ME) y la síntesis translesión 
(TLS) con una alta capacidad de procesamiento y, en el caso de M1, son capaces de realizar la amplificación eficaz 
de fragmentos de ADN de hasta 26 kb.  
 50 
En un aspecto adicional más, la presente invención proporciona el uso de una ADN polimerasa de acuerdo con la 
presente invención en una cualquiera o más de las siguientes aplicaciones seleccionadas del grupo que consiste en 
las siguientes: amplificación por PCR, secuenciación de moldes de ADN dañados, la incorporación de análogos de 
bases artificiales al ADN y la creación de nuevas actividades de la polimerasa.  
 55 
Definiciones  
 
La expresión “ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética” se refiere a una ADN polimerasa que tiene una 
secuencia de ácido nucleico que no es 100 % idéntica a nivel del ácido nucleico a la una o más ADN polimerasa/s o 
fragmentos de las mismas de la que se deriva, y que se ha generado usando uno o más métodos biotecnológicos. 60 
Ventajosamente, una ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la invención es una ADN 
polimerasa de la familia pol-A o una ADN polimerasa de la familia pol-B. Más ventajosamente, una ADN polimerasa 
obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la invención es una ADN polimerasa de la familia pol-A. Como se 
ha mencionado anteriormente, la expresión “ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética” también incluye 
dentro de su alcance fragmentos, derivados y homólogos de una "ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética", 65 
como se define en el presente documento, siempre que presente la propiedad necesaria de poseer una selección 
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más amplia de sustratos según lo definido en el presente documento. Además, una característica esencial de la 
presente invención es que una ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la invención no 
incluya una polimerasa con actividad exonucleasa 3’-5’ en las condiciones usadas para la reacción de 
polimerización. Dicha actividad de prueba de lectura eliminaría cualquier desapareamiento en 3' incorporado de 
acuerdo con el método de la invención y, por tanto, impediría que una polimerasa de acuerdo con la invención 5 
poseyera una selección más amplia de sustratos, como se define en la presente memoria 
 
Como se define en el presente documento, los “cebadores flanqueantes que portan un extremo de distorsión 3’” se 
refieren a aquellos cebadores de ADN polimerasa que poseen en sus extremos 3’ uno o más grupos/s, 
preferentemente grupo/s de nucleótidos que se desvían de la geometría de apareamiento de bases afín. Dichas 10 
desviaciones de la geometría de apareamiento de bases afín incluyen, pero sin limitación: desapareamientos de 
nucleótidos, lesiones de bases (es decir, bases modificadas o dañadas) o sustitutos de bases sintéticos, 
enteramente artificiales, en el extremo 3 de un cebador flanqueante. El/los cebador/es flanqueante/s puede/n tener 
uno o más desapareamientos de nucleótidos en su extremo 3’. Los cebadores flanqueantes pueden tener uno o dos 
desapareamientos de nucleótidos en el extremo del cebador 3’. Los cebadores flanqueantes tienen un 15 
desapareamiento de nucleótidos en su extremo de cebador 3’.  
 
Como se define en el presente documento, la expresión “selección más amplia de sustratos” (de una ADN 
polimerasa obtenida por ingeniería genética) significa que la selección de sustratos de una ADN polimerasa obtenida 
por ingeniería genética de acuerdo con la presente invención es más amplia que la de la una o más ADN 20 
polimerasas, o los fragmentos de las mismas, de las que se deriva. La expresión “una selección más amplia de 
sustratos” se refiere a la capacidad de una polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la presente 
invención para extender uno o más extremos de distorsión 3’, ventajosamente, desapareamientos de transversión 
(purina*purina, pirimidina*pirimidina), por ejemplo, A*A, C*C, G*G, T*T y G*A, que la una o más polimerasa/s de las 
que se deriva no pueden extender. Es decir, esencialmente, una ADN polimerasa que presenta una selección de 25 
sustratos relajada según lo definido en el presente documento tiene la capacidad no solo de extender el extremo de 
distorsión 2’ usado en su generación, (es decir, los cebadores flanqueantes), sino que también presenta una 
capacidad genérica para extender el extremo de distorsión 3’ (por ejemplo, los desapareamientos A*G, A*A, G*G).  
 
Breve descripción de las figuras  30 
 

La Figura 1 muestra la secuencia de ácido nucleico (a) y la secuencia de aminoácidos (b) de M1. 
 

La Figura 2 muestra la secuencia de ácido nucleico (a) y la secuencia de aminoácidos (b) de M4. 
 35 

La Figura 3 muestra el esquema general de la selección de CSR de extensión de desapareamientos. La 
autorreplicación del gen pol por la polimerasa codificada requiere la extensión de cebadores flanqueantes que 
portan desapareamientos 3’ G*A y C*C. Las polimerasas capaces de realizar la extensión de desapareamientos 
(Pol*) replican su propio gen de codificación (pol*), mientras que Pol<x> no puede extender los 
desapareamientos a los productos de replicación. 40 

 
Figura 4. Propiedades de extensión de desapareamientos de polimerasas seleccionadas. (A) Actividad de la 
polimerasa en la PCR para el extremo 3’ apareado y los desapareamientos. Solo las polimerasas mutantes M4 y 
M1 (no mostradas) generan productos de amplificación usando los cebadores con desapareamientos de 
transversión en 3’. (B) Ensayo de PCR de extensión de desapareamientos. (Capacidad de extensión de 45 
desapareamientos en la PCR con cebadores flanqueantes apareados frente a desapareados). Se muestran 
diferentes polimerasas (rombos negros) y derivados (cuadrados y triángulos blancos) en columnas separadas. 

 
Figura 5. Actividad de evitación de lesiones (A) Taq de tipo silvestre; (B) M1; (C) M4. Se ensayó cada polimerasa 
a lo largo del tiempo para determinar su capacidad para extender un cebador marcado radiactivamente hibridado 50 
bien a un molde intacto o a un molde que contenía un sitio abásico o un dímero de ciclobutano timina-timina cis-
syn (CPD). La secuencia del molde era idéntica a excepción de tres bases situadas inmediatamente secuencia 
abajo del cebador (N1-3). En el lado derecho de cada respectivo panel, se da el contexto de la secuencia local 
de la región N1-3. X = sitio abásico; T-T = CPD. 

 55 
Figura 6. Actividad de la polimerasa sobre sustratos artificiales. (A) actividad de la polimerasa en la PCR usando 
todos los dNTP S. Con M1, se obtienen los productos de amplificación de ADN S de 0,4 kb, 0,8 kb y 2 kb, 
pero no con Taq de tipo silvestre (wt). X, marcador de ADN del fago X174 digerido con HaeIII. H, marcador 
de ADN del fago  digerido con HindIII. (B) Actividad de la polimerasa en la PCR con la sustitución completa de 
dATP con FITC-12-dATP (izquierda) o dTTP con biotina-16-dUTP (derecha). Solo M1 genera productos de 60 
amplificación. M, escalera de ADN de 1 kb (Invitrogen). (C) Evitación de una base de molde 5-nitroindol (5NI). Se 
ensayó la actividad de la polimerasa a lo largo del tiempo para determinar su capacidad para extender un 
cebador marcado radiactivamente hibridado a un molde que contenía una base de molde 5NI. 

 
Figura 7. PCR de largo alcance. Amplificación por PCR de fragmentos de longitud creciente de un molde de ADN 65 
del fago . Taq de tipo silvestre (WT) no genera productos de amplificación de más de 8,8 kb, mientras que M1 
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es capaz de amplificar fragmentos de > 25 kb. H, marcador de ADN del fago  digerido con HindIII. 
 

Figura 8. ELISA de tipo horquilla para ensayar la incorporación de análogos nucleotídicos mediante clones de 
extensión de desapareamientos. 

 5 
Figura 9. Los clones 3B5, 3B8, 3C12 y 3D1 (donde 3 indica que se trata de clones de la tercera serie) fueron 
capaces de extender cebadores que contenían cuatro desapareamientos. 

 
Figura 10. Una lista de las polimerasas seleccionadas para extender cuatro desapareamientos que se ensayaron 
para determinar su capacidad para extender los sitios abásicos en la PCR. 10 

 
Figura 11. Se ensayaron siete polimerasas para determinar su capacidad para evitar los sitios abásicos en un 
ensayo de extensión con cebador. 

 
Figura 12 Se extrajeron y se analizaron varias muestras de hiena cavernaria (Crocuta spelaea). 15 

 
Figura 13. Cebadores apropiados para su uso en el método de la invención. Véase el Ejemplo 15 para obtener 
más información. 
 
Figura 14. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicación de 5NI para determinar la actividad con 20 
una selección de sustratos usando el ensayo ELISA de tipo horquilla descrito en el Ejemplo 8. Véase el ejemplo 
16 para obtener más información. 

 
Figura 15. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicación de 5NI para determinar la actividad con 
una selección de sustratos. polimerasa 4D11. P es el cebador, Ch es la reacción de persecución. Los tiempos de 25 
reacción están en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener más información. 

 
Figura 16. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicación de 5NI para determinar la actividad con 
una selección de sustratos. Polimerasa 5D4. P es el cebador, Ch es la reacción de persecución. Los tiempos de 
reacción están en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener más información. 30 

 
Figura 17. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicación de 5NI para determinar la actividad con 
una selección de sustratos. Polimerasa 4D11. P es el cebador, Ch es la reacción de persecución. Los tiempos de 
reacción están en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener más información. 

 35 
Figura 18. Se ensayaron polimerasas seleccionadas para la replicación de 5NI para determinar la actividad con 
una selección de sustratos. Polimerasa 5D4. P es el cebador, Ch es la reacción de persecución. Los tiempos de 
reacción están en minutos. Véase el Ejemplo 16 para obtener más información 

 
Figura 19. Hibridaciones con micromatrices de sondas marcadas con FITC. Las micromatrices contenían 5 40 
características repetidas de diluciones en serie de secuencias diana de Taq, RT y ADN de esperma de salmón 
genómico, como se indica. Se usaron aleatorizadores marcados para visualizar la micromatriz y evaluar la 
disponibilidad de secuencias diana para la hibridación. Se realizaron cohibridaciones con matrices con una sonda 
Taq marcada con Cy5 (Cy5Taq) como patrón, y sondas marcadas con FITC o no marcadas equivalentes 
(FITC10Taq, FITC10M1, FITC100M1). Se muestran experimentos individuales de 3 experimentos por duplicado 45 
para cada cohibridación. 

 
Figura 20, Figura 21. Señales micromatriciales de sondas marcadas con FITC. Se representa la señal de 
fluorescencia media de FITC de sondas marcadas con FITC (FITC10Taq, FITC10M1, FITC100M1) para cada 
cohibridación frente a la señal de fluorescencia de Cy5 de la sonda de referencia (Cy5Taq) para las secuencias 50 
diana de A) Taq, B) RT y C) ADN de esperma de salmón genómico, como se indica. D) Las señales de fondo 
micromatriciales de sondas marcadas con FITC se determinan usando 3 micromatrices por duplicado para cada 
experimento de cohibridación de una sonda Taq marcada con Cy5 (Cy5Taq), como patrón, y sondas marcadas 
con FITC o no marcadas equivalentes (FITC10Taq, FITC10M1, FITC100M1). La información de fondo se generó 
midiendo la señal de fluorescencia de 12 superficies no características de cada micromatriz. Se generaron las 55 
intensidades medias de los píxeles y se usaron para derivar un valor radiométrico por cada superficie de no 
característica. Se muestra una media de la proporción media  1 desviación estándar por cada experimento de 
cohibridación. 

 
Figura 22. Fidelidad. (A) ELISA de MutS. Se determina la fidelidad de replicación relativa de Taq de tipo silvestre, 60 
M1 y M4 usando ELISA de mutS de dos fragmentos de ADN diferentes (bien una región de 0,4 kb o de 2,5 kb del 
gen Taq clonado) obtenidos por PCR y sondados a dos concentraciones diferentes. (B) Espectros de 
sustituciones de nucleótidos observadas en fragmentos de PCR amplificados bien con Taq de tipo silvestre o M1. 
Los tipos de sustituciones se dan como el % de sustituciones totales (Taq WT: 48, M1: 74). Se añadieron 
sustituciones equivalentes en cualquiera de las hebras (por ejemplo, GA, CT) juntas (GCAT). Se observó 1 65 
eliminación (Taq WT: 3, M1: 1), que no se muestra. 
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Figura 23. Se midió la capacidad de procesamiento de Taq WT, M1 y M4 a tres concentraciones diferentes de la 
polimerasa en ausencia (A) o en presencia (B) de ADN trampa. La capacidad de procesamiento para la 
incorporación de nucleótidos en cada posición resultó ser variable, pero esencialmente idéntica para las tres 
polimerasas. Por ejemplo, la probabilidad de disociación enzimática es mayor en las posiciones 2-5 en 
comparación con las posiciones 6 y 7 para las tres polimerasas. En presencia de ADN trampa (para asegurar 5 
que la extensión de todos los cebadores es el resultado de una sola unión al ADN), el 13 % de Taq WT unida, el 
28 % de M1 y el 15 % de M4 extendieron los cebadores hasta el final del molde. Las probabilidades de 
terminación para las posiciones 2 a 5 variaron del 15 al 25 % para Taq WT y M1, y del 13 al 35 % para M4, 
mientras que en las posiciones 6 y 7, la probabilidad de la terminación fue del 5 % para Taq WT, 1 % para M1 y 
2-4 % para M4. La replicación del ADN se ha caracterizado como de baja capacidad de procesamiento cuando la 10 
probabilidad de terminación alcanza el 40-80 %15. Los presentes resultados sugieren que tanto M1 como M4 son 
polimerasas procesadoras, con capacidad de procesamiento igual o superior a Taq WT, argumento que va en 
contra de una interdependencia mecanicista de la baja capacidad de procesamiento y la síntesis translesión. 

 
Descripción detallada 15 
 
(A) Principios subyacentes a la tecnología CST  
 
En el presente documento, se describe un método de generación de una ADN polimerasa obtenida por ingeniería 
genética con una selección más amplia de sustratos que comprende las etapas de: 20 
 

(a) preparar ácido nucleico que codifica una ADN polimerasa mutante, en el que la polimerasa se genera usando 
cebadores flanqueantes que portan un extremo de distorsión 3’; 
(b) compartimentar el ácido nucleico de la etapa (a) en microcápsulas; 
(c) expresar el ácido nucleico para producir su respectiva ADN polimerasa dentro de las microcápsulas; 25 
(d) clasificar el ácido nucleico que codifica la ADN polimerasa mutante que presenta una selección más amplia 
de sustratos; y 
(e) expresar la ADN polimerasa mutante que presenta una selección más amplia de sustratos.  

 
Las técnicas de evolución dirigida y de autorreplicación compartimentada se detallan en los documentos GB 30 
97143002, GB 98063936 y GB 01275643, a nombre de los presentes inventores. Dichos documentos se incorporan 
en el presente documento por referencia.  
 
Los inventores modificaron los métodos de autorreplicación compartimentada y, sorprendentemente, generaron ADN 
polimerasas que presentaban una selección más amplia de sustratos como se define en el presente documento.  35 
 
En particular, los inventores se dieron cuenta de que para la autorreplicación de la Polimerasa Taq, los 
compartimentos deben permanecer estables a las altas temperaturas del termociclado de la PCR. La encapsulación 
de las PCR se ha descrito previamente para las vesículas de lípidos (Oberholzer, T., Albrizio, M. y Luisi, P. L. (1995) 
Chem. Biol. 2, 677-82, y células y tejidos fijados (Haase, A. T., Retzel, E. F. y Staskus, K. A. (1990) Proc. Natl. Acad. 40 
Sci. EE.UU. 87, 4971-5; Embleton, M. J., Gorochov, G., Jones, P. T. y Winter, G. (1992) Nucleic Acids) pero con 
bajas eficacias.  
 
Los presentes inventores han desarrollado recientemente emulsiones de aceite en agua, pero modificando la 
composición del agente tensioactivo, así como la proporción del aceite con respecto al agua. Los detalles se dan en 45 
el Ejemplo 1. Dichas modificaciones aumentaron en gran medida la estabilidad al calor de los compartimentos y 
permitieron que los rendimientos de PCR en la emulsión se acercaran a los de la PCR en solución. Más adelante, se 
aporta más información sobre el método de la autorreplicación compartimentada. 
 
Microcápsulas.  50 
 
Las microcápsulas usadas de acuerdo con el método descrito en el presente documento requieren propiedades 
físicas apropiadas para permitir el funcionamiento del método. 
 
En primer lugar, para garantizar que los ácidos nucleicos y los productos génicos no se puedan difundir entre las 55 
microcápsulas, el contenido de cada microcápsula debe estar aislado del contenido de las microcápsulas 
circundantes, de manera que no haya intercambio o que haya poco intercambio de los ácidos nucleicos y los 
productos génicos entre la microcápsulas durante el período de tiempo del experimento.  
 
En segundo lugar, el método requiere que solo haya un número limitado de ácidos nucleicos por microcápsula. Esto 60 
garantiza que el producto génico de un ácido nucleico individual se aísle de los otros ácidos nucleicos. Por lo tanto, 
el acoplamiento entre el ácido nucleico y el producto génico será altamente específico. El factor de enriquecimiento 
es el mayor con una media de uno o pocos ácidos nucleicos por microcápsula, siendo la unión entre el ácido 
nucleico y la actividad del producto génico codificado lo más estrecha posible, pues el producto génico de un ácido 
nucleico individual se aislará de los productos de todos los otros ácidos nucleicos. Sin embargo, aún no usándose la 65 
situación teóricamente óptima, como media, de un solo ácido nucleico o menos por microcápsula, una proporción de 
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5, 10, 50, 100 o 1.000 o más ácidos nucleicos por microcápsula puede ser beneficiosa en la clasificación de una 
genoteca de gran tamaño. Las posteriores series de clasificación, incluyendo una nueva encapsulación con una 
distribución diferente de los ácidos nucleicos, permitirán una clasificación más rigurosa de los ácidos nucleicos. 
Preferentemente, hay un solo ácido nucleico o menos, por microcápsula.  
 5 
En tercer lugar, la formación y la composición de las microcápsulas no debe suprimir la función de la maquinaria de 
la expresión de los ácidos nucleicos y la actividad de los productos génicos.  
 
Por consiguiente, cualquier sistema de microencapsulación usado debe cumplir estos tres requisitos. El/los 
sistema/s apropiado/s puede/n variar dependiendo de la naturaleza exacta de los requisitos en cada aplicación de la 10 
invención, como será evidente para el experto en la materia.  
 
Se dispone de una amplia variedad de procedimientos de microencapsulación (véase Benita, 1996) y se pueden 
usar para crear las microcápsulas descritas en el presente documento. De hecho, se han identificado en la 
bibliografía más de 200 métodos de microencapsulación (Finch, 1993).  15 
 
Estos incluyen vesículas acuosas envueltas con una membrana, tales como las vesículas lipídicas (liposomas) 
(New, 1990) y vesículas tensioactivas no iónicas (van Hal et al., 1996). Se trata de cápsulas membranosas cerradas 
de bicapas individuales o múltiples de moléculas ensambladas de forma no covalente, estando cada bicapa 
separada de su bicapa vecina por un compartimento acuoso. En el caso de los liposomas, la membrana está 20 
compuesta de moléculas lipídicas que normalmente son fosfolípidos, pero también se pueden incorporar a las 
membranas esteroles tales como el colesterol (New, 1990). Dentro de los liposomas, se puede realizar una variedad 
de reacciones bioquímicas catalizadas por enzimas, incluyendo la polimerización del ARN y ADN (Chakrabarti et al., 
1994; Oberholzer et al., 1995a; Oberholzer et al., 1995b; Walde et al., 1994; Wick y Luisi, 1996).  
 25 
Con un sistema de vesículas envueltas con una membrana, gran parte de la fase acuosa está fuera de las vesículas 
y, por tanto, no está compartimentalizada. Esta fase acuosa continua se debería eliminar, o inhibirse o destruirse los 
sistemas biológicos de su interior (por ejemplo, mediante la digestión de ácidos nucleicos con ADNasa o ARNasa) 
para que las reacciones se limiten a las microcápsulas (Luisi et al., 1987).  
 30 
También se han demostrado las reacciones bioquímicas catalizadas por enzimas en microcápsulas generadas por 
una variedad de otros métodos. Muchas enzimas son activas en soluciones micelares inversas (Bru y Walde, 1991; 
Bru y Walde, 1993; Creagh et al., 1993; Haber et al., 1993; Kumar et al., 1989; Luisi y B., 1987; Mao y Walde, 1991; 
Mao et al., 1992; Perez et al., 1992; Walde et al., 1994; Walde et al., 1993; Walde et al., 1988), tales como el sistema 
AOT-isooctano-agua (Menger y Yamada, 1979).  35 
 
También se pueden generar microcápsulas por polimerización interfacial y formación de complejos interfaciales 
(Whateley, 1996). Las microcápsulas de este tipo pueden tener membranas rígidas, no permeables, o membranas 
semipermeables. Las microcápsulas semipermeables limitadas por membranas de nitrato de celulosa, membranas 
de poliamida y membranas de lípido-poliamida pueden mantener reacciones bioquímicas, incluyendo sistemas 40 
multienzimáticos (Chang, 1987; Chang, 1992; Lim, 1984). Las microcápsulas de alginato/polilisina (Lim y Sun, 1980), 
que se pueden formar en condiciones muy suaves, también han demostrado ser muy biocompatibles, 
proporcionando, por ejemplo, un método eficaz de encapsulación de células y tejidos vivos (Chang, 1992; Sun et al., 
1992).  
 45 
También se pueden usar sistemas de microencapsulación no membranosos, basados en la división en fases de un 
entorno acuoso en un sistema coloidal, tal como una emulsión.  
 
Preferentemente, las microcápsulas descritas en el presente documento se forman a partir de emulsiones; sistemas 
heterogéneos de dos fases líquidas inmiscibles con una de las fases dispersa en la otra como gotitas de tamaño 50 
microscópico o coloidal (Becher, 1957; Sherman, 1968; Lissant, 1974; Lissant, 1984).  
 
Emulsiones  
 
Las emulsiones se pueden producir a partir de cualquier combinación adecuada de líquidos inmiscibles. 55 
Preferentemente, la emulsión descrita en el presente documento tiene agua (que contiene los componentes 
bioquímicos) como la fase presente en forma de gotitas finamente divididas (la fase dispersa, interna o discontinua) 
y un líquido hidrófobo, inmiscible (un "aceite") como la matriz en la que estas gotitas están suspendidas (la fase no 
dispersa, continua o externa). Dichas emulsiones se denominan de “agua en aceite” (A/A). Esta tiene la ventaja de 
que toda la fase acuosa que contiene los componentes bioquímicos está compartimentalizada en gotitas 60 
diferenciadas (la fase interna). La fase externa, que es un aceite hidrófobo, generalmente no contiene ninguno de los 
componentes bioquímicos y, por tanto, es inerte.  
 
La emulsión puede estabilizarse mediante la adición de uno o más agentes tensioactivos. Estos tensioactivos se 
denominan agentes emulsionantes, y actúan en la interfase de agua/aceite para evitar (o al menos retrasar) la 65 
separación de las fases. Muchos aceites y emulsionantes se pueden usar para la generación de emulsiones de agua 
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en aceite. Una recopilación reciente enumeraba más de 16.000 tensioactivos, muchos de los cuales se usan como 
agentes emulsionantes (Ash y Ash, 1993). Los aceites adecuados incluyen tensioactivos de aceites minerales 
blancos ligeros y no iónicos (Schick, 1966), tales como monooleato de sorbitán (SpanTM 80; ICI) y monooleato de 
polioxietilensorbitano (TweenTM 80; ICI) y Triton-X-100.  
 5 
El uso de tensioactivos aniónicos también puede ser beneficioso. Los tensioactivos adecuados incluyen colato de 
sodio y taurocolato de sodio. Se prefiere particularmente el desoxicolato de sodio, preferentemente, a una 
concentración del 0,5 % p/v o inferior. En algunos casos, la inclusión de dichos tensioactivos puede aumentar la 
expresión de los ácidos nucleicos y/o la actividad de los productos génicos. La adición de algunos tensioactivos 
aniónicos a una mezcla de reacción no emulsionada, suprime completamente la traducción. Sin embargo, durante la 10 
emulsión, el tensioactivo se transfiere desde la fase acuosa a la interfase y la actividad se restablece. La adición de 
un tensioactivo aniónico a las mezclas que se van a emulsionar garantiza que las reacciones se realicen únicamente 
después de la compartimentalización.  
 
En general, la creación de una emulsión requiere la aplicación de energía mecánica para forzar la unión de las 15 
fases. Existe una variedad de maneras de hacerlo, que utilizan una variedad de dispositivos mecánicos, incluyendo 
agitadores (tales como varillas de agitación magnéticas, agitadores de hélice y turbina, dispositivos de paletas y 
batidores), homogeneizadores (incluyendo los homogeneizadores de rotor-estator, homogeneizadores de válvula de 
alta presión y homogeneizadores de chorro), molinos coloidales, ultrasonidos y dispositivos de “emulsión de 
membrana” (Becher, 1957; Dickinson, 1994).  20 
 
Las microcápsulas acuosas formadas en emulsiones de agua en aceite son generalmente estables con poco o 
ningún intercambio de ácidos nucleicos o productos génicos entre las microcápsulas. Además, los presentes 
inventores han demostrado que se realizan varias reacciones bioquímicas en las microcápsulas de emulsión. 
Además, procesos bioquímicos complicados, principalmente la transcripción y la traducción de genes también están 25 
activos en las microcápsulas de emulsión. Existe la tecnología para crear emulsiones con volúmenes de todo tipo 
hasta escalas industriales de miles de litros (Becher, 1957; Sherman, 1968; Lissant, 1974; Lissant, 1984).  
 
El tamaño preferido de la microcápsula variará dependiendo de los requisitos exactos de cualquier proceso de 
selección individual que se vaya a realizar.  30 
 
En todos los casos, habrá un equilibrio óptimo entre el tamaño de la genoteca, el enriquecimiento requerido y la 
concentración requerida de componentes en las microcápsulas individuales para lograr la expresión y la reactividad 
eficaces de los productos génicos.  
 35 
En el Ejemplo 1, se ofrecen los detalles de un ejemplo de una emulsión usada cuando se realiza el método descrito 
en el presente documento.  
 
Expresión dentro de microcápsulas  
 40 
Los procesos de expresión deben producirse dentro de cada microcápsula individual.  
 
Tanto la transcripción in vitro como la transcripción-traducción acopladas son menos eficaces a concentraciones 
subnanomolares de ADN. Debido a la necesidad de que solo esté presente un número limitado de moléculas de 
ADN en cada microcápsula, esto fija por tanto un límite superior práctico del posible tamaño de la microcápsula. 45 
Preferentemente, el volumen medio de las microcápsulas es inferior a 5,2 x 10-16 m3, (que se corresponde a una 
microcápsula esférica de diámetro inferior a 10 m, más preferentemente, inferior a 6,5 x 10-17 m3 (5 m), más 
preferentemente de aproximadamente 4,2 x 10-18 m3 (2 m) e idealmente de aproximadamente 9 x 10-18 m3 (2,6 m). 
 
La concentración eficaz de ADN o ARN en las microcápsulas se puede aumentar artificialmente mediante diversos 50 
métodos que serán bien conocidos por los expertos en la materia. Estos incluyen, por ejemplo, la adición de 
productos químicos que excluyen volumen, tales como polietilenglicoles (PEG), y una variedad de técnicas de 
amplificación génica, que incluyen la transcripción usando ARN polimerasas que incluyen las que proceden de 
bacterias tales como E. coli (Roberts, 1969; Blattner y Dahlberg, 1972; Roberts et al., 1975; Rosenberg et al., 1975), 
eucariotas, por ejemplo, (Weil et al., 1979; Manley et al., 1983) y bacteriófagos tales como T7, T3 y SP6 (Melton et 55 
al., 1984); la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988); la amplificación con la replicasa Q 
(Miele et al., 1983; Cahill et al., 1991; Chetverin y Spirin, 1995; Katanaev et al., 1995); la reacción en cadena de la 
ligasa (LCR) (Landegren et al., 1988; Barany, 1991); y el sistema de replicación autosostenida de secuencias (Fahy 
et al., 1991) y la amplificación por desplazamiento de cadena (Walker et al., 1992). Se podrían usar incluso técnicas 
de amplificación génica que requieren un ciclado térmico, tales como PCR y LCR, si las emulsiones y la 60 
transcripción in vitro o los sistemas acoplados de transcripción-traducción son termoestables (por ejemplo, se 
podrían preparar los sistemas acoplados de transcripción-traducción a partir de un organismo termoestable tal como 
Thermus aquaticus).  
 
El aumento de la concentración local eficaz de ácido nucleico permite el uso de manera eficaz de microcápsulas de 65 
mayor tamaño. Esto permite un límite superior práctico preferido para el volumen de la microcápsula de 
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aproximadamente 5,2 x 10-16 m3 (correspondiente a una esfera de 10 um de diámetro).  
 
El tamaño de la microcápsula debe ser suficientemente elevado como para alojar todos los componentes requeridos 
para las reacciones bioquímicas, que son necesarios para que tengan lugar dentro de la microcápsula. Por ejemplo, 
in vitro, tanto las reacciones de transcripción como las reacciones acopladas de transcripción-traducción requieren 5 
una concentración total de nucleósido trifosfato de aproximadamente 2 mM.  
 
Por ejemplo, para transcribir un gen en una molécula de ARN corta aislada de 500 bases de longitud, esto requeriría 
un mínimo de 500 moléculas de nucleósido trifosfato por microcápsula (8,33 x 10-22 mol). Para constituir una 
solución 2 mM, este número de moléculas debe estar contenido dentro de una microcápsula de volumen 4,17 x 10-19 10 
litros (4,17 x 10-22 m3) que, si fuera esférica, tendría un diámetro de 93 nm.  
 
Por otro lado, particularmente en el caso de las reacciones que implican traducción, cabe señalar que los ribosomas 
necesarios para que se produzca la traducción, tienen un diámetro de aproximadamente 20 nm. Por lo tanto, el 
límite inferior preferido para las microcápsulas es un diámetro de aproximadamente 100 nm.  15 
 
Por lo tanto, el volumen de la microcápsula es preferentemente del orden de entre 5,2 x 10-22 m3 y 52 x 10-16 m3 que 
se corresponde a una esfera de diámetro entre 0,1 um y 10 um, más preferentemente entre aproximadamente 5,2 x  
10-19 m3 y 6,5 x 10-17 m3 (1 um y 5 um). Los más ventajosos son los diámetros de esferas de aproximadamente 
2,6 um.  20 
 
No es casualidad que las dimensiones preferidas de los compartimentos (gotitas de diámetro medio 2,6 um) se 
parezcan mucho a las de las bacterias, por ejemplo, Escherichia son bacilos de 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um y Azotobacter 
son células ovoides de 1,5-2,0 um de diámetro. En su forma más simple, la evolución darwiniana se basa en un 
mecanismo de "un genotipo un fenotipo". La concentración de un único gen compartimentalizado, o genoma, 25 
disminuye desde 0,4 nM en un compartimento de 2 um de diámetro, a 25 pM en un compartimento de 5 um de 
diámetro. La maquinaria de transcripción/traducción procariótica ha evolucionado para funcionar en compartimentos 
de ~1-2 um de diámetro, donde los genes individuales se encuentran a concentraciones aproximadamente 
nanomolares. Un solo gen, en un compartimento de 2,6 um de diámetro tiene una concentración de 0,2 nM. Esta 
concentración génica es suficientemente alta como para que haya una traducción eficaz. La compartimentalización 30 
en dicho volumen también garantiza que, incluso si solo se forma una única molécula del producto génico, esté 
presente a aproximadamente 0,2 nM, lo que es importante si el producto génico va a tener una actividad de 
modificación del propio ácido nucleico. El volumen de la microcápsula se ha de seleccionar, por tanto, teniendo en 
cuenta no solo los requisitos de la transcripción y la traducción del ácido nucleico/ácido nucleico, sino también la 
actividad de modificación requerida del producto génico en el método descrito en el presente documento. 35 
 
El tamaño de las microcápsulas de la emulsión puede variar simplemente adaptando las condiciones de la emulsión 
usadas para formar la emulsión de acuerdo con los requisitos del sistema de selección. Cuanto mayor sea el tamaño 
de la microcápsula, mayor será el volumen que se requerirá para encapsular un ácido nucleico/genoteca de ácido 
nucleico dados, ya que el factor limitante será, en última instancia, el tamaño de la microcápsula y, por tanto, el 40 
número de microcápsulas posibles por unidad de volumen.  
 
El tamaño de las microcápsulas se selecciona no solo teniendo en cuenta los requisitos del sistema de 
transcripción/traducción, sino también los del sistema de selección empleado para el ácido nucleico/la construcción 
de ácido nucleico. Por lo tanto, los componentes del sistema de selección, tales como un sistema de modificación 45 
química, pueden requerir volúmenes de reacción y/o concentraciones de reactivo que no sean óptimas para la 
transcripción/traducción. Como se expone en el presente documento, dichos requisitos se pueden incluir mediante 
una etapa secundaria de reencapsulación. Además, se pueden incluir seleccionando el tamaño de la microcápsula 
con el fin de maximizar la transcripción/traducción y la selección en conjunto. Se prefiere la determinación empírica 
del volumen óptimo de la microcápsula y de la concentración de reactivo, por ejemplo, como se expone en el 50 
presente documento.  
 
Un "ácido nucleico" de acuerdo con la presente invención es como se ha descrito anteriormente. Preferentemente, 
un ácido nucleico es una molécula o una construcción seleccionada del grupo que consiste en una molécula de 
ADN, una molécula de ARN, una molécula de ácido nucleico parcial o totalmente artificial que consiste 55 
exclusivamente en bases sintéticas o una mezcla de bases naturales y bases sintéticas, una cualquiera de las 
anteriores ligada a un polipéptido y una cualquiera de las anteriores ligada a cualquier otro grupo molecular o 
construcción. Ventajosamente, el otro grupo molecular o la otra construcción se seleccionan del grupo que consiste 
en ácidos nucleicos, sustancias poliméricas, particularmente, perlas, por ejemplo, perlas de poliestireno, sustancias 
magnéticas tales como perlas magnéticas, marcadores tales como fluoróforos o marcadores isotópicos, reactivos 60 
químicos, agentes de unión tales como macrociclos y similares.  
 
La porción de ácido nucleico del ácido nucleico puede comprender secuencias reguladoras adecuadas, tales como 
las requeridas para una expresión eficaz del producto génico, por ejemplo, promotores, potenciadores, secuencias 
de inicio de la traducción, secuencias de poliadenilación, sitios de corte y empalme y similares.  65 
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Selección del producto  
 
En el Ejemplo 1, se dan los detalles de un método preferido de realización del método descrito en el presente 
documento. Sin embargo, los expertos en la materia apreciarán que los ejemplos dados no son limitantes y los 
métodos para la selección de productos se describen en términos más generales a continuación.  5 
 
Un ligando o un sustrato puede conectarse al ácido nucleico mediante una variedad de medios que serán evidentes 
para los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Hermanson, 1996). Bastará con cualquier marcador que permita 
la posterior selección del ácido nucleico. La clasificación se puede realizar mediante cualquier método que permita la 
separación preferente, la amplificación o la supervivencia del ácido nucleico marcado. Los ejemplos incluyen la 10 
selección mediante la unión (incluyendo técnicas basadas en la separación magnética, por ejemplo, usando 
DynabeadsTM), y por la resistencia a la degradación (por ejemplo, mediante nucleasas, incluyendo las 
endonucleasas de restricción).  
 
Una forma en la que la molécula de ácido nucleico se puede ligar a un ligando o a un sustrato es mediante 15 
biotinilación. Esto puede realizarse mediante amplificación por PCR con un cebador 5’ de biotinilación de modo que 
la biotina y el ácido nucleico se unan covalentemente.  
 
El ligando o el sustrato que se seleccionan se pueden unir al ácido nucleico modificado mediante una variedad de 
medios que serán evidentes para los expertos en la materia. Un ácido nucleico biotinilado se puede acoplar a una 20 
microperla de poliestireno (0,035 a 0,2 um de diámetro) que esté recubierta con avidina o estreptavidina que, por lo 
tanto, se unirá el ácido nucleico con afinidad muy alta. Esta cuenta se puede derivatizar con sustrato o ligando por 
cualquier método adecuado, tal como mediante la adición de sustrato biotinilado o mediante acoplamiento covalente.  
 
Como alternativa, un ácido nucleico biotinilado se puede acoplar a avidina o estreptavidina formando un complejo 25 
con una gran molécula de proteína tal como tiroglobulina (669 Kd) o ferritina (440 Kd). Este complejo se puede 
derivatizar con sustrato o ligando, por ejemplo, mediante acoplamiento covalente al grupo -amino de lisinas o 
mediante una interacción no covalente tal como biotina-avidina. El sustrato puede estar presente en una forma no 
enlazada al ácido nucleico, pero que contenga un "marcador" inactivo que requiere una etapa adicional para 
activarlo tal como fotoactivación (por ejemplo, de un análogo de biotina "enjaulado", (Sundberg et al., 1995; Pirrung y 30 
Huang, 1996)). El catalizador que se selecciona convierte entonces el sustrato en el producto. A continuación, se 
podría activar el "marcador" y el sustrato “marcado” y/o producto unido por una molécula de unión al marcador (por 
ejemplo, avidina o estreptavidina) que forma un complejo con el ácido nucleico. Por lo tanto, la proporción del 
sustrato con respecto al producto unido al ácido nucleico a través del "marcador" refleja la proporción entre el 
sustrato y el producto en solución.  35 
 
Cuando todas las reacciones se detienen y se combinan las microcápsulas, los ácidos nucleicos que codifican las 
enzimas activas se pueden enriquecer usando un anticuerpo u otra molécula que se una, o reaccione 
específicamente con, el "marcador". Aunque tanto los sustratos como el producto tienen el marcador molecular, solo 
los ácidos nucleicos que codifican el producto génico activo se purificarán conjuntamente.  40 
 
En el presente documento, se usan los términos "aislamiento", "clasificación" y "selección", así como las variaciones 
de los mismos. El aislamiento, de acuerdo con la presente invención, se refiere al proceso de separación de una 
entidad de una población heterogénea, por ejemplo, una mezcla, de modo que esté exenta de al menos una 
sustancia con la que estaba asociada antes del proceso de aislamiento. En una realización preferida, el aislamiento 45 
se refiere a la purificación de una entidad, esencialmente hasta la homogeneidad. La clasificación de una entidad se 
refiere al proceso de aislar preferentemente entidades deseadas frente a entidades no deseadas. En la medida en 
que se refiera al aislamiento de las entidades deseadas, los términos "aislamiento" y "clasificación" son equivalentes. 
El método descrito en el presente documento permite la clasificación de ácidos nucleicos deseados a partir de 
combinaciones (genotecas o repertorios) de ácidos nucleicos que contienen el ácido nucleico deseado. La selección 50 
se usa para referirse al proceso (incluyendo el proceso de clasificación) de aislamiento de una entidad de acuerdo 
con una determinada propiedad de la misma.  
 
La selección inicial de un ácido nucleico a partir de una genoteca de ácidos nucleicos (por ejemplo, una genoteca de 
taq mutante) requerirá, en la mayoría de los casos, el rastreo de un gran número de variantes de ácidos nucleicos. 55 
Las genotecas de ácidos nucleicos se pueden crear en una variedad de maneras diferentes, incluyendo las 
siguientes.  
 
Se pueden clonar combinaciones de ácidos nucleicos naturales a partir de ADN genómico o ADNc (Sambrook et al., 
1989); por ejemplo, genotecas de Taq mutante u otras genotecas de ADN polimerasas, preparadas mediante 60 
repertorios amplificados por PCR de genes de Taq o de otras ADN polimerasas, han demostrado ser fuentes muy 
eficaces de fragmentos de ADN polimerasa. En los ejemplos se proporcionan más detalles.  
 
Las genotecas también se pueden preparar mediante la codificación de todos (véase, por ejemplo, Smith, 1985; 
Parmley y Smith, 1988) o parte de los genes (véase, por ejemplo, Lowman et al., 1991) o combinaciones de genes 65 
(véase, por ejemplo, Nissim et al., 1994) mediante un oligonucleótido sintético aleatorio o dopado. Las genotecas 
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también se pueden preparar introduciendo mutaciones en un ácido nucleico o en una combinación de ácidos 
nucleicos "al azar" mediante una variedad de técnicas in vivo, que incluyen; el uso de “cepas mutadoras”, de 
bacterias tales como E. coli mutD5 (Liao et al., 1986; Yamagishi et al., 1990; Low et al., 1996). Las mutaciones al 
azar, también se pueden introducir tanto in vivo como in vitro mediante mutágenos químicos y radiación ionizante o 
UV (véase Friedberg et al., 1995.), o incorporando análogos de bases mutagénicos (Freese, 1959; Zaccolo et al., 5 
1996). Las mutaciones "aleatorias" también se pueden introducir en genes in vitro durante la polimerización, por 
ejemplo, mediante el uso de polimerasas propensas a errores (Leung et al., 1989). En el método descrito en el 
presente documento, el repertorio de fragmentos nucleicos usado puede ser un repertorio mutante de Taq que se 
haya mutado usando PCR propensa a error. Los detalles se proporcionan en el Ejemplo 1. De acuerdo con el 
método descrito en el presente documento, el término "aleatoria" puede ser en términos de posiciones aleatorias con 10 
repertorio aleatorio de aminoácidos en esas posiciones o pueden ser posiciones seleccionadas (predeterminadas) 
con un repertorio aleatorio de aminoácidos en esas posiciones seleccionadas.  
 
Se pueden introducir otras diversificaciones mediante el uso de la recombinación homóloga bien in vivo (véase 
Kowalczykowski et al., 1994) o in vitro (Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b).  15 
 
Microcápsulas/Clasificación 
 
Además de los ácidos nucleicos descritos anteriormente, las microcápsulas descritas en el presente documento 
comprenderán componentes adicionales requeridos para que tenga lugar el proceso de clasificación. Otros 20 
componentes del sistema comprenderán, por ejemplo, los necesarios para la transcripción y/o traducción del ácido 
nucleico. Estos se seleccionan según los requisitos de un sistema específico entre los siguientes; un tampón 
adecuado, un sistema de transcripción/replicación in vitro y/o un sistema de traducción in vitro que contiene todos los 
ingredientes necesarios, enzimas y cofactores, ARN polimerasa, nucleótidos, ácidos nucleicos (naturales o 
sintéticos), ARN de transferencia, ribosomas y aminoácidos, y los sustratos de la reacción de interés con el fin de 25 
permitir la selección del producto génico modificado.  
 
Un tampón adecuado será aquel en el que todos los componentes deseados del sistema biológico están activos, y 
dependerá, por tanto, de los requisitos de cada sistema de reacción específico. Los tampones adecuados para las 
reacciones biológicas y/o químicas son conocidos en la técnica y los protocolos proporcionados en diferentes textos 30 
de laboratorio, tales como Sambrook et al., 1989.  
 
El sistema de traducción in vitro comprenderá normalmente un extracto celular, por lo general, de bacterias (Zubay, 
1973; Zubay, 1980; Lesley et al., 1991; Lesley, 1995), reticulocitos de conejo (Pelham y Jackson, 1976) o germen de 
trigo (Anderson et al., 1983). Muchos sistemas adecuados se encuentran disponibles en el mercado (por ejemplo, en 35 
Promega) incluyendo algunos que permitirán una transcripción/traducción acoplada (todos los sistemas bacterianos 
y el reticulocito y los sistemas de extractos de germen de trigo TNTTM de Promega). Si se desea, la mezcla de 
aminoácidos usada puede incluir aminoácidos sintéticos para aumentar el posible número o la variedad de proteínas 
producidas en la genoteca. Esto se puede lograr cargando los ARNt con aminoácidos artificiales y usando estos 
ARNt para la traducción in vitro de las proteínas que se van a seleccionar (Ellman et al., 1991; Benner, 1994; Mendel 40 
et al., 1995).  
 
Tras cada serie de selección, se puede ensayar el enriquecimiento de la combinación de ácidos nucleicos en 
aquellos que codifican las moléculas de interés mediante reacciones de transcripción/replicación in vitro, no 
compartimentalizada, o reacciones acopladas de transcripción-traducción. La combinación seleccionada se clona en 45 
un vector plasmídico adecuado, y el ARN o la proteína recombinante se produce a partir de los clones individuales 
para una purificación y ensayo adicionales. 
 
Identificación de microcápsulas  
 50 
Las microcápsulas se pueden identificar en virtud de un cambio inducido por el producto génico deseado que se 
produce o se manifiesta en la superficie de la microcápsula, o es detectable desde el exterior, como se describe en 
el apartado iii (Clasificación de microcápsulas). Este cambio, cuando se identifica, se usa para desencadenar la 
modificación del gen dentro del compartimento. En un aspecto preferido descrito en el presente documento, la 
identificación de microcápsulas se basa en un cambio de las propiedades ópticas de la microcápsula, dando como 55 
resultado una reacción que conduce a luminiscencia, fosforescencia o fluorescencia dentro de la microcápsula. La 
modificación del gen dentro de las microcápsulas estaría desencadenada por la identificación de la luminiscencia, 
fosforescencia o fluorescencia. Por ejemplo, la identificación de la luminiscencia, fosforescencia o fluorescencia 
puede desencadenar el bombardeo del compartimento con fotones (u otras partículas u ondas), que conduce a la 
modificación del ácido nucleico. Ya se ha descrito un procedimiento similar previamente para la clasificación rápida 60 
de células (Keij et al., 1994). La modificación del ácido nucleico puede ser el resultado, por ejemplo, de acoplar un 
"marcador" molecular, confinado por un grupo protector fotolábil, a los ácidos nucleicos: el bombardeo con fotones 
de una longitud de onda apropiada conduce a la eliminación del confinamiento. Tras ello, todas las microcápsulas se 
combinan y los ácidos nucleicos se agrupan entre sí en un entorno. Los ácidos nucleicos que codifican los productos 
génicos que muestran la actividad deseada se pueden seleccionar mediante purificación por afinidad, usando una 65 
molécula que se une específicamente o reacciona específicamente con el "marcador".  
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Procedimiento de múltiples etapas 
 
También se apreciará que no es necesario que todos los procesos de transcripción/replicación y/o traducción, y 
selección procedan en una sola etapa, teniendo lugar todas las reacciones en una microcápsula. El procedimiento 
de selección puede comprender dos o más etapas. En primer lugar, la transcripción/replicación y/o traducción de 5 
cada ácido nucleico de una genoteca de ácido nucleico puede tener lugar en una primera microcápsula. Cada 
producto génico se une después al ácido nucleico que lo codifica (que reside en la misma microcápsula). A 
continuación, se destruyen las microcápsulas y, opcionalmente, los ácidos nucleicos fijados a sus respectivos 
productos génicos, se purifican. Como alternativa, los ácidos nucleicos se pueden unir a sus respectivos productos 
genéticos usando métodos que no dependen de la encapsulación. Por ejemplo, la presentación en fagos (Smith, G. 10 
P., 1985), la presentación en polisomas (Mattheakkis et al., 1994), la fusión de ARN-péptido (Roberts y Szostak, 
1997) o la fusión de péptido represor lac (Cull, et al., 1992).  
 
En la segunda etapa del procedimiento, cada ácido nucleico purificado fijado a su producto génico se coloca en una 
segunda microcápsula que contiene los componentes de la reacción que se van a seleccionar. A continuación, se 15 
inicia esta reacción. Una vez completadas las reacciones, las microcápsulas se vuelven a romper y se seleccionan 
los ácidos nucleicos modificados. En el caso de las reacciones complicadas de múltiples etapas en las que 
participan muchos componentes individuales y etapas de reacción, se pueden realizar una o más etapas intermedias 
entre la etapa inicial de creación y la unión del producto génico al ácido nucleico, y la etapa final de generación del 
cambio seleccionable en el ácido nucleico.  20 
 
Amplificación  
 
En todas las configuraciones anteriores, se puede amplificar el material genético comprendido en los ácidos 
nucleicos, y el proceso se repite en etapas iterativas. La amplificación puede ser mediante la reacción en cadena de 25 
la polimerasa (Saiki et al., 1988) o usando una entre una variedad de técnicas diferentes de amplificación de genes 
que incluyen: amplificación con la replicasa Q (Cahill, Foster y Mahan, 1991; Chetverin y Spirin, 1995; Katanaev, 
Kuraasov y Spirin, 1995); la reacción en cadena de la ligasa (LCR) (Landegren et al., 1988; Barany, 1991); el 
sistema de replicación autosostenida de secuencias (Fahy, Kwoh y Gingeras, 1991) y la amplificación por 
desplazamiento de cadena (Walker et al., 1992).  30 
 
(B) ADN polimerasas  
 
(i) General.  
 35 
ADN polimerasas de alta fidelidad tales como Pol A (como Polimerasa Taq) y polimerasas de la familia Pol-B que 
carecen de de la capacidad de prueba de lectura exonucleolítica 3’-5’ muestran un bloqueo estricto a la extensión de 
terminales de cebadores 3’ distorsionados o desapareados para evitar la propagación de incorporaciones erróneas. 
Mientras que el grado de bloqueo varía considerablemente dependiendo de la naturaleza de la falta de coincidencia, 
algunos desapareamientos de transversión (purina-purina/pirimidina-pirimidina) se extienden hasta 106 veces menos 40 
eficazmente que los terminales apareados (Huang, 92). Del mismo modo, muchos análogos de bases artificiales, 
aunque incorporados de manera eficaz, actúan como fuertes terminadores (Kool, Loakes).  
 
Los presentes inventores han modificado los principios descritos en Ghadessy, F. G et al (2001) Proc. Nat Acad. Sci, 
EE.UU., 93, 4552-4557 (autorreplicación compartimentada) y Ghadessy 2003, y señalados anteriormente. Ambos 45 
documentos se incorporan en el presente documento por referencia. Los presentes inventores han usado estas 
técnicas modificadas para desarrollar un método mediante el cual se puede ampliar la especificidad por los sustratos 
de ADN polimerasas de alta fidelidad de una manera genérica.  
 
Los inventores han ejemplificado la técnica mediante la ampliación de la especificidad por los sustratos de las 50 
polimerasas de la familia pol-A de alta fidelidad. En particular, los presentes inventores crearon dos repertorios de 
genes Taq mutados al azar, como se describe en Ghadessy, F. G. et al (2001) mencionado anteriormente. Se 
realizaron tres ciclos de CSR de extensión de desapareamientos usando cebadores flanqueantes portadores de los 
desapareamientos A*G y C*C en sus extremos 3’. Los clones seleccionados se clasificaron usando un ensayo de 
extensión de PCR descrito en el presente documento.  55 
 
Los mutantes seleccionados mostraron la capacidad de extender los desapareamientos de transversión G*A y C*C 
usados en la selección de CSR, pero también mostraron una capacidad genérica para extender terminales 3’ 
apareados erróneamente. Estos resultados son sorprendentes, sobre todo porque Polimerasa Taq es incapaz de 
extender dichos desapareamientos (Kwok et al., (1990); Huang (1992).  60 
 
Por lo tanto, usando dicha metodología, los inventores han generado las ADN polimerasas que presentan una 
especificidad por los sustratos relajada/selección más amplia de sustratos.  
 
De acuerdo con la presente invención, la expresión “selección más amplia de sustratos” (de una ADN polimerasa 65 
obtenida por ingeniería genética) significa que la selección de sustratos de una ADN polimerasa obtenida por 
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ingeniería genética de acuerdo con la presente invención es más amplia que la de la una o más ADN polimerasas, o 
los fragmentos de las mismas, de las que se deriva. La expresión “una selección más amplia de sustratos” se refiere 
a la capacidad de una polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la presente invención para 
extender uno o más desapareamientos 3’, por ejemplo, A*A, C*C, G*G, T*T y G*A, que la una o más polimerasa/s 
de las que se deriva no pueden extender. Es decir, esencialmente, una ADN polimerasa que presenta una selección 5 
de sustratos relajada según lo definido en el presente documento tiene la capacidad no solo de extender los 
desapareamientos 3’ usado en su generación, (es decir, los cebadores flanqueantes), sino que también presenta 
una capacidad genérica para extender los desapareamientos 3’ (por ejemplo, A*G, A*A, G*G).  
 
Se seleccionaron los dos mejores mutantes M1 (G84A, D144G, K314R, E520G, F598L, A608V, E742G) y M4 10 
(D58G, R74P, A109T, L245R, R343G, G370D, E520G, N583S, E694K, A743P) para examinarlos mejor.  
 
M1 y M4 no solo habían aumentado enormemente la capacidad de ampliación de los desapareamientos de 
transversión G*A y C*C usados en la selección de CSR, sino que parecieron haber adquirido una capacidad más 
genérica para ampliar los terminales 3’ desapareados, incluyendo otros desapareamientos de transversión muy 15 
desfavorecidos (tales como A*G, A*A, G*G) (Fig. 1B), que Polimerasa Taq de tipo silvestre no pudo ampliar, como 
se ha informado anteriormente (Kwok et al 1990, Huang 92). 
 
(ii) Mutantes M1 y M4 
 20 
Las secuencias de ácido nucleico que codifican los mutantes de ADN polimerasa pol A M1 y M4 pol se representan 
en SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2, respectivamente, y se muestran en la Fig. 1 y 2, respectivamente.  
 
A pesar de tener propiedades muy similares, M1 y M4 (y, de hecho, otros clones seleccionados) tienen pocas 
mutaciones en común, lo que sugiere que hay múltiples soluciones moleculares para el fenotipo de extensión de 25 
desapareamientos. Una excepción fue E520G, una mutación que es compartida por todos menos por uno de los 
cuatro mejores clones de la selección final. Curiosamente, E520 se encuentra en la punta del dominio de pulgar, a 
una distancia de 20 Å del OH 3’ del terminal del cebador desapareado, y su participación en el reconocimiento o la 
extensión de desapareamientos no está clara. Sin embargo, E520G es claramente importante para la extensión de 
desapareamientos, pues la retromutación reduce la extensión de desapareamientos tanto en M1 como en M4 a 30 
niveles cercanos al de tipo silvestre (Fig. 2).  
 
La otra única característica claramente compartida por M1 y M4 son las mutaciones dirigidas a los restos, que 
pueden participar en la rotación de +1 base del molde. El resto E742 mutado en M1 (E742G) forma un contacto 
directo con la +1 base rotada sobre la cadena del molde (Li et al), mientras que, en M4, el resto adyacente A743 es 35 
mutado a prolina (A743P), lo que puede perturbar las interacciones distorsionando la configuración de la cadena 
principal local. La retromutación de E742G en M1 redujo la extensión de desapareamientos, pero solo en 
aproximadamente un 20 %, lo que indica que no contribuye de manera decisiva a la extensión de desapareamientos.  
 
Sorprendentemente, las mutaciones del dominio exonucleasa 5’-3’ N-terminal (53exoD) también parecen contribuir a 40 
la extensión de los desapareamientos según lo sugerido por el aumento de 2-4 veces de la capacidad de extensión 
de desapareamientos de las quimeras de 53exoD de M1, M4 y PolD de Taq de tipo silvestre (Fig. 4). No está claro 
cómo potencian la extensión de los desapareamientos, pero dada la aparente distancia de 53exoD del sitio activo 
(Utz 99, Eom 96), es poco probable que implique efectos directos sobre la catálisis de la extensión. El aumento de 
afinidad por el dúplex de cebador-molde también podría aumentar la extensión de los desapareamientos (Huang, 45 
92), pero las constantes de disociación de Taq de tipo silvestre, M1 y M4 para el dúplex de cebador-molde apareado 
y desapareado no fueron distinguibles a juzgar por un ensayo de unión de equilibrio (Huang 92) (no mostrado). 
 
Relación de M1 y M4 con otras ADN polimerasas de origen natural  
 50 
La extensión de terminales del cebador 3’ desapareados es una característica de las polimerasas de origen natural. 
Las transcriptasas inversas virales (RT) como la RT del VIH-1 o la RT del AMV, y las polimerasas capaces de 
realizar la síntesis translesión (TLS), tales como las polimerasas de la familia pol-Y pol  (Vaisman 2001JBC) o pol  
(Washington 2002 PNAS), o la poco común polimerasa de la familia pol-B pol  (Johnson, Nature), extienden 
desapareamientos en 3’ con una eficacia elevada en comparación con las polimerasas de alta fidelidad. Por lo tanto, 55 
las polimerasas seleccionadas comparten similitudes funcionales significativas con las polimerasas preexistentes, 
pero representan, por lo que se sabe, el único miembro conocido de polimerasas de la familia pol-A que son 
competentes en la extensión de desapareamientos (ME) y la síntesis translesión (TLS). En contraste con las 
polimerasas TLS, que son distributivas y dependen de factores de capacidad de procesamiento celulares tales como 
PCNA (referencias de Prakash para eta/kappa e iota), M1 y M4 combinan la ME y la TLS con una alta capacidad de 60 
procesamiento y, en el caso de M1, son capaces de realizar la amplificación eficaz de fragmentos de ADN de hasta 
26 kb. 
 
En el caso de las RT virales, la ME puede desempeñar un papel crucial en permitir la replicación propensa a errores, 
aunque con capacidad de procesamiento, de un genoma viral de múltiples kb. Para las polimerasas TLS, la 65 
extensión de desapareamientos competente también es un requisito previo necesario para su función biológica, 
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pues los terminales de cebadores apareados y distorsionados se producen necesariamente frente a las lesiones de 
la cadena molde de ADN. Se cree que la capacidad de las polimerasas TLS para atravesar las lesiones de bloqueo 
de la replicación en el ADN surge a partir de una selección geométrica relajada en el sitio activo (Goodman 02). La 
capacidad de M1 y M4 para procesar tanto desapareamientos voluminosos como un dímero CPD distorsionante 
(dímero timidina-timidina cys-syn) hace plausible que, en analogía con las polimerasas TLS, también hayan 5 
adquirido un sitio activo más abierto. De hecho, la modelización mostró que un dímero CPD no puede alojarse en el 
sitio activo de la polimerasa Taq de tipo silvestre sin choques estéricos principales (Trincao01).  
 
M1 (y, en menor grado, M4) también mostró un gran aumento de la capacidad de incorporación, extensión y 
replicación de diferentes tipos de sustratos de nucleótidos artificiales que se desvían en diversos grados de la 10 
estructura de nucleobase canónica. Entre ellos, la sustitución S es la más conservadora. Sin embargo, el anión de 
azufre es significativamente mayor que el anión de oxígeno, y coordina mal los cationes, lo que puede ser una de las 
razones por las que la enzima de tipo silvestre no tolerará la sustitución S completa. Los nucleótidos marcados 
fluorescentemente como los nucleótidos S conservan el potencial de apareamiento de bases, pero incluyen un 
sustituyente voluminoso e hidrófobo que debe ser alojado por el sitio activo de la polimerasa. Los choques estéricos 15 
en el sitio activo se ven aliviados por la presencia de un enlazador largo y flexible. De hecho, los presentes 
inventores encuentran la biotina-16-dUTP un sustrato mucho mejor para M1 que biotina-11-dUTP, mientras que Taq 
de tipo silvestre no puede usar ninguno de ellos. El análogo hidrófobo 5NI representa la salida más drástica de la 
química de nucleótidos convencional examinada por los presentes inventores. De un tamaño comparable a una base 
de purina, 5NI carece por completo de cualquier posible puente de hidrógeno pero, a juzgar por la RMN, y al igual 20 
que las bases naturales, favorece la posición contraria al azúcar ribosa (J. Gallego, D. L. y P. H., resultados no 
publicados). Por lo tanto, un par de bases 5NI•A o 5NI•G se parecería mucho a un desapareamiento de una 
transversión de purina-purina, pudiendo provocar distorsiones similares a la geometría canónica de los dúplex de 
ADN. Los experimentos usando análogos de bases sin puentes de hidrógeno isostéricos han demostrado que no se 
requiere el puente de hidrógeno de Watson-Crick en sí para la inserción o la replicación eficaces (revisado por Kool 25 
02). Sin embargo, mientras que muchos análogos de bases hidrófobos sin puentes de hidrógeno se incorporan de 
manera eficaz, posteriormente conducen a la terminación, tanto en el extremo 3’ como en una base del molde (Kool, 
Romesberg).  
 
Estudios estructurales y bioquímicos han identificado previamente regiones de la estructura de la polimerasa que 30 
son importantes para la diferenciación de desapareamientos tales como el motivo A (implicado en la unión dNTP 
entrante), la hélice-O (motivo B) y los restos que participan en la unión del hidrógeno en el surco menor (24, 25). La 
inspección de la secuencia de M1 y M4 revela una notoria ausencia de mutaciones en estas regiones. Bastantes 
mutaciones de M1 y M4 implican regiones de la polimerasa no asociadas previamente con el reconocimiento de 
sustratos tal como la punta del subdominio del pulgar (E520), la función de rotación de bases del molde +1 (E742, 35 
A743) en el subdominio del pulgar y el dominio de exonucleasa 5- 3’ (53exoD).  
 
53exoD se encuentra demasiado lejos del sitio activo como para tener efectos directos sobre la extensión de los 
desapareamientos. Sin embargo, se cree que es crucial para la capacidad de procesamiento de la polimerasa y, por 
tanto, puede influir en la extensión de los desapareamientos (24). De hecho, el fragmento de Stoffel de la polimerasa 40 
Taq (26), que carece de 53exoD, muestra tanto una capacidad de procesamiento reducida como una diferenciación 
de los desapareamientos más rigurosa (27). Las mutaciones producidas en 53exoD de M1 y M4 pueden, por tanto, 
contribuir a la extensión de los desapareamientos mediante el aumento de la capacidad de procesamiento de la 
polimerasa. Junto con la capacidad para evitar los sitios abásicos (generada en grandes fragmentos de ADN durante 
el termociclado), esto también puede contribuir a la competencia de M1 en la PCR prolongada (Fig. 5). E520 se 45 
encuentra en la punta del dominio pulgar, al final de la hélice H2, a una distancia de 20 Å de OH 3’ de la base 
terminal del cebador desapareado (P1) (2). Por lo tanto, los aspectos mecanísticos de la participación de la mutación 
E520G en el reconocimiento o la extensión de los desapareamientos tampoco son obvios. Cabe señalar, sin 
embargo, que las regiones adyacentes, especialmente el bucle anterior que conecta las hélices H1 y H2, y las partes 
de la hélice I, crean amplios contactos con el dúplex de molde-cebador entre P3-P7 (2). Previamente, se ha 50 
observado que la incorporación de los desapareamientos afecta a la cinética de extensión hasta la posición P4 (24). 
E520G puede modificar la estructura de estas regiones para facilitar el paso de los desapareamientos y aumentar la 
eficacia del alargamiento tras la incorporación. La rotación de bases, es decir, la rotación de la base designada hacia 
fuera del eje de la hélice de ADN, es un mecanismo común entre las enzimas que modifican el ADN (por ejemplo, 
las glucosilasas), pero su papel exacto en la función de la polimerasa está menos claro. Se ha especulado que la 55 
rotación de la base del molde +1 puede contribuir a la fidelidad de la polimerasa, evitando el apareamiento de bases 
de fuera de registro (25) del nucleótido 3’ con las bases del molde secuencia arriba afines. La interferencia con este 
mecanismo, por tanto, podría potenciar la extensión aparente de los desapareamientos, pero produciría 
eliminaciones de 1 base. Sin embargo, ni las extensiones de los cebadores ni la secuenciación de los productos de 
PCR generados con M1 o M4 usando cebadores con los desapareamientos 3’ G•A y C•C revelaron ningún 60 
deslizamiento del molde, sino que, por el contrario, se confirmó la extensión en registro de los desapareamientos (no 
mostrada). La utilidad de la reducción de la rotación de bases en el contexto de la capacidad TLS de M1 y M4 es 
más fácil de entender, sobre todo en el dímero CPD, pues las dos bases de timina del molde unidas covalentemente 
serían refractarias a la rotación. De hecho, las polimerasas TLS que, de manera natural, son capaces de evitar los 
dímeros CPD, parecen carecer de una función de rotación de bases (28). 65 
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Cinética de extensión e incorporación de las polimerasas 
 
El examen de la cinética de extensión e incorporación de las polimerasas mutantes sugiere que tienen una 
propensión significativamente mayor a no solo ampliar, sino también incorporar desapareamientos de transversión y, 
por consiguiente, deberían tener una tasa de mutación significativamente mayor en comparación con la enzima de 5 
tipo silvestre. También cabría esperar una selección geométrica más relajada en el sitio activo a costa de una 
fidelidad significativamente reducida como ocurre, de hecho, en el caso de las polimerasas TLS (23). Sin embargo, 
la medición de la tasa global de mutación usando el ensayo de MutS (no mostrado) y la secuenciación de los 
productos de PCR generados por M1 solo indicaron un modesto aumento (inferior al doble) de la tasa de mutación 
(Tabla 1), debido principalmente a un aumento de la propensión a la transversión. Como se ha descrito previamente 10 
(10), la CSR debería seleccionar tasas de auto-mutación óptimas en el umbral de error (31). Un cambio en el 
espectro de mutación hacia una distribución más uniforme de las mutaciones de transición y transversión puede ser 
una solución eficaz para acelerar la adaptación, a la vez que se mantiene una distancia saludable con el umbral de 
error. Esto también puede hacer de M1 una herramienta útil para el diseño por ingeniería genética de proteínas, 
pues el sesgo de Taq (y otras ADN polimerasas) para las mutaciones de transición limita las regiones del espacio 15 
secuencial a las que se puede acceder de manera eficaz usando mutagénesis por PCR. 
 
Tabla 1: espectro de mutación de Taq de tipo silvestre y M1 en la PCR 

  Transiciones Transversiones Eliminaciones 

  ATGC GCAT ATTA ATCG GCTA GCCG   

Taq TW* 25 9 8 2 3 1 3 

M1* 25 16 15 4 5 10 1 

*Mutaciones derivadas de la secuenciación de 40 clones (800 pb) cada una. 

 
En resumen, las ADN polimerasas descritas en el presente documento, en particular M1 y M4, respectivamente, 20 
representadas en SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2, poseen las siguientes propiedades: 
 

(1) La síntesis translesión de ADN; 
(2) Una capacidad genérica para incorporar análogos de bases artificiales al ADN; 
(3) M1 tiene la capacidad de amplificar de manera eficaz dianas de ADN de hasta 26 kb. 25 

 
Usos de las ADN polimerasas descritas en el presente documento  
 
La evolución dirigida hacia la extensión de los desapareamientos de transversión distorsionantes como G*A o C*C 
por CSR produce nuevas polimerasas "sin pretensiones" con una capacidad para realizar no solo la extensión de los 30 
desapareamientos y la TLS eficaces, sino también para aceptar una selección de sustratos de nucleótidos 
artificiales. Los presentes inventores han demostrado que la evolución de TLS de polimerasas de alta fidelidad, de la 
familia pol-A, la familia pol-B u otras polimerasas requiere unas cuantas mutaciones, lo que sugiere que la TLS y el 
reconocimiento relajado de sustratos están relacionados funcionalmente, y pueden representar un estado 
predeterminado de la función de la polimerasa, en lugar de una especialización.  35 
 
Las propiedades poco comunes de las ADN polimerasas descritas en el presente documento, en particular, de M1 y 
M4, pueden tener usos inmediatos, por ejemplo, para mejorar la incorporación de nucleótidos modificados con 
colorante en la secuenciación y el marcaje de matrices y/o la amplificación de dianas de ADN ultra-largas. Pueden 
ser útiles para la amplificación de moldes de ADN dañados en la medicina forense o la paleobiología, pueden 40 
permitir una ampliación del repertorio químico de los aptámeros o de las desoxirribozimas (Benner, Barbas, revisión 
de las ribozimas) y pueden ayudar en los esfuerzos por ampliar el alfabeto genético (Benner, Schultz). El espectro 
de mutaciones modificadas de M1 puede convertirse en una herramienta útil en los experimentos de mutagénesis 
aleatoria, pues el fuerte sesgo de Taq y otras polimerasas hacia las transiciones (AG, TC) limita la diversidad 
combinatoria accesible a través de la mutagénesis por PCR. Además, la capacidad de M1 y M4 para extender los 45 
extremos 3’ en los que la última base no coincide con la cadena del molde, y la capacidad de H10 (véase el Ejemplo 
6) para extender los extremos 3’ en los que las dos últimas bases no coinciden con la cadena del molde pueden 
ampliar el alcance de los métodos de transposición de ADN (Stemmer), permitiendo recombinar secuencias más 
alejadas.  
 50 
Además, las ADN polimerasas descritas en el presente documento, en particular, las polimerasas Pol A, por 
ejemplo, las polimerasas Pol A M1 y M4 descritas en el presente documento, pueden servir como un marco útil para 
la mutagénesis y la evolución hacia las polimerasas capaces de utilizar una selección cada vez más amplia de 
sustratos de nucleótidos modificados. Los inventores anticipan que la evolución dirigida, en última instancia, puede 
permitir la modificación de la propia química de las polimerasas, lo que permite la creación de polímeros de tipo ADN 55 
amplificables de secuencia definida, extendiendo de este modo la evolución molecular a la ciencia de materiales.  
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A continuación, se describirá la invención mediante los siguientes ejemplos, que, bajo ningún concepto, son 
limitantes de la invención reivindicada en el presente documento. 
 
Ejemplo 1 
 5 
Métodos generales 
 
Lista de cebadores:  
 
1: 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG ATA ACG AGG GTA-3'; desapareamiento A•G 10 
2: 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GCC-3; desapareamiento 

C•C 
3: 5'-AAA AAT CTA GAT AAC GAG GGC AA-3' 
4: 5'-ACC ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC G-3' 
5: 5'-GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC GCA 3'; desapareamiento A•A 15 
6: 5'-CC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC GG 3'; desapareamiento G•G 
7: 5'-GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC GCG3'; desapareamiento G•A 
8: 5'-AAA AAT CTA GAT AAC GAG GGC AA-3' 
9: 5'-CCG ACT GGC CAA GAT TAG AGA GTA TGG-3' 
10: 5'-GAT TTC CAC GGA TAA GAC TCC GCA TCC-3' 20 
11: 5'-GGC AGA CGA TGA TGC AGA TAA CCA GAG C-3' 
12: 5'-GCC GAT AGA TAG CCA CGG ACT TCG TAG-3' 
13: 5'-GGA GTA GAT GCT TGC TTT TCT GAG CC-3' 
14: 5-GAG TTC GTG CTT ACC GCA GAA TGC AG-3' 
15: 5'-ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC G 3' 25 
16: 5'-ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC C 3' 
17: 5'-ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC A 3' 
18: 5'-AAA CAG CGC TTG GCG TCA CCC GCA GTT CGG T-3' 
19: 5'-AAA CAG GGC TTG GCG TCA CCC GCA GTT CGG T-3' 
20: 5'-AAA CAG AGC TTG GCG TCA CCC GCA GTT CGG T-3' 30 
21: 5'-AAA CAC CGC TTG GCG TCA CCC GCA GTT CGG T-3' 
22: 5'-AGC TAC CAT GCC TGC ACG AAT TCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3' (intacto) 
23: 5'-AGC TAC CAT GCC TGC ACG ACA XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3'; X = sitio 

abásico 
24: 5'-AGC TAC CAT GCC TGC ACG AAX XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3, XX = 35 

dímero CPD 
25: 5'-CGT GGT CGC GAC GGA TGC CG-3' 
26: 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA-3' 
27: 5'-ACT GXT CTC CCT ATA GTG AGT CGT ATT A-3'; X = 5NI. 
 40 
Materiales y métodos  
 
Manipulación del ADN y expresión de proteínas. La expresión de clones de Taq para la detección y la selección de 
CSR fue como se describe (10). Para las mediciones cinéticas y los ensayos de extensión en gel, se purificaron las 
polimerasas como se describe (32) usando una resina de intercambio iónico Biorex70 (BioRad). Todas las 45 
extensiones de PCR y de cebador se realizaron en 1 x tampón de Taq (KCl 50 mM/Tris•HCl 10 mM (pH 9,0)/Triton 
X-100 al 0,1 %/MgCl2 1,5 mM), con dNTP (0,25 mM (Amersham Pharmacia Biotech, NJ)) y cebadores apropiados a 
menos que se especifique lo contrario. Las secuencias de los cebadores se proporcionan en la información 
complementaria. Las reacciones de extensión de cebadores se terminaron mediante la adición de formamida al 
95 %/EDTA 10 mM, y se analizan en geles de poliacrilamida al 20 %/urea 7 M.  50 
 
Selección de CSR. Se combinaron genotecas previamente seleccionadas por su actividad L1* y L2* (10) y se 
realizaron 3 series de selección de CSR como se describe (10), a excepción del uso de los cebadores 1: 
(desapareamiento A•G) y 2: (desapareamiento C•C) y 15 ciclos de (94 ºC 1 min, 55 ºC 1 min, 72 ºC 8 min). Se 
recombinaron los clones de la serie 2 mediante un proceso de extensión escalonada (StEP) de transposición por 55 
PCR (33) como se describe. Para la serie 3, los ciclos de CSR se redujeron a 10 y tiempos de hibridación de hasta 
30 s.  
 
PCR. Se usó un ensayo de PCR para rastrear y clasificar los clones. En resumen, se normalizaron los clones en 
cuanto a la actividad en la PCR con los cebadores apareados 3, 4 y la actividad con los cebadores desapareados 1 60 
y 2 (1 M de cada) determinados a un número de ciclos mínimo (15-25 ciclos). Se determinó la capacidad de 
extensión para los diferentes desapareamientos mediante el mismo ensayo usando los cebadores de 
desapareamiento 2 (desapareamiento C•C), 5 (desapareamiento A•A), 6 (desapareamiento G•G), 7 
(desapareamiento G•A) con el cebador apareado 3 o el cebador 1 (desapareamiento A•G) con el cebador apareado 
4. Se llevó a cabo la incorporación de sustratos artificiales en una PCR de 50 ciclos usando condiciones 65 
convencionales y dNTP S 50 M (Promega) o FITC-12-dATP 50 M (Perkin-Elmer), rodamina-5-dUTP (Perkin-

E09010518
09-09-2015ES 2 546 945 T3

 



18 

Elmer) o biotina-16-dUTP (Roche) con cantidades equivalentes de los otros 3 dNTP (todos a 50 M). Se llevó a cabo 
una PCR larga usando un protocolo de ciclos de dos etapas como se describe (22) a 94 ºC durante 2 minutos, 
seguido de 20 ciclos de (94 ºC 15 s, 68 ºC 30 min) usando 5 ng de molde de ADN de fago  (New England Biolabs) 
y cualquier cebador 9, 10, 11 con el cebador 12, o el cebador 13 con los cebadores 10 y 14.  
 5 
Cinética de incorporación/extensión de un solo nucleótido. Los parámetros cinéticos se determinaron usando un 
ensayo basado en gel esencialmente como se describe (16). Se marcaron con 32P los cebadores 15, 16, 17 (base 3’ 
= G, C, A, respectivamente) y se hibridaron a una de las cadenas de molde 18, 19, 20 (base de molde = C, G, A, 
respectivamente) o 21 (base de molde C, contexto diferente). Los sustratos de dúplex se usaron a una 
concentración final de 50 nM en 1 x tampón de Taq con diversas concentraciones de enzima y dNTP. Las 10 
reacciones se llevaron a cabo a 60 ºC durante tiempos mediante los que se utilizó menos del 20 % de cebador-
molde a la mayor concentración de dNTP.  
 
Ensayos de afinidad por los moldes. Se usó un ensayo de unión de equilibrio (12) para determinar la afinidad relativa 
de las polimerasas por los cebador-moldes desapareados usados en los ensayos de cinética. Las polimerasas se 15 
incubaron previamente a 60 ºC en 1 x tampón de Taq con cebador-molde apareado marcado con 32P 50 nM y 
cebador-moldes competidores desapareados sin marcar 50 nM. Las reacciones se iniciaron mediante la adición 
simultánea de dCTP (200 M) y ADN trampa (ADN de esperma de salmón cortado restringido a XbaI/SalI, 4,5 
mg/ml). Experimentos anteriores demostraron la eficacia de la trampa en el período de tiempo usado (15 segundos).  
 20 
Ensayo de replicación de translesiones. Los cebadores de molde 22 (intacto) o 23 (que contiene un sitio abásico 
sintético) fueron sintetizados por los laboratorios Lofstrand (Gaithersburg, MD). El cebador de molde 24 (que 
contenía un solo dímero de timina cis-syn), se sintetizó como se describe (34). El cebador 25 se marcó con 32P y se 
hibridó a uno de los tres moldes 22, 23, 24 (a una proporción molar de cebador con respecto al molde de 1:1,5) y se 
extendió en Tris•HCl 40 mM a pH 8,0, MgCl2 5 mM, 100 M de cada dNTP, DTT 10 mM, 250 g/ml de BSA, glicerol 25 
al 2,5 %, ADN de cebador-molde 10 nM y 0,1 unidades de polimerasa a 60 ºC durante diversos tiempos.  
 
Ensayo de replicación de 5NI. Se marcó con 32P y se hibridó el cebador 26 al cebador de molde 27 (que contiene un 
solo 5-nitroindol) en 1 x tampón de Taq, y 0,1 o 0,5 unidades de la polimerasa, y se incubaron las reacciones a 60 ºC 
durante 15 minutos, tras lo que se añadieron 40 M de cada dNTP, y se prosiguió la incubación a 60 ºC durante 30 
diversos períodos de tiempo.  
 
Ensayos de fidelidad. Se determinaron las tasas de mutación usando el ensayo ELISA de mutS (Genecheck, Ft. 
Collins, CO) o mediante la realización de 2 x 50 ciclos de PCR en tres moldes diferentes y la secuenciación de los 
productos clonados. 35 
 
Ejemplo 2 (solo como referencia) 
 
Análisis cinético. Se midieron la extensión y la incorporación cinética de M1 y M4 para una selección de 
desapareamientos usando un ensayo cinético basado en gel en estado estacionario (Goodman) (Tablas 1 y 2). M1 y 40 
M4 extienden, respectivamente, un desapareamiento C•C 390 y 75 veces más eficazmente que Taq de tipo silvestre. 
El examen del resto de desapareamientos más desfavorecidos (G•A, A•G, A•A, G•G) revela aumentos genéricos, 
aunque menos pronunciados, de las eficacias de extensión, como lo sugiere el ensayo de PCR (Fig. 4, Fig. 5). El 
aumento de la eficacia de la extensión se deriva principalmente del aumento de los valores de Vmáx relativos para las 
polimerasas mutantes, mientras que la Km para los sustratos de nucleótidos permanece prácticamente invariable. 45 
Para la mayoría de las ADN polimerasas, la eficacia relativa de extensión de un desapareamiento dado (ext) es 
similar a la eficacia relativa de formación del mismo (inc) (Goodman 1.993, Goodman 1990, Washington 2001). De 
hecho, M1 y M4, respectivamente, incorporan la base C de molde opuesta a dCTP 206 y 29 veces más eficazmente 
que Taq de tipo silvestre (Tabla 2). 
 50 

Tabla 2: Parámetros cinéticos en estado estacionario para la cinética de extensión por Taq de tipo silvestre y 
polimerasas mutantes 

Par de bases terminal 
3' * 

Polimerasa Vmáx (%Min-1) Km (M) † ext
‡ Proporción de ext

§ 

C•G Taq WT 1477,0 0,016 92312,5 - - 
  M1 308,0 0,02 15400 - - 
  M4 817,0 0,012 68083 - - 
C•C Taq WT 0,2 39,9 0,00546 5,9 x 10-8 1,0 
  M1 9,2 25,8 0,356 2,3 x 10-5 390,0 
  M4 11,1 36,6 0,303 4,5 x 10-6 75,3 
G•A Taq WT 1,6 32,8 0,05 5,4 x 10-7 1,0 
  M1 2,4 22,0 0,111 7,2 x 10-6 13,3 
  M4 7,5 29,0 0,26 3,8 x 10-6 7,0 
A•G Taq WT 28,0 45,2 0,02 2,1 x 10-7 1,0 
  M1 44,6 280,2 0,02 1,3 x 10-6 6,2 
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Par de bases terminal 
3' * 

Polimerasa Vmáx (%Min-1) Km (M) † ext
‡ Proporción de ext

§ 

  M4 50,0 259,0 0,1 1,5 x 10-6 7,0 
A•A Taq WT 1,7 27,3 0,062 6,7 x 10-7 1,0 
  M1 1,5 40,9 0,037 2,4 x 10-6 3,6 
  M4 8,5 32,9 0,259 3,8 x 10-6 5,7 
G•G Taq WT 20,4 174,0 0,117 1,3 x 10-6 1,0 
  M1 29,6 67,0 0,44 2,9 x 10-5 22,5 
  M4 70,6 107,0 0,66 9,7 x 10-6 7,6 
*base de molde:base de cebador 3'; la base incorporada es dCTP. 
†, eficacia enzimática = Vmáx/Km 
‡ext,  (extremo 3’ desapareado)/ (extremo apareado) 
§ext (polimerasa mutante)/ext (Taq TW) 

 
Tabla 2: Parámetros cinéticos en estado estacionario para la cinética de incorporación por Taq de tipo silvestre y 

polimerasas mutantes 

Par de bases* Polimerasa Vmáx (%Min-1) Km (M) † inc
‡ Proporción de ext

§ 

G:dCTP Taq WT 1477 0,016 92312,5 - - 

  M1 308 0,02 15400 - - 

  M4 817 0,012 68083 - - 

G:dGTP Taq WT 57,47 365,27 0,157 1,7 x 10-6 1 

  M1 215,98 377,1 0,573 3,72x 10-5 21,88 

  M4 656,46 82,34 7,97 1,17 x 10-4 68,82 

G:dATP Taq WT 1973,68 258,53 7,63 8,27 x 10-5 1 

  M1 681,82 257,2 2,65 1,72 x 10-4 2,08 

  M4 1935,48 157,77 12,27 1,80 x 10-4 2,18 

G:dTTP Taq WT 25,08 1,64 15,29 1,65 x 10-4 1 

  M1 10,19 1,65 6,18 4,01 x 10-4 2,43 

  M4 63,20 5,10 12,39 1,82 x 10-4 1,1 

C: dGTP Taq WT 2356,02 0,0366 64285,69 -   

  M1 111,66 0,0387 2884,55 -   

  M4 335,42 0,01 33542 -   

C: dCTP Taq WT 3,3 1330,89 0,0025 3,86 x 10-8 1 

  M1 6,08 264,14 0,023 7,97 x 10-6 206,74 

  M4 52,63 1390,63 0,0378 1,13 x 10-6 29,22 

*base de molde:nucleótido entrante. 
†, eficacia enzimática = Vmáx/Km 
‡inc,  (dNTP incorrecto)/ (dNTP correcto) 
§inc (polimerasa mutante)/inc (Taq TW) 

 
Ejemplo 3 (solo para referencia) 5 
 
Síntesis translesión. Los desapareamientos de transversión representan desviaciones de distorsión de la estructura 
dúplex afín. Por ello, se investigó si M1 y M4 eran capaces de procesar otras desviaciones de la estructura del ADN, 
tales como las lesiones de la cadena molde. Usando un ensayo de extensión en gel se examinó su capacidad para 
atravesar un sitio abásico y una lesión de la cadena molde del dímero de timina pirimidina cis-syn (CPD). En los 10 
ensayos de control, usando un molde intacto, Taq de tipo silvestre, M1 y M4 extendieron eficaz y rápidamente los 
cebadores hasta el extremo del molde (Fig. 5). En el molde que contenía un sitio abásico, Taq de tipo silvestre 
inserta de manera eficaz una base frente a la lesión, pero, se inhibe en gran medida la posterior extensión. Por el 
contrario, tanto M1 como M4 son capaces de realizar la extensión más allá de la lesión y hasta el final del molde. El 
tamaño del producto final es similar al observado en el molde intacto, lo que indica que se produjo la evitación sin 15 
eliminaciones. Tal vez el ejemplo más llamativo de la competencia de M1 y M4 para evitar las lesiones del molde se 
observa en el molde que contiene CPD (Fig. 5). En las condiciones de ensayo, Taq de tipo silvestre utiliza una 
fracción del molde disponible y solo es capaz de insertar una base opuesta a T 3’ del dímero después de 
condiciones de reacción prolongadas. Por el contrario, tanto M1 como M4 son capaces de extender fácilmente todo 
el cebador hasta T 3’ del dímero. Además, también existe una considerable extensión de estos cebadores hasta T 5’ 20 
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del CPD. Al igual que con el molde abásico, una fracción significativa de estos cebadores se extiende 
posteriormente por completo hasta el final del molde de una manera exenta de errores sin eliminaciones. Los 
presentes inventores estimaron que la síntesis translesión (TLS) realizada por M1 y M4 solo puede ser 2-5 veces 
menos eficaz que la observada con una polimerasa TLS de origen natural, Dpo4 de S. solfataricus (Boudsocq et al 
(2001), Nucleic Acid Res, 29, 46072001) en el mismo molde. 5 
 
Ejemplo 4 (solo para referencia) 
 
Sustratos artificiales. Los presentes inventores sostienen que la selección geométrica relajada también podría 
ayudar a la incorporación de análogos de bases artificiales, algunos de los cuales inhiben o detienen la actividad de 10 
la polimerasa debido al mal ajuste geométrico o a la falta de interacción bien con la polimerasa o con la cadena 
molde. Un primer ejemplo conservador son los nucleótidos trifosfato fosfotioato (dNTP S), en los que uno de los 
átomos de oxígeno del grupo fosfato  se reemplaza por azufre. Como parte de una mezcla de dNTP, los dNTP S, 
en general, son bien aceptados como sustratos por las ADN polimerasas, pero cuando se reemplazaron los cuatro 
dNTP por sus homólogos S en la PCR, Taq de tipo silvestre no pudo generar ningún producto de amplificación, 15 
mientras que M1 (y, en utilizar dNTP S con una eficacia mucho mayor en comparación con la enzima de tipo 
silvestre (Fig. 6). Como era de esperar, el ADN de S resultante era totalmente resistente a la escisión por 
endonucleasas de ADN (no mostrado). Los nucleótidos portadores de aductos voluminosos tales como colorantes 
fluorescentes se usan ampliamente en aplicaciones tales como la secuenciación de terminación con colorante o el 
marcaje con matriz. Aunque, en general, son bien tolerados, se incorporan de manera considerablemente menos 20 
eficaz que los sustratos de dNTP naturales, y pueden causar la terminación prematura de las series 
homopoliméricas, presumiblemente a causa de la aglomeración estérica debido a las moléculas de colorante 
voluminosas. En la PCR, el efecto se potencia debido a que tanto el molde como las cadenas de producto están 
marcados. Al reemplazar dUTP por biotina-16-dUTP o dATP por FITC-12-dATP en la PCR, Taq de tipo silvestre fue 
incapaz de generar algún producto de amplificación, mientras que M1 fue capaz de generar productos de 25 
amplificación de 2,7 kb totalmente marcados con biotina-16-dUTP o de 0,4 kb totalmente marcados con FITC-12-
dATP (Fig. 6). Recientemente, ha habido un gran interés por los análogos de bases sin puentes de hidrógeno 
hidrófobos y por las aplicaciones a las que pueden dar lugar. Uno de ellos es el candidato a "base universal" 5-
nitroindol (5NI) (Loakes y Brown 96) que, como otros análogos de bases hidrófobas, muy apiladas, se acepta 
fácilmente como sustrato, pero una vez incorporado, actúa como un potente terminador en el extremo 3’ y como una 30 
base molde. Por el contrario, M4 y, en particular M1 evitan de manera eficaz 5NI de la cadena molde (Fig. 6) y, en 
un menor grado, extienden 5NI en el extremo 3’ (no mostrado). 
 
Ejemplo 5 (solo como referencia) 
 35 
PCR larga. En general, el tamaño de los productos de la amplificación con Taq de tipo silvestre se limita a 
fragmentos de unas cuantas kb de longitud, pero puede extenderse a dianas mucho más largas mediante la 
inclusión de una polimerasa con actividad de prueba de lectura (Barnes 92). Los presentes inventores encontraron 
que las polimerasas seleccionadas, y en particular M1, era capaz de amplificar de manera eficaz dianas de hasta 
26 kb (Fig. 7), usando condiciones convencionales de PCR en ausencia de polimerasas auxiliares u otros factores 40 
de capacidad de procesamiento. En las mismas condiciones, la enzima Taq de tipo silvestre no pudo amplificar 
dianas de más de 9 kb. Se cree que el fundamento molecular para la limitación del tamaño de los productos en la 
enzima de tipo silvestre es la terminación prematura debido a una incapacidad para extender los desapareamientos 
tras la incorporación errónea de nucleótidos. Se cree que estos son eliminados por la polimerasa con actividad de 
prueba de lectura, permitiendo el reinicio de la extensión. Los presentes resultados de que la capacidad genérica de 45 
extensión de desapareamientos da lugar a un intervalo de amplificación igualmente ampliado apoya este concepto. 
 
Ejemplo 6: Genotecas de quimeras de polimerasas (solo como referencia)  
 
Se construyeron genotecas de variantes de genes de polimerasas quiméricas usando una técnica de transposición 50 
de genes denominada protocolo de extensión escalonada (StEP, (Zhao, Giver et al., 1998)). Esta técnica permite 
que dos o más genes de interés de diferentes especies se recombinen aleatoriamente para producir quimeras, cuya 
secuencia contiene partes de los genes parentales de entrada originales.  
 
Thermus aquaticus (Taq) de tipo silvestre, y las polimerasas T8 (un variante de Taq 11 veces más termoestable 55 
seleccionada previamente (Ghadessy, Ong et al., 2001)), Thermus thermophilus (Tth) y Thermus flavus (Tfl) se 
habían amplificado previamente a partir de ADN genómico y se clonaron en pASK75 (Skerra 1994), y se ensayó su 
actividad. Entonces, se redistribuyeron estos genes usando el protocolo de extensión escalonada (StEP) según lo 
descrito (Zhao, Giver et al., 1998) con (CAG GAA ACA TCG ATG ACA AAA ATC TAG ATA ACG AGG GCA A y GTA 
AAA CGA CG G CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GCG), se volvieron a clonar en pASK75 y se 60 
transformaron en TG1 de E. coli. Se puntuó el tamaño de la genoteca mediante ensayos de dilución y determinando 
la proporción de los clones que contenían inserto usando la selección por PCR, y resultó ser de aproximadamente 
108. Una digestión de restricción de diagnóstico de 20 clones produjo 20 patrones de restricción únicos, lo que indicó 
la diversidad de la genoteca. La posterior secuenciación de quimeras seleccionadas mostró una media de 4 a 6 
cruces por gen. 65 
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Ejemplo 7: Selección de dos polimerasas de extensión de desapareamientos (solo como referencia)  
 
Se realizó la emulsión y la selección CSR en el StEP de la genoteca de Taq, Tth y Tfl esencialmente como se 
describe (Ghadessy, Ong et al. 2001). Los cebadores desapareados con dos desapareamientos en su extremo 3’ 
(5’-GTA AAA CGA CGG CCA GTT TAT TAA CCA CCG AAC TGC-3’, 5’ -CAG GAA ACA TCG ATG ACT CGA CAA 5 
AAA TCT AGA TAA CGA CC-3’) se incluyeron en la emulsión como la fuente de presión selectiva. Se extrajo la fase 
acuosa en éter, se purificó por PCR (Qiagen, Chatsworth, CA) con un GnHCl al 35 % adicional, se digirió con DpnI 
para eliminar el ADN de plásmido metilado, se trató con ExoSAP (USB) para eliminar los cebadores residuales, se 
volvió a amplificar con cebadores desanidados, y se volvió a clonar, transformándose en E. coli como se ha 
explicado anteriormente.  10 
 
Se rastrearon los clones resultantes y se calificaron mediante un ensayo de PCR. En resumen, se añadieron 2 l de 
células inducidas a 20 l de mezcla de PCR con los cebadores desapareados pertinentes. Entonces, se sometieron 
los clones que produjeron una banda a un posterior análisis y se secuenciaron los clones más activos.  
 15 
 
En particular, el clon H10 tiene una actividad significativa en los cebadores con dos desapareamientos. H10 es una 
quimera de T. aquaticus de tipo silvestre (restos 4 a 20 y 221 a 640), T8 (restos 1 a 3 y 641 a 834) y T. thermophilus 
(restos 21 a 220). H10 tiene cinco sitios de cruce detectables y 13 mutaciones puntuales, siendo 4 de ellas 
silenciosas (F74 → I, F280 → L, P300 → S, T387 → A, A441 → V, A519 → V Q536 → R, R679 → G, F699 → L).  20 
 
Ejemplo 8: Selección de una polimerasa de extensión de 4 desapareamientos  
 
Se realizó la emulsión y la selección CSR en el StEP de la genoteca de Taq, Tth y Tfl esencialmente como se 
describe (Ghadessy, Ong et al. 2001). La genoteca se había clonado previamente en pASK75 (véase el Ejemplo 6). 25 
Se extrajo la fase acuosa en éter y los productos de replicación se purificaron usando un kit de purificación de PCR 
(Qiagen, Chatsworth, CA), incluyendo un lavado con un GnHCl al 35 %. Se digirieron 7 l de productos de 
replicación purificados (de 48) con 1 l de DpnI (20 unidades) para eliminar el ADN de plásmido y se trataron con 
2 l de ExoSAP (USB) para eliminar los cebadores residuales durante 1 hora a 37 ºC y se volvieron a amplificar con 
cebadores desanidados (GTAAAACGACGGCCAGT y CAGGAAACAGCTATGAC, 94 ºC 2 minutos y, a continuación 30 
30 ciclos de 94 ºC durante 30 segundos, 50 ºC durante 30 segundos y 72 ºC durante 5 minutos con una temperatura 
final de 65 ºC durante 10 minutos). Los productos de la nueva amplificación se digirieron con XbaI y SalI, se 
volvieron a clonar en pASK75 y se transformaron en E. coli como se ha descrito anteriormente.  
 
En paralelo, se usó una metodología de selección alternativa: se emulsionó la genoteca inducida como se ha 35 
explicado anteriormente, con la presencia adicional de dUTP biotinilado, y se incubó a 94 ºC durante 5 minutos, a 
50 ºC durante 1 minuto y a 72 ºC durante 1 minutos. Se extrajo la fase acuosa en éter, se precipitó el ADN en la fase 
acuosa mediante la adición de 1/10 de volumen de NaAc 3M, 1 l de glucógeno y 2,5 volúmenes de etanol al 100 %. 
A continuación, se incubó esto durante 1 hora a -20 ºC, se centrifugó a 13.000 rpm durante 30 minutos en un 
microcentrifugador de sobremesa, se lavó con etanol al 70 % y se volvió a suspender en 50 l de tampón EB 40 
(Qiagen). Se lavaron 20 ul de Dynabeads (Dynal Biotech) dos veces y se volvieron a suspender en 20 l de tampón 
de perlas (Tris 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 0,2 M). Entonces, se mezclaron las perlas lavadas con la 
selección en un volumen total de tampón de perlas de 0,5 ml y luego se incubaron durante la noche con agitación 
constante a temperatura ambiente para capturar los productos biotinilados. Se lavaron las perlas dos veces en 
tampón de perlas, dos veces en tampón EB y, finalmente, se volvieron a suspender en 50 l de tampón de perlas. 45 
Se volvieron a amplificar las perlas con los cebadores desanidados (secuencias y programa anteriores) y se 
volvieron a clonar y transformar en E. coli como antes.  
 
Se usaron dos conjuntos de cebadores desapareados con cuatro desapareamientos en su extremo 3’ (subrayados) 
(5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA GTG AAA TGA ATA GTT CGA CTTTT-3' y 5'-GTA AAA CGA CGG CCA 50 
GTC TTC ACA GGT CAA GCT TAT TAA GGTG-3' como primer conjunto, y 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATT 
GAT AGA GTT ATT TTA CCA CAGGG-3' y 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTC TTC ACA GGT CAA GCT TAT TAA 
GGTG-3' , como segundo conjunto) en la emulsión como dos fuentes separadas fuente de presión selectiva.  
 
Se rastrearon los clones resultantes tanto de la CSR como de la CST, y se calificaron mediante un ensayo de PCR. 55 
En resumen, se añadieron 2 l de células inducidas a 20 l de mezcla de PCR con los cebadores con 4 
desapareamientos pertinentes. Entonces, se sometieron los clones que produjeron una banda a un posterior 
análisis, y se examinó su actividad en cebadores de un solo desapareamiento, de dos desapareamientos o de cuatro 
desapareamientos (cebadores de un solo desapareamiento: 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG ATA 
ACG AGG GA-3' and 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GCC 3'; 60 
cebadores de desapareamiento doble: CAG GAA ACA GCT ATG ACT CGA CAA AAA TCT AGA TAA CGA CC y 
GTA AAA CGA CGG CCA GTT TAT TAA CCA CCG AAC TGC; cebadores de cuatro desapareamientos anteriores). 
No se encontraron polimerasas que pudieran extender todos estos desapareamientos, aunque muchas polimerasas 
pudieron realizar uno solo de los desapareamientos y ninguna pudo realizarlos todos.  
 65 
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A continuación, se purificó el ADN de plásmido de los diez mejores clones y se redistribuyó como se ha descrito 
anteriormente (StEP, (Zhao, Giver et al. 1998)). A continuación, este se purificó, se cortó y se clonó, y se sometió la 
genoteca resultante a otra serie de CSR como se ha descrito (Ghadessy, Ong et al. 2001). Se usaron los dos 
mismos conjuntos de cebadores desapareados con cuatro desapareamientos en su extremo 3’ en la emulsión como 
dos fuentes separadas de presión selectiva. A continuación, se trató este como se ha descrito anteriormente, y se 5 
rastrearon los clones resultantes y se calificaron mediante el ensayo de PCR (como se ha descrito anteriormente). 
Una vez más, se encontraron polimerasas que pudieron extender todos estos desapareamientos (véase la tabla), 
aunque muchas polimerasas solo pudieron realizar uno de los desapareamientos y ninguna pudo hacerlos todos. 
Hubo un aumento notable en los clones que mostraron actividad de desapareamiento durante la primera serie.  
 10 
Se combinaron los mejores clones de la segunda serie con los mejores clones de la primera serie en una placa de 
96 pocillos, y se sometieron a un rastreo adicional.  
 
La tabla siguiente es un resumen de los resultados.  
 15 

 
 

A1 es polimerasa Tth; A2 Tfl; A3 Taq; A4 M1; A5 M4; A6 H10 (véase el ejemplo anterior). 1A7 a 1D12 son los clones 
de la primera serie (donde 1 indica que se trata de los clones de la primera serie), 2E1 a 2S12 son los clones de la 
segunda serie (donde 2 indica que se trata de los clones de la segunda serie).  20 
 
Se redistribuyeron los mejores clones de la primera y la segunda serie como se ha descrito anteriormente, y se 
sometieron a otra serie de CSR. Se usaron los mismos dos conjuntos de cebadores desapareados con cuatro 
desapareamientos en su extremo 3’ en la emulsión como dos fuentes separadas de presión selectiva. A 
continuación, se trató esto como se ha descrito anteriormente, y se rastrearon los clones resultantes y se calificaron 25 
mediante el ensayo de PCR (como se ha descrito anteriormente). Una vez más, se encontraron polimerasas que 
pudieron extender todos estos desapareamientos. En particular, los clones 3B5, 3B8, 3C12 y 3D1 (donde 3 indica 
que se trata de clones de la tercera serie) fueron capaces de extender los cebadores que contenían cuatro 
desapareamientos. Véase la Figura 9  
 30 
Se secuenciaron algunos clones prometedores. Todas las polimerasas mostraron una composición similar: la 
primera parte de la proteína, aproximadamente la correspondiente al dominio exonucleasa 5-3 de la polimerasa, se 
derivó de Tth, mientras que la parte restante de la proteína se derivó de Taq. Volvieron a aparecer cuatro 
mutaciones puntuales (L33 → P, E78 → K, D145 → G y E822 → K) en la mayoría de los mutantes secuenciadas y 
una (B10) había adquirido 16 aminoácidos más en su extremo C a través de un cambio de marco en la posición 35 
2.499. Tfl fue muy poco representada, aunque estaba presente parte de su secuencia. 
 
Ejemplo 9: ELISA de tipo horquilla para medir la actividad de la polimerasa 
 
El siguiente protocolo es un método sensible para medir la actividad de las polimerasas tanto para la incorporación 40 
de sustratos de nucleótidos artificiales (añadidos a la mezcla de reacción), como la extensión o la replicación de 
sustratos de nucleótidos artificiales (incorporados como parte del oligonucleótido de tipo horquilla).  
 
El ensayo comprende un oligonucleótido de tipo horquilla que constituye tanto el cebador como el molde, todo en 
uno. Contiene, como parte de la horquilla, un resto dU biotinilado que permite la captura del oligonucleótido de tipo 45 
horquilla sobre superficies recubiertas de estreptavidina.  
 
El oligonucleótido se pliega en una horquilla con un saliente 5’ que sirve como la cadena molde para la polimerasa 
(secuencia típica: 5’-AGC TAC CAT GCC TGC ACG CAG TCG ACG TCC GTC GCG ACC ACG TT5 TTC GTG GTC 
GCG ACG GAT GCC G-3’, las bases que participan en la formación de la horquilla aparecen subrayadas, la base 3’ 50 
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está en negrita, 5 = dU-biotina).  
 
Se llevan a cabo reacciones de extensión en presencia de pequeñas cantidades de un nucleótido marcado, por lo 
general, DIG-16-dUTP. Se captura el producto (por ejemplo, sobre una placa de ELISA recubierta de estreptavidina) 
y se mide la incorporación de nucleótido marcado a la cadena producto (usando, por ejemplo, un anticuerpo anti-5 
DIG), y se toma como una medida de la actividad de la polimerasa. 
 
Método: 
 
Se llevan a cabo reacciones de extensión en 1 x tampón de Taq que incluye cebador de horquilla 1-100 nM y mezcla 10 
de dNTP 100 M (que comprende dUTP-DIG al 0,3 a 30 %), incubándose, normalmente, a 94 ºC durante 1-5 min, 
seguido de la incubación a 50 ºC durante 1-5 min, seguida de la incubación a 72 ºC durante 1-5 min. (1-10 l). Se 
añaden los productos de reacción a placas de ELISA recubiertas con estreptavidina (Streptawell, Roche) en 200 l 
de PBS, Tween 20 al 0,2 % (PBST), y se incuban a temperatura ambiente durante 10 min a 1 h. Se lavan las placas 
de ELISA 3 veces en PBST, y se añaden 200 l de fragmento Fab2 anti-DIG-POD (Roche) diluidos 1/2000 en PBST, 15 
y se incuba la placa a temperatura ambiente durante 10 min a 1 h. Se lava la placa 3-4 veces en PBST y se revela 
con un sustrato POD apropiado. 
 
Ejemplo 10: Ensayos ELISA de tipo horquilla para probar la incorporación de análogos de nucleótidos por clones de 
extensión de desapareamientos  20 
 
Se ensayó la capacidad para incorporar una variedad de análogos de nucleótidos de clones previamente 
seleccionados por su capacidad para extenderse desde un desapareamiento de 4 pares de bases.  
 
Se cultivaron los clones a 30 ºC durante la noche en 200 l de 2XTY + ampicilina (100 g/ml). Se inició un cultivo de 25 
un día de 150 l (2xTY + 100 g/ml de ampicilina) desde la noche, y se cultivó durante 3 horas a 37 ºC. Tras 3 
horas, se indujo la expresión de la proteína mediante la adición de 50 l de 2XTY + tetraciclina anhidra (8 ng/ml) al 
cultivo, que luego se dejó crecer durante 3 h más a 37 ºC. Se sedimentaron las células a 2.254 xg durante 5 minutos 
y se retiró el medio de crecimiento por aspiración, tras lo que se volvió a suspender el sedimento celular en 100 l de 
1 x tampón Taq (Tris-HCl 10 mM, pH 9,0, MgCl2 1,5 mM, KCl 50 mM, Triton X-100 al 0,1 %, estabilizador al 0,01 % 30 
(p/v); HT Biotechnology Ltd). Se lisaron las células resuspendidas mediante incubación a 85 ºC durante 10 minutos y 
los restos celulares se sedimentaron a 2.254 xg durante 5 minutos. 
 
Protocolo de ELISA: 
 35 
Reacción de extensión.  
 
Las reacciones se realizaron en un volumen final de 12,5 l que comprende: 
 
1 x tampón de Taq (Tris-HCl 10 mM, pH 9,0, MgCl2 1,5 mM, KCl 50 mM, Triton X-100 al 0,1 %, estabilizador al 40 
0,01 % (p/v); HT Biotechnology Ltd). 
 

50 pmoles de cebadores. 
25 mM de cada dNTP (menos el análogo de nucleótido) de los cuales el 10 % (2,5 M) del dTTP es digoxigenin-
11-dUTP y el 90 % (22,5 M) es dTTP. 45 
25 M del análogo de nucleótido. 
2,5 l de lisado celular.  

 
Las condiciones de reacción fueron: 
 50 

95 ºC durante 5 minutos; 50 ºC durante 5 minutos; 72 ºC durante 5 minutos. 
 
Reacción de detección:  
 
Se añadieron 5 l de la reacción de extensión a 200 l de PBS-Tween (1 x PBS; Tween 20 al 0,2 %) en placas de 55 
unión elevada StreptaWell (Roche) y se permitió la unión durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavó la 
placa 3 veces en PBS-Tween, tras lo que se añadieron 200 l de PBS-Tween + fragmentos Fab de POD anti-
digioxigenina (anticuerpo diluido 1/2000; Roche). Se dejó que se uniera el anticuerpo durante 30 minutos a 
temperatura ambiente.  
 60 
Se lavó la placa 3 veces en PBS-Tween y 200 l del sustrato añadido (por ml, 100 l de NaAc 1 M, pH 6,0, 10 l de 
DAB, 1 l de H2O2), y se permitió el desarrollo de la reacción, tras lo que se detuvo mediante la adición de 100 l de 
H2SO4 1 M. 
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Experimento I. ELISA con fluoresceína 12-dATP:  
 
Se ensayó la capacidad de clones seleccionados por la extensión de 4 desapareamientos para incorporar 
fluoresceína 12-dATP (Perkin Elmer) usando el cebador FITC4. Los lisados usados se concentraron 4 veces. 
 5 
Experimento II. ELISA con biotina 11-dATP:  
 
Se ensayó la capacidad de clones seleccionados por la extensión de 4 desapareamientos para incorporar biotina 11-
dATP (Perkin Elmer) usando el cebador FITC10. Los lisados usados se concentraron 4 veces. 
 10 
Experimento III. ELISA con CyDye 5-dCTP:  
 
Se ensayó la capacidad de clones seleccionados por la extensión de 4 desapareamientos para incorporar Cy5-dCTP 
(Amersham Biosciences) usando el cebador ELISAC4P. Los lisados usados se concentraron 4 veces. 
 15 
Experimento IV. ELISA con CyDye 3-dUTP:  
 
Se ensayó la capacidad de clones seleccionados por la extensión de 4 desapareamientos para incorporar CyDye 3-
dUTP (Amersham Biosciences) usando el cebador ELISAT3P. Los lisados usados se concentraron 4 veces. El dUTP 
marcado con DIG en la reacción de extensión se reemplazó por fluoresceína 12-dATP, y la incorporación de 20 
fluoresceína 12-dATP se detectó mediante fragmentos Fab de POD anti-fluoresceína (Roche). 
 
Experimento V. ELISA de sitios abásicos: 
 
Se ensayó la capacidad de clones seleccionados por la extensión de 4 desapareamientos para evitar los sitios 25 
abásicos usando el cebador Pscreen1Abas (AGC TAC CAT GCC TGC ACG CAG 1 CG GCA TCC GTC GCG ACC 
ACG TT5 TTC GTG GTC GCG ACG GAT GCC G, 1 = sitio abásico; 5 = dU-biotina). Los lisados usados se 
concentraron 4 veces.  
 
Se ensayó la actividad de clones seleccionados por la extensión de 4 desapareamientos con diferentes sustratos 30 
usando un ensayo ELISA. 
 

A1 = Tth de tipo silvestre; 
A2 = Tfl de tipo silvestre; 
A3 = Taq de tipo silvestre; 35 
A4 = mutante M1 de Taq.  
A5 = mutante M4 de Taq. 
A6 = mutante H10 de Taq. 
Filas A-D: los clones aislados tras 1 serie de selección de 4 desapareamientos. 
Filas E-H: los clones aislados tras 2 series de selección de 4 desapareamientos.  40 

 
Los resultados se muestran en la Figura 8. 
 
Experimento V. Evitación de sitios abásicos y 5-hidroxihidantoínas 
 45 
Se examinaron las polimerasas 3A10 y 3D1 en mayor profundidad para determinar su capacidad para evitar los 
sitios abásicos y las 5-hidroxihidantoínas, conocidos ambos por su existencia en el ADN dañado, pues se han 
encontrado en muestras antiguas, usando el rastreo de actividad basado en ELISA como se ha descrito 
anteriormente. Ambas polimerasas fueron más competentes en la evitación de la lesión que la Taq de tipo silvestre 
hasta en dos órdenes de magnitud.  50 
 
La hidantión fosforamidita se sintetizó mediante procedimientos convencionales partiendo de la base libre de 
hidantoína. La glucosilación de la base de hidantoína sililada en presencia de cloruro de estaño (IV) con el 
cloroazúcar ditoluoílo () dio lugar a dos productos N-glucosilados que se separaron y se caracterizaron mediante 
experimentos de RMN bidimensionales. Se retiraron los grupos tolilo con amoníaco para dar el nucleósido libre que 55 
se dimetoxitritiló y se fosfitililó de la manera habitual. El cebador de horquilla para ensayar la evitación de la 
hidantoína fue: 5’-AGC TAC CAT GCC TGC ACG CAG XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG TTY TTC GTG GTC 
GCG ACG GAT GCC G-3’, X = hidantoína, Y = biotina-dU.  
 
A continuación, se muestran las secuencias de los clones a los que se hace referencia en los ejemplos: Para evitar 60 
cualquier duda, la primera secuencia proporcionada en cada apartado es la secuencia de ácido nucleico. La 
segunda secuencia proporcionada es la secuencia de aminoácidos correspondiente del clon. 
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2F3: 
 

 
 

 5 
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1A10: 
 

 

 
 5 
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1A9: 
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2F12: 
 

 
 
1C2: 5 
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2G6: 
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La de arriba es la secuencia de ácido nucleico del clon. 
 

 
 
La de arriba es la secuencia de aminoácidos del clon. 5 
 
1A8: 
 

 
 10 
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2H1: 
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2F11: 
 

 
 

 5 
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2H4: 
 

 
 

 5 
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2H9: 
 

 
 
1B12: 5 
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2H2: 
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1C8: 
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2H10X: 
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Ejemplo 11: Evitación del sitio abásico por el clon de extensión de desapareamientos en la PCR  
 
Se ensayó la capacidad de una lista de polimerasas seleccionadas por extender cuatro desapareamientos para 5 
extender los sitios abásicos en la PCR (Figura 10). C12 y D1, que también pueden extender cuatro cebadores 
desapareados en la PCR, así como A10, B6 y B8, que no pueden, todos ellos generaron un producto de 
amplificación. 
 
Ejemplo 12: Evitación del sitio abásico por el clon de extensión de desapareamientos en la PCR  10 
 
Se ensayó la capacidad de una lista de polimerasas seleccionadas por extender cuatro desapareamientos para 
extender los sitios abásicos en la PCR (Figura 10). C12 y D1, que también pueden extender cuatro cebadores 
desapareados en la PCR, así como A10, B6 y B8, que no pueden, todos ellos generaron un producto de 
amplificación. 15 
 
Ejemplo 13: Actividad de síntesis translesión por el clon de extensión de desapareamientos determinado mediante 
ensayos de extensión de cebadores 
 
Se ensayaron siete polimerasas para determinar su capacidad de evitar los sitios abásicos en un ensayo de 20 
extensión de cebadores (Figura 11).  
 
Los ensayos de extensión de cebadores fueron esencialmente como se describe en (Ghadessy et al., 2004). En 
resumen, los oligonucleótidos intactos y un 51-mero que contenía un sitio abásico sintético fueron sintetizados por 
los laboratorios Lofstrand (Gaithersburg, MD) usando técnicas convencionales, y se purificaron en gel antes de su 25 
uso. Se marcó en 5’ un cebador 20-mérico (LES_20P) con la secuencia 5’-CGTGGTCGCGACGGATGCCG-3’ con 
[32P]ATP (5.000 Ci/mmol; 1 Ci = 37 GBq) (Pharmacia) usando la quinasa polinucleotídica T4 (Invitrogen, Carlsbad 
CA). Se prepararon ADN de cebador-molde marcados radiactivamente mediante la hibridación del cebador 20-
mérico marcado en 5’ con [32P] a uno de los dos siguientes moldes 51-méricos (en una proporción molar de cebador 
con respecto al molde de 1:1,5). 1) ADN intacto (UNDT51T); 5 -AGC TAC CAT GCC TGC ACG AAT TCG GCA TCC 30 
GTC GCG ACC ACG GTC GCA GCG-3’; 2) un oligo (LABA51T) que contenía un sitio abásico sintético (indicado 
como una X en negrita); 5’-AGC TAC CAT GCC TGC ACG ACA XCG GCA TCC GTC GCG ACC ACG GTC GCA 
GCG-3’. Las reacciones de replicación convencionales de 10 l contenían Tris•HCl 40 mM a pH 8,0, MgCl2 5 mM, 
100 M de cada dNTP ultrapuro (Amersham Pharmacia Biotech, NJ), DTT 10 mM, 250 g/ml de BSA, glicerol al 
2,5 %, ADN de cebador-molde marcado en 5’ con [32P] 10 nM y 0,1 unidades de polimerasa. Tras la incubación a 60 35 
ºC durante varios períodos de tiempo, se terminaron las reacciones mediante la adición de 10 l de formamida al 
95 %/EDTA 10 mM, y se calentaron las muestras a 100 ºC durante 5 min. Se sometieron las mezclas de reacción (5 
l) a electroforesis en gel de poliacrilamida al 20 %/urea 7 M, y los productos de la replicación se visualizaron 
mediante análisis de PhosphorImager.  
 40 
La polimerasa A10 fue la más activa, y se seleccionó para su posterior análisis (nomenclatura 26JRF en la figura) en 
sitios abásicos y dímeros de ciclobutano timina-timina (CPD). A10 fue claramente mejor, tanto en la evitación del 
sitio abásico como en la extensión de CPD que tanto el tipo silvestre como M1. 
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Ejemplo 14: Examen de la tasa de error de los clones de extensión de desapareamientos determinados por ELISA 
de MutS (solo como referencia) 
 
Cabría esperar que se alcanzara una especificidad relajada a costa de una menor fidelidad. Se usó un ELISA de 
MutS para investigar esta posibilidad.  5 
 
MutS es una proteína de unión a desapareamientos derivada de E. coli que se une a desapareamientos de un solo 
par de bases, o a adiciones o supresiones pequeñas (1-4 bases). Se puede usar para monitorizar la fidelidad de la 
PCR en un ensayo basado en ELISA (Debbie et al., 1997).  
 10 
Se usaron placas de proteínas de unión a desapareamientos inmovilizadas (Genecheck, Fort Collins, EE.UU.) para 
las mediciones de la fidelidad según las instrucciones del fabricante, esencialmente como se describe en (Debbie et 
al., 1997).  
 
Se comparó la tasa de mutación de D1 con la de Taq de tipo silvestre, y ya se sabía que M1 tuvo un aumento 15 
modesto de la tasa de mutación (de aproximadamente el doble) (Ghadessy et al., 2004). Los datos aquí presentados 
sugieren que D1 tiene un aumento de la tasa de error del doble en comparación con M1, y un aumento de la tasa de 
error de cuatro veces en comparación con la Taq de tipo silvestre. Esto corresponde aproximadamente a una tasa 
de error de 1 a 2.500, y es suficientemente baja como para no dar problemas para muchas aplicaciones. 
 20 
Ejemplo 15: Examen de los clones de extensión de desapareamientos para la amplificación del ADN dañado tal 
como se encuentra en muestras antiguas 
 
El ADN recuperado de muestras antiguas está invariablemente dañado, lo que limita la información que puede 
proporcionar. Por lo tanto, las polimerasas que pueden evitar los daños (tales como el sitio abásico o las 25 
hidantoínas) pueden ser útiles para aumentar la información que se puede obtener de muestras antiguas de ADN. 
 
Experimento 1: Una polimerasa que extiende desapareamientos puede amplificar ADN de hiena cavernaria que 
antes no se podía amplificar  
 30 
Se extrajeron varias muestras de hiena cavernaria (Crocuta spelaea) y se analizaron. Entre ellas, siete muestras 
(véase la Figura 12 para la lista) no produjeron ninguna vez un producto de amplificación.  
 
Estas muestras se seleccionaron para ensayar la eficacia de las polimerasas de espectro ampliado de sustratos.  
 35 
M1 tiene una kcat/Km ligeramente reducida, el 14 % de Taq de tipo silvestre, y, por lo tanto, es un poco menos 
eficaz en la PCR. Por lo tanto, se combinó M1 con una preparación comercial de Taq (SuperTaq (HT Biotechnology 
Ltd)) en una proporción de 1 unidad a 10, y se comparó con Taq en ausencia de M1. Se esperaba que si M1 podría 
evitar las lesiones de bloqueo, entonces la Taq de tipo silvestre amplificaría el producto de la síntesis translesión 
resultante. En dos ocasiones separadas, la mezcla de M1/SuperTaq fue capaz de producir un producto de 40 
amplificación mientras que SuperTaq solo no pudo (véase la Figura 12 para un ejemplo)  
 
Se clonó y se secuenció el ADN, y se encontró que difería en dos posiciones (A71 → G, 77A → G) de la secuencia 
esperada. Esto podría ser bien una lesión de codificación errónea procedente de una desaminación de C o una 
variante de secuencia de la población no vista previamente en aADN. De hecho, ambas mutaciones existen en la 45 
hiena manchada moderna (Crocuta crocuta), lo que argumenta a favor de la segunda interpretación. De las 10 
secuencias obtenidas a partir de la misma PCR exitosa, dos de cada tuvo una sola mutación única adicional, una de 
A a G en diferentes lugares. Estos son los errores más probables incurridos durante la amplificación. Dichos errores 
se ven con frecuencia en la PCR de aADN, y explican por qué es necesario obtener múltiples secuencias del mismo 
producto de PCR.  50 
 
Los problemas de contaminación impidieron un análisis exhaustivo de los beneficios de la polimerasa M1. Sin 
embargo, este resultado sugirió con fuerza que se podría aplicar una polimerasa modificada adecuada de manera 
útil a aADN. 
 55 
Experimento 2: Una mezcla de falta de coincidencia de la polimerasa extiende necesita menos ADN antiguo para 
una PCR éxito  
 
Se purificaron las polimerasas que mostraron propiedades interesantes: B5, B8, C12 y D1, que pueden extender 
desapareamientos, así como A10, B6 y B10, que son competentes en la evitación del sitio abásico. Para mantener 60 
un número de experimentos práctico, se combinaron en volúmenes iguales con M1, SuperTaq y Taq de tipo silvestre 
purificada con heparina. Esta mezcla de polimerasas se usó en casi todos los experimentos posteriores y se conoce 
como la combinación.  
 
Para asegurarse de que ninguna polimerasa afectara negativamente a la PCR a través de su actividad mutante, se 65 
combinó cada una individualmente con SuperTaq, y se usó para realizar una PCR de aADN con una muestra 
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antigua conocida que contenía ADN amplificable. Todas las PCR dieron resultados (datos no presentados), lo que 
indica que era poco probable que alguna de las enzimas mutantes fuera un pasivo en la combinación.  
 
Se verificó la actividad de la combinación frente a la actividad de SuperTaq mediante una serie de dilución de la 
actividad PCR. Mediante esta medida, la combinación fue menos activa que SuperTaq, en un factor de dos.  5 
 
Las condiciones que se usan normalmente en PCR de aADN no se transfirieron fácilmente a la combinación o a 
SuperTaq, pues se habían optimizado para AmpliTaqGold (Applied Biosystems), una versión modificada 
químicamente de Taq que permite un arranque en caliente y la liberación lenta de enzimas a través de la activación 
por calor. Los arranques en caliente manuales no son aconsejables en el análisis del aADN, porque la apertura del 10 
tubo de PCR fuera de la sala limpia antes del termociclado conlleva un alto riesgo de contaminación. Además, 
tampoco se pudieron usar técnicas de arranque en caliente alternativas: los anticuerpos usados para inactivar la Taq 
de tipo silvestre a bajas temperaturas no se pudieron unir a las proteínas quiméricas seleccionadas de la genoteca 
Molecular Breeding y los tampones de arranque en caliente demostraron ser ineficaces (datos no mostrados). Se 
usó una nueva estrategia de PCR anidada de dos etapas. En la primera etapa, el aADN se amplifica durante más de 15 
28 ciclos, ya sea con SuperTaq o con la combinación. En la segunda etapa, se diluye la primera PCR 20 veces en 
una sala limpia secundaria y se amplifica con SuperTaq usando cebadores anidados. Esta es la metodología usada 
posteriormente para comparar SuperTaq y la combinación  
 
En resumen, se añadieron 2 l de muestra antigua a una PCR de 20 l en tampón SuperTaq (HT Biotech) con 1 M 20 
de los cebadores apropiados (véase la Figura 13), 2 M de cada desoxirribonucleósido trifosfato (dNTP), así como 
0,1 l de SuperTaq o un volumen igual de polimerasas mutantes, y se amplificó durante 28 ciclos. Se estableció esta 
PCR en una sala limpia siguiendo las precauciones adecuadas para el aADN. A continuación, se diluyó la PCR de la 
primera etapa 1 a 20 en una sala limpia secundaria y se termocicló durante otros 32 ciclos con las mismas 
condiciones de tampón y dNTP, usando cebadores anidados y SuperTaq. No se usaron controles de molde para 25 
analizar la contaminación.  
 
Se realizó una serie de dilución del doble de aADN con volúmenes iguales de SuperTaq y la combinación (y, por lo 
tanto, actividades aproximadamente iguales, con la combinación ligeramente menos activa) y se repitió cuatro veces  
 30 
Este experimento demostró que la combinación era más propensa a producir una banda a una menor concentración 
de aADN que SuperTaq. Por lo tanto, esto representaba el segundo experimento, que indicaba que las polimerasas 
de extensión de desapareamientos eran más eficaces en amplificar aADN que la Taq de tipo silvestre. 
 
Experimento 3: Las polimerasas de extensión de desapareamientos funcionan de una manera sistemáticamente 35 
mejor en la PCR de ADN antiguo  
 
La heterogeneidad de las muestras y la estocasticidad inherente del análisis de aADN hacen problemática la 
interpretación de una sola PCR positiva o negativa. Para abordar esto, se realizaron múltiples PCR de una misma 
muestra y se contó el número de amplificaciones de PCR con éxito a una dilución limitante de la muestra. La 40 
comparación de SuperTaq con la combinación permitiría un análisis estadístico. Como la cantidad de aADN 
necesaria para este tipo de metodología es elevada, se seleccionaron muestras que previamente habían 
demostrado ser de alta calidad, y se ensayaron en diluciones limitantes para aumentar la cantidad de material 
disponible para el análisis. Se seleccionó una secuencia diana corta para permitir  las diluciones máximas.  
 45 
Esto tiene la ventaja adicional de que, a una dilución suficientemente alta, se habrá diluido el ADN intacto, dejando 
solo molde dañado. En dichas condiciones, la diferencia entre una polimerasa que puede evitar las lesiones de 
bloqueo y una que no puede se debe hacer claramente evidente.  
 
Se realizó un total de nueve experimentos en cantidades limitantes de aADN, donde el PCR solo sería 50 
estocásticamente exitosa (Figuras 14 y 15). En ocho de los nueve experimentos, la combinación dio lugar a PCR 
mejores que SuperTaq. La probabilidad de que esto ocurra por casualidad es del 1,76 %, determinada mediante el 
análisis de la distribución binomial. Comúnmente, se acepta que se puede descartar el azar como explicación 
cuando se espera que un acontecimiento se produzca a una probabilidad del 5 % inferior.  
 55 
Por lo tanto, se puede afirmar que este efecto no se debe al azar, y que la combinación funciona repetidamente 
mejor que SuperTaq en las condiciones del experimento. Esto demuestra más allá de toda duda razonable que las 
polimerasas de extensión de desapareamientos son una herramienta más sensible para la obtención de secuencias 
de ADN antiguo. 
 60 
Ejemplo 16: Selección de polimerasas capaces de replicar el análogo de base artificial 5-nitroindol (5NI) (solo como 
referencia) 
 
Se seleccionaron para la extensión y la evitación de 5NI directamente de la genoteca de quimeras de polimerasa 
descrita en el Ejemplo 8 usando una estrategia análoga a la selección de desapareamientos usando cebadores 65 
flanqueantes (5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG ATA ACG AGG GCA 5N-3', 5'-GTA AAA CGA CGG 
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CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA GC5NI-3') que comprendían 5NI (o un derivado) en sus 
extremos 3’. Tras la serie 3, se usaron cebadores flanqueantes (5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG 
ATA 5NICG AGG GCA 5NI-3', 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTA CCA C5NIG AAC TGC GGG TGA CGC CAA 
GC5NI-3') que comprendían 5NI interno (o un derivado), así como 5NI en el extremo 3’ (o un derivado) para 
aumentar la presión de selección para la replicación de 5NI.  5 
 
Cinco series de selección produjeron una serie de clones con una capacidad mucho mayor para replicar 5NI. Entre 
los mejores clones estaban el clon de la serie 4 4D11 y el clon de la serie 5 5D4: 
 

 10 
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Secuencia de aminoácidos de 4D11: 
 

 

 
 5 
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Secuencia de aminoácidos de 5D4: 
 

 
 
Ejemplo 17: Espectro más amplio de polimerasas seleccionadas para la replicación de 5NI (solo como referencia)  5 
 
Se ensayó la actividad de las polimerasas de la serie 5 seleccionadas por la replicación de 5NI con una selección de 
sustratos usando el ensayo ELISA de tipo horquilla descrito en el Ejemplo 8. tUTP y ceATP fueron amablemente 
obsequiados por el laboratorio de P. Herdewijin, Rega Institute, Katholieke Universiteit Leuven, Bélgica. Los 
resultados se muestran en la Figura 14 10 
 
1. ELISA con tUTP:  
 
Se ensayó la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extensión de replicación de 5NI para 
incorporar secuencialmente 2 o 3 del derivado de UTP TNA (3’, 2’)--L-treonil-UTP usando los cebadores de 15 
horquilla (ELISAT2p: 5'-TAG CTC GGT AA CGC CGG CTT CCG TCG CGA CCA CGT TX TTC GTG GTC GCG 
ACG GAA GCC G-3', ELISAT3p: 5'-TAG CTC GGT AAA CGC CGG CTT CCG TCG CGA CCA CGT TX TTC GTG 
GTC GCG ACG GAA GCC G-3' (X = dU-biotina (Glen Research)). Los lisados usados se concentraron 4 veces. El 
protocolo de ELISA fue como el descrito, a excepción de que el dUTP marcado con DIG en la reacción de extensión 
fue reemplazado por fluoresceína 12-dATP (Perkin-Elmer) (al 3 % de dATP) y la incorporación de fluoresceína 12-20 
dATP se detectó mediante fragmentos Fab de POD anti-fluoresceína (Roche). 
 
2. ELISA con ceATP:  
 
Se ensayó la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extensión de replicación de 5NI para 25 
incorporar secuencialmente el derivado de ciclohexenil-ATP ceATP usando los cebadores de horquilla (ELISA2p: 5'-
TAG CTC GGA TTTT CGC CGG CTT CCG TCG CGA CCA CGT TX TTC GTG GTC GCG ACG GAA GCC G-3', (X 
= dU-biotina (Glen research)). Los lisados usados se concentraron 4 veces. 
 
3. ELISA con CyDye 5-dCTP y CyDye 3-dCTP:  30 
 
Se ensayó la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extensión de replicación de 5NI para 
incorporar secuencialmente los nucleótidos marcados con colorante fluorescente Cy5-dCTP y Cy3-dCTP 
(Amersham Biosciences) usando los cebadores de horquilla (ELISA2p: 5'- TAG CTA CCA GGG CTC CGG CTT 
CCG TCG CGA CCA CGT TXT TCG TGG TCG CGA CGG AAG CCG -3', (X = dU-biotina (Glen research)). Los 35 
lisados usados se concentraron 4 veces. 
 
4. ELISA de evitación de sitios abásicos  
 
Se ensayó la capacidad de las clones de la serie 5 seleccionados por la extensión de replicación de 5NI para evitar 40 
un sitio abásico usando el cebador de horquilla (PScreen1abas: 5'-AGG TAC CAT GCC TGC ACG CAG YCG GCA 
TCC GTC GCG ACC ACG TTX TTC GTG GTC GCG ACG GAT GCC G -3', (X = dU-biotina, Y = sitio abásico (Glen 
research)). Los lisados usados se concentraron 4 veces. 
 

45 
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Ejemplo 18: Reacción de extensión de cebadores con polimerasas 4D11 y 5D4 (solo como referencia) 
 
1: Extensión del 5-nitroindol opuesto 
 
Cebador 5’-TAATACGACTCACTATAGGGAGA 5 
Molde 3’-ATTATGCTGAGTGATATCCCTCT5ATCGAT 
 

5 = 5-Nitroindol 
 

 10 
 
Las reacciones de extensión de cebadores se llevaron a cabo de la siguiente manera: 
 

Se hibridaron 50 pmol de cebador marcado con 32P y 100 pmol de molde en un volumen de 44 l en 1 x tampón 
de Taq. Se añadió polimerasa 4D11 o 5D4 en forma de lisado celular (6 l), y se incubaron las reacciones a 50 15 
ºC durante 15 minutos, seguido de la adición de un dNTP (1 l en el volumen total de 50 l, concentración final 
de dNTP de 40 M). Se extrajeron muestras de 8 l en varios puntos temporales y se añadieron a 8 l de 
solución de detención (urea 7 M, EDTA 100 mM que contenía xileno cianol F). Al final del curso temporal, se 
añadieron los 3 dNTP restantes (concentración final de cada dNTP de 40 M) y se incubaron las reacciones a 50 
ºC durante otros 30 minutos. Se separaron las muestras de reacción por electroforesis usando geles de 20 
poliacrilamida al 20 % a 25 W durante 4 horas. Se secaron los geles resultantes y se escanearon usando un 
PhosphorImager (Molecular Dynamics). Los datos se procesaron mediante el programa ImageQuant (Molecular 
Dynamics). Los resultados se muestran en las Figuras 35, 36: Las reacciones similares usando polimerasas de 
tipo silvestre Taq, Tth y Tfl en condiciones idénticas conducen a reacciones de extensión casi indetectables 
(datos no mostrados). 25 

 
2. Incorporación y extensión de 5-nitroindol-5’-trifosfato (5NITP).  

 
 

Las reacciones de extensión de cebadores se llevaron a cabo de la siguiente manera: 30 
 

Se hibridaron 50 pmol de cebador marcado con 32P y 100 pmol de molde en un volumen de 44 l en 1 x tampón 
de Taq. Se añadió polimerasa 4D11 o 5D4 en forma de lisado celular (6 l), y se incubaron las reacciones a 50 
ºC durante 15 minutos, seguido de la adición de d5NITP (1 l en el volumen total de 50 l, concentración final de 
dNTP de 40 M). Se extrajeron muestras de 8 l en varios puntos temporales y se añadieron a 8 l de solución 35 
de detención (urea 7 M, EDTA 100 mM que contenía xileno cianol F). Al final del curso temporal, se añadieron 
los 4 dNTP nativos (concentración final de cada dNTP de 40 M) y se incubaron las reacciones a 50 ºC durante 
otros 30 minutos. Se separaron las muestras de reacción por electroforesis usando geles de poliacrilamida al 
20 % a 25 W durante 4 horas. Se secaron los geles resultantes y se escanearon usando un PhosphorImager 
(Molecular Dynamics). Los datos se procesaron mediante el programa ImageQuant (Molecular Dynamics). Los 40 
resultados se muestran en las Figuras 17, 18: 

 
El auto-par NI-NI también se forma excepcionalmente bien, aunque la extensión adicional se reduce (datos 
no mostrados). Las reacciones similares usando polimerasas de tipo silvestre Taq, Tth y Tfl en condiciones 
idénticas conducen a reacciones de extensión casi indetectables (datos no mostrados). 45 
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Ejemplo 19: Fabricación e hibridación de matrices usando M1 (solo como referencia)  
 
Se prepararon dianas mediante amplificación por PCR del gen Taq de 2,5 kb usando los cebadores 29, 28 o de 2 kb 
del gen pol del VIH usando los cebadores 30, 31. Se preparó ADN de esperma de salmón (Invitrogen) a 100 ng/ul en 
DMSO al 50 %. Se prepararon sondas de FITC y Cy5 mediante amplificación por PCR de un fragmento de 0,4 kb de 5 
Taq usando los cebadores 8, 28, ya sea con 100 % (FITC100M1) o 10 % de dATP (FITC100M1, FITC10Taq) 
reemplazado por FITC-12-dATP o 10 % de dCTP reemplazado por Cy5-dCTP (Cy5Taq). Se usaron 20-meros 
aleatorios de Cy5 y Cy3 (MWG) a 250 nM. Se purificaron las dianas usando el kit de purificación de PCR (Qiagen) y 
se prepararon en DMSO al 50 % y se salpicaron en portaobjetos de vidrio recubiertos con GAPSII aminosilano 
(Corning) usando un MicroGrid (BioRobotics). Las hibridaciones de la matriz se realizaron de acuerdo con protocolos 10 
convencionales: 
 
Se cocieron portaobjetos impresos durante 2 horas a 80 ºC, se incubaron con agitación durante 30 minutos a 42 ºC 
en 5 x SSC/Fracción V de BSA al 0,1 % (Roche)/SDS al 0,1 %, se hirvieron durante 2 minutos en agua ultrapura, se 
lavaron 20 veces en agua ultrapura a temperatura ambiente (TA), se enjuagaron en propan-2-ol y se secaron en una 15 
corriente de aire limpio. Se prepararon 50 ng de sondas marcadas con FITC y Cy5 en 20 l de tampón de 
hibridación (Tris-HCl 1 mM, pH 7,4, pirofosfato tetrasódico 50 mM, 1 x solución de Denhardt, formamida desionizada 
al 40 %, SDS al 0,1 %, 100 g/ml de ADN de esperma de salmón cortado). Se calentó cada muestra a 95 ºC durante 
5 min, se centrifugó durante 2 minutos, se aplicó a la superficie de una matriz y se cubrió con un 22 x 22 mm de 
HybriSlip (Sigma). Las hibridaciones se realizaron a 48 ºC durante 16 horas en una cámara de hibridación (Corning). 20 
Las matrices se lavaron una vez con 2 x SSC/SDS al 0,1 % a 65 ºC durante 5 min, una vez con 0,2 x SSC a TA 
durante 5 minutos y dos veces con 0,05 x SSC a TA durante 5 min. Se secaron los portaobjetos en una corriente de 
aire limpio, se escaneraron con un cargador automático ArrayWoRx (Applied Precision Instruments) y se analizaron 
las imágenes de la matriz usando el rastreador SoftWoRx (Molecularware).  
 25 
La sustitución completa de los nucleótidos naturales con sus homólogos artificiales modifica las propiedades de los 
productos de amplificación resultantes. Por ejemplo, el ADN sustituido completamente por S fue totalmente 
resistente a la digestión con nucleasa (no mostrado).  
 
El fragmento de 0,4 kb, en el que todas las adeninas (dA) de ambas cadenas se habían reemplazado por FITC-12-30 
dAMP (FITC100M1), muestra una fluorescencia extremadamente brillante. La frecuencia de incorporación de 
fluoróforo por cada 1.000 nucleótidos (FOI) se usa comúnmente para especificar la intensidad de fluorescencia de 
una sonda. Las FOI de las sondas de micromatrices comúnmente varían de 10 a 50, mientras que FITC100M1 tiene 
una FOI de 295. Para investigar si dicho alto nivel de sustitución con fluoróforo afectaría a las características de 
hibridación, se realizó una serie de experimentos de micromatrices. Se comparó la señal fluorescente generada por 35 
FITC100M1 con sondas equivalentes generadas usando bien Taq de tipo silvestre o M1 y la sustitución de solo un 
10 % de dAMP con FITC-12-dAMP (FITC10Taq, FITC10M1 (FOI = 30)). En cohibridación competitiva con una sonda 
marcada con Cy5 convencional (Cy5Taq), FITC100M1 solo se hibridó específicamente con su secuencia diana de 
polimerasa Taq afín, y no con ningún ADN de control no afín. La hibridación de FITC100M1 generó una señal 
específica hasta 20 veces superior que las cantidades equimolares de las sondas FITC10 (Fig. 20) sin mostrar el 40 
aumento de la unión de fondo (Fig. 19, 21). 
 
Ejemplo 20: Tasas de mutación y espectros de polimerasas M1 y M4 seleccionadas (solo como referencia)  
 
Las tasas de mutación se determinaron usando el ensayo de ELISA de mutS26 (Genecheck, Ft. Colfins, CO) de 45 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Como alternativa, se clonaron los productos de amplificación derivados 
de 2 x 50 ciclos de PCR de 2 dianas con diferente contenido de GC (pol del VIH (38 % de GC), Taq (68 % de GC)), 
se secuenciaron 40 clones (800 pb cada uno) y se analizaron las mutaciones (Taq de tipo silvestre (51), M1 (75)).  
 
Cabría esperar que se produjera la extensión promiscua de los desapareamientos a costa de una reducción de la 50 
fidelidad, pues la incorporación errónea ya no conduce a la terminación. Sin embargo, la medición de la tasa global 
de mutación, usando tanto el ensayo de MutS (Fig 22A) como la secuenciación directa de los productos de 
amplificación, indicó solo un aumento modesto (1,6 veces) de la tasa de mutación en M1 (o M4). No obstante, M1 
muestra un espectro de mutaciones modificado de manera significativa en comparación con Taq de tipo silvestre, 
con una tendencia claramente superior a las transversiones, en particular, a las transversiones G/CC/G (Fig 22B). 55 
 
Ejemplo 21: capacidad de procesamiento (solo como referencia)  
 
En su mayoría, las polimerasas translesión naturales tienen una mala capacidad de procesamiento. Por ello, los 
presentes inventores investigaron si la capacidad de procesamiento de M1 y M4 sería igualmente reducida, pero 60 
encontraron que, incluso a las concentraciones más bajas de enzimas, las probabilidades de extensión y terminación 
de cebadores por parte de M1 y M4 coincidieron estrechamente con las de Taq de tipo silvestre (Fig. 23), lo que 
indica que tanto M1 como M4 presentan una capacidad de procesamiento igual (o superior) a la de Taq de tipo 
silvestre. Esto también se refleja en la sorprendente competencia de M1 en la PCR de largo alcance (véase el 
Ejemplo 6).  65 
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Se midió la capacidad de procesamiento usando un ensayo de extensión de cebadores en presencia y en ausencia 
de ADN trampa. Las probabilidades de terminación se calcularon de acuerdo con el método de Kokoska et al.  
 
Se marcó el cebador oligonucleotídico 32 (5'-GCG GTG TAG AGA CGA GTG CGG AG-3') con 32P y se hibridó al 
molde 33 (5'-GTC TCA CAA GCA GCC AGG CAA GCT CCG CAC TCG TCT CTA CAC CGC TCC GC-3') (en una 5 
proporción molar de cebador/molde de 1/1,5). Se incubaron previamente Taq de tipo silvestre (0,0025 nM; 0,025 nM; 
0,25 nM), M1 (0,05 nM; 0,5 nM; 5 nM) y M4 (0,05 nM; 0,5 nM; 5 nM) con los sustratos de ADN de cebador-molde 
(10 nM) en Tris-HCl 10 mM a pH 9,0, MgCl2 5 mM, KCl 50 mM, Triton X 100 al 0,1 % a 25 ºC durante 15 min. Las 
reacciones se iniciaron mediante la adición de dNTP 100 M con o sin ADN de trampa (un exceso de 1.000 veces 
de cebador-molde no marcados). Las reacciones se realizaron a 60 ºC durante 2 min. La preincubación de las 10 
polimerasas con el sustrato de ADN trampa y cebador-molde marcado antes de la adición de dNTP inhibió 
completamente la extensión de los cebadores (no mostrado), lo que demuestra la eficacia de la trampa. Así pues, en 
presencia de ADN trampa, toda la síntesis de ADN se produjo a partir de una sola unión de ADN. Las intensidades 
de las bandas del gel se calcularon usando un Phosphoimager y el programa ImageQuant (ambos de Molecular 
Dynamics). El porcentaje de moléculas de polimerasa que extendieron cebadores hasta el extremo del molde se 15 
calculó usando la fórmula: In x 100 %/(I1 + I2 +... + In), donde In es la intensidad de la banda en la posición 22 o 23; 
I1, l2... es la intensidad de la banda en la posición 1, 2... Las probabilidades de terminación () se calcularon de 
acuerdo con el método de Kokoska et al1, en el que  en una determinada posición del molde se calculó como la 
intensidad de la banda en esa posición dividida entre la suma de la intensidad de esta banda y las intensidades de 
las bandas de todos los productos más largos.  20 
 
Referencias 
 

1. Schaaper, R. M. (1993) J. Biol. Chem. 268, 23762-23765. 
2. Li, Y., Korolev, S. y Waksman, G. (1998) Embo J. 17, 7514-7525. 25 
3. Doublié, S., Tabor, S., Long, A. M., Richardson, C. C. y Ellenberger, T. (1998) Nature 391, 251-258. 
4. Johnson, S. J., Taylor, J. S. y Beese, L. S. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 100,38895-38900. 
5. Li, Y., Mitaxov, V. y Waksman, G. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 96, 9491-9496. 
6. Astatke, M., Ng, K., Grindley, N. D. y Joyce, C. M. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 95, 3402-3407. 
7. Patel, P. H. y Loeb, L. A. (2000) J. Biol. Chem. 275, 40266-40272. 30 
8. Jestin, J. L., Kristensen, P. y Winter, G. (1999) Angew. Chem. Int. Ed. 38, 1124-1127. 
9. Xia, G., Chen, L., Sera, T., Fa, M., Schultz, P. G. y Romesberg, F. E. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 99, 
6597-6602. 
10. Ghadessy, F. J., Ong, J. L. y Holliger, P. (2001) Proc. Natl. Acad Sci. EE.UU. 98, 4552-4557. 
11. Tawfik, D. S. y Griffiths, A. D. (1998) Nature Biotechnol 16, 652-656. 35 
12. Huang, M.-M., Arnheim, N. y Goodman, M. F. (1992) Nucleic Acids Res. 20, 4567-4573. 
13. Kool, E. T. (2000) Curr. Op. Chem. Biol. 4, 602-608. 
14. Kwok, S., Kellogg, D. E., McKinney, N., Spasic, D., Goda, L., Levenson, C. y Sninsky, J. J. (1990) Nucleic 
Acids Res 18, 999-1005. 
15. Eom, S. H., Wang, J. y Steitz, T. A. (1996) Nature 382, 278-281. 40 
16. Creighton, S., Bloom, L. B. y Goodman, M. F. (1995) Meth. Enzymol. 262, 232-56. 
17. Mendelman, L. V., Petruska, J. y Goodman, M. F. (1990) J. Biol. Chem. 265, 2338-2346. 
18. Boudsocq, F., Iwai, S., Hanaoka, F. y Woodgate, R (2001) Nucleic Acids Res 29, 4607-4616. 
19. Verma, S. y Eckstein, F. (1998) Annu. Rev. Biochem. 67, 99-134. 
20. Loakes, D. (2001) Nucleic Acids Res 29, 2437-2447. 45 
21. Berger, M., Wu, Y., Ogawa, A. K., McMinn, D. L., Schultz, P. G. y Romesberg, F. E. (2000) Nucleic Acids 
Res, 2911-2914. 
22. Barnes, W. M. (1994) Proc. Natl. Acad Sci. EE.UU. 91, 2216-2220. 
23. Goodman, M. F. (2002) Annu. Rev. Biochem. 71, 17-50. 
24. Kunkel, T. A. & Bebenek, K. (2000) Annu. Rev. Biochem. 69, 497-529. 50 
25. Patel, P. H., Suzuki, M., Adman, E., Shinkai, A. y Loeb, L. A. (2001) J. Mol. Biol. 18, 823-837. 
26. Lawyer, F. C., Stoffel, S., Saiki, R. K., Chang, S. Y., Landre, P. A., Abramson, R. D. y Gelfand, D. H. (1993) 
PCR Meth. Appl. 2, 275-87. 
27. Tada, M., Omata, M., Kawai, S., Saisho, H., Ohto, M., Saiki, R. K. y Sninsky, J. J. (1993) Cancer Res 53, 
2472-2474. 55 
28. Ling, H., Boudsocq, F., Woodgate, R. y Yang, W. (2001) Cell 107, 91-102. 
29. Trincao, J., Johnson, R. E., Escalante, C. R., Prakash, S., Prakash, L. y Aggarwal, A. K. (2001) Mol. Cell 8, 
417-426. 
30. Cho, Y. S., Zhu;. F. C., Luxon, B. A. y Gorenstein, D. G. J Biomol Struct Dyn 11,685-702. 
31. Eigen, M. (1971) Naturwissenschaften 58, 465-523. 60 
32. Engelke, D. R., Krikos, A., Bruck, M. E. y Ginsburg, D. (1990) Anal. Biochem. 191, 396-400. 
33. Zhao, H., Giver, L., Shao, Z., Affholter, J. A. y Arnold, F. H. (1998) Nature Biotechnol. 16, 258-61. 
34. Murata, T., Iwai, S. y Ohtsuka, E. (1990) Nucleic Acids Res 18, 7279-7286. 

 
65 

E09010518
09-09-2015ES 2 546 945 T3

 



51 

LISTADO DE SECUENCIAS 
 
<110> Medical Research council 
 
<120> Polimerasa 5 
 
<130> P017236WO CJS 
 
<140> PCTGB/2004/004643 
<141> 05-11-2004 10 
 
<150> GB0325650.0 
<151> 03-11-2003 
 
<150> GB0410871.8 15 
<151> 14-05-2004 
 
<160> 120 
 
<170> PatentIn versión 3.0 20 
 
<210> 1 
<211> 832 
<212> PRT 
<213> Artificial 25 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa modificada por ingeniería genética 
 
<400> 1 30 
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<210> 2 
<211> 832 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa artificial 
 10 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 2490 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Polimerasa modificada por ingeniería genética 
 10 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 2490 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Polimerasa modificada por ingeniería genética 
 10 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 38 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 5 
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgaggga  38 
 
<210> 6 
<211> 45 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 6 
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagcc  45 
 
<210> 7 25 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador 
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<400> 7 
aaaaatctag ataacgaggg caa  23 
 
<210> 8 5 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador 
 
<400> 8 
accaccgaac tgcgggtgac gccaagcg  28 
 15 
<210> 9 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 9 
gaactgcggg tgacgccaag cgca  24 25 
 
<210> 10 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 10 35 
ccgaactgcg ggtgacgcca agcgg  25 
 
<210> 11 
<211> 24 
<212> ADN 40 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 45 
<400> 11 
gaactgcggg tgacgccaag cgcg  24 
 
<210> 12 
<211> 23 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 55 
 
<400> 12 
aaaaatctag ataacgaggg caa  23 
 
<210> 13 60 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 65 
<223> Cebador 
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<400> 13 
ccgactggcc aagattagag agtatgg  27 
 
<210> 14 
<211> 27 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 14 
gatttccacg gataagactc cgcatcc  27 
 
<210> 15 15 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 15 
ggcagacgat gatgcagata accagag  27 
 25 
<210> 16 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 16 
gccgatagat agccacggac ttcgtag  27 35 
 
<210> 17 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 17 45 
ggagtagatg cttgcttttc tgagcc  26 
 
<210> 18 
<211> 26 
<212> ADN 50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 18 
gagttcgtgc ttaccgcaga atgcag  26 
 
<210> 19 
<211> 25 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
 

E09010518
09-09-2015ES 2 546 945 T3

 



62 

<400> 19 
accgaactgc gggtgacgcc aagcg  25 
 
<210> 20 
<211> 25 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 20 
accgaactgc gggtgacgcc aagcc  25 
 
<210> 21 15 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 21 
accgaactgc gggtgacgcc aagca  25 
 25 
<210> 22 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 22 
aaacagcgct tggcgtcacc cgcagttcgg t  31 35 
 
<210> 23 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 23 45 
aaacagggct tggcgtcacc cgcagttcgg t  31 
 
<210> 24 
<211> 31 
<212> ADN 50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 24 
aaacagagct tggcgtcacc cgcagttcgg t  31 
 
<210> 25 
<211> 31 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
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<400> 25 
aaacaccgct tggcgtcacc cgcagttcgg t  31 
 
<210> 26 
<211> 51 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 26 
agctaccatg cctgcacgaa ttcggcatcc gtcgcgacca cggtcgcagc g  51 
 
<210> 27 15 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (22)..(22) 25 
<223> N es un sitio abásico 
 
<400> 27 
agctaccatg cctgcacgac ancggcatcc gtcgcgacca cggtcgcagc g  51 
 30 
<210> 28 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador 
 
<220> 
<221> misc_feature 40 
<222> (21)..(22) 
<223> N es un dímero cpd 
 
<400> 28 
agctaccatg cctgcacgaa nncggcatcc gtcgcgacca cggtcgcagc g  51 45 
 
<210> 29 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 29 55 
cgtggtcgcg acggatgccg  20 
 
<210> 30 
<211> 23 
<212> ADN 60 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 65 
<400> 30 
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taatacgact cactataggg aga  23 
 
<210> 31 
<211> 28 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (5)..(5) 
<223> N es 5NI 
 15 
<400> 31 
actgntctcc ctatagtgag tcgtatta  28 
 
<210> 32 
<211> 40 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 25 
 
<400> 32 
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgagggcaa  40 
 
<210> 33 30 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 35 
<223> Cebador 
 
<400> 33 
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagcg  45 
 40 
<210> 34 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 45 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 34 
gtaaaacgac ggccagttta ttaaccaccg aactgc  36 50 
 
<210> 35 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Artificial 55 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 35 60 
caggaaacag ctatgactcg acaaaaatct agataacgac c  41 
 
<210> 36 
<211> 17 
<212> ADN 65 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 36 
gtaaaacgac ggccagt  17 5 
 
<210> 37 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 37 15 
caggaaacag ctatgac  17 
 
<210> 38 
<211> 44 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 25 
<400> 38 
caggaaacag ctatgacaaa agtgaaatga atagttcgac tttt  44 
 
<210> 39 
<211> 43 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 35 
 
<400> 39 
gtaaaacgac ggccagtctt cacaggtcaa gcttattaag gtg  43 
 
<210> 40 40 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador 
 
<400> 40 
caggaaacag ctatgaccat tgatagagtt attttaccac aggg  44 
 50 
<210> 41 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 41 
gtaaaacgac ggccagtctt cacaggtcaa gcttattaag gtg  43 60 
 
<210> 42 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 42 
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgaggga  38 5 
 
<210> 43 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 43 15 
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagcc  45 
 
<210> 44 
<211> 41 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 25 
<400> 44 
caggaaacag ctatgactcg acaaaaatct agataacgac c  41 
 
<210> 45 
<211> 36 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 35 
 
<400> 45 
gtaaaacgac ggccagttta ttaaccaccg aactgc  36 
 
<210> 46 40 
<211> 67 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (45)..(45) 50 
<223> n es du-biotina 
 
<400> 46 
 

 55 
 
<210> 47 
<211> 67 
<212> ADN 
<213> Artificial 60 
 
<220> 
<223> Cebador 
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<220> 
<221> misc_feature 
<222> (22)..(22) 
<223> N es un sitio abásico 
 5 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (45)..(45) 
<223> n es dU- biotina 
 10 
<400> 47 
 

 
 
<210> 48 15 
<211> 67 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (22)..(22) 25 
<223> n es hidantoína 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (45)..(45) 30 
<223> n es biotina-du 
 
<400> 48 
 

 35 
 
<210> 49 
<211> 2502 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 
<400> 49 45 
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<210> 50 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Secuencia clonada 
 
<400> 50 5 
 

 

ES 2 546 945 T3

 



71 

 

ES 2 546 945 T3

 



72 

 
 
<210> 51 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 51 
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<210> 52 
<211> 833 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 
<400> 5 
 10 
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<210> 53 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 53 
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<210> 54 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 54 
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<210> 55 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 55 
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<210> 56 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 56 
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<210> 57 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 57 
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<210> 58 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 58 
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<210> 59 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 59 
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<210> 60 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 60 
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<210> 61 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 61 
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<210> 62 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 62 
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<210> 63 
<211> 2550 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 63 
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<210> 64 
<211> 849 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 64 
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<210> 65 
<211> 2505 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Secuencia clonada 
 
<400> 65 
 5 
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<210> 66 
<211> 834 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 66 
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<210> 67 
 
<211> 2502 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 
<400> 67 10 
 

 

ES 2 546 945 T3

 



106 

 
 
<210> 68 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 68 
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<210> 69 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 69 
 

 

ES 2 546 945 T3
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<210> 70 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 70 
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<210> 71 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 71 
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<210> 72 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 72 
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<210> 73 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 73 
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<210> 74 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 74 
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<210> 75 
<211> 2505 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 75 
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<210> 76 
<211> 834 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 76 
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<210> 77 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 77 
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<210> 78 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 78 
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<210> 79 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 79 
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<210> 80 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 80 
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<210> 81 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 81 
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<210> 82 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 82 
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ES 2 546 945 T3
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<210> 83 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 83 
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<210> 84 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 84 
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<210> 85 
<211> 2499 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 85 
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<210> 86 
<211> 832 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 86 
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<210> 87 
<211> 2550 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 87 
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<210> 88 
<211> 849 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 88 
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148 
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<210> 89 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 89 
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<210> 90 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 

ES 2 546 945 T3

 



151 

<220> 
<223> Secuencia clonada 
 
<400> 90 
 5 
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<210> 91 
<211> 2502 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 91 
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<210> 92 
<211> 833 
<212> PRT 5 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 5 
<400> 92 
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<210> 93 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 93 
cgtggtcgcg acggatgccg  20 
 
<210> 94 
<211> 51 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido 20 
 
<400> 94 
agctaccatg cctgcacgaa ttcggcatcc gtcgcgacca cggtcgcagc g  51 
 
<210> 95 25 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 

ES 2 546 945 T3

 



158 

<220> 
<223> Oligonucleótido 
 
<220> 
<221> misc_feature 5 
<222> (22)..(22) 
<223> N es un sitio abásico 
 
<400> 95 
agctaccatg cctgcacgac ancggcatcc gtcgcgacca cggtcgcagc g  51 10 
 
<210> 96 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<220> 20 
<221> misc_feature 
<222> (40)..(40) 
<223> n es 5 nitroindol o un derivado 
 
<400> 96 25 
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgagggcan  40 
 
<210> 97 
<211> 45 
<212> ADN 30 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 35 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (45)..(45) 
<223> n es 5 nitroindol o un derivado 
 40 
<400> 97 
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagcn  45 
 
<210> 98 
<211> 40 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 50 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (31)..(31) 
<223> n es 5 nitroindol o un derivado 55 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (40)..(40) 
<223> n es 5 nitroindol o un derivado 60 
 
<400> 98 
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata ncgagggcan  40 
 
<210> 99 65 
<211> 45 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 5 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (23)..(23) 
<223> n es 5-nitroindol o un derivado 10 
 
<400> 99 
gtaaaacgac ggccagtacc acngaactgc gggtgacgcc aagcn  45 
 
<210> 100 15 
<211> 2502 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Secuencia clonada 
 
<400> 100 
 

 25 
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<210> 101 
<211> 833 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 101 
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<210> 102 
<211> 2499 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 102 
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<210> 103 
<211> 832 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia clonada 
 10 
<400> 103 
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<210> 104 
<211> 59 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (37)..(37) 
<223> n es dU-biotina 
 15 
<400> 104 
tagctcggta acgccggctt ccgtcgcgac cacgttnttc gtggtcgcga cggaagccg  59 
 
<210> 105 
<211> 60 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 25 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (38)..(38) 
<223> n es dU-biotina 30 
 
<400> 105 
tagctcggta aacgccggct tccgtcgcga ccacgttntt cgtggtcgcg acggaagccg  60 
 
<210> 106 35 
<211> 61 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 40 
<223> Cebador 
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<220> 
<221> misc_feature 
<222> (39)..(39) 
<223> n es dU-biotina 
 5 
<400> 106 
 

 
 
<210> 107 10 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (38)..(38) 20 
<223> n es dU-biotina 
 
<400> 107 
tagctaccag ggctccggct tccgtcgcga ccacgttntt cgtggtcgcg acggaagccg  60 
 25 
<210> 108 
<211> 67 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<220> 
<221> misc_feature 35 
<222> (22)..(22) 
<223> N es un sitio abásico 
 
<220> 
<221> misc_feature 40 
<222> (45)..(45) 
<223> n es du-biotina 
 
<400> 108 
 45 

 
 
<210> 109 
<211> 23 
<212> ADN 50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 109 
taatacgact cactataggg aga  23 
 
<210> 110 
<211> 29 60 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 5 
<400> 110 
attatgctga gtgatatccc tctatcgat  29 
 
<210> 111 
<211> 23 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 15 
 
<400> 111 
taatacgact cactataggg aga  23 
 
<210> 112 20 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (24)..(24) 30 
<223> n es A, T, C o G 
 
<400> 112 
attatgctga gtgatatccc tctngtca  28 
 35 
<210> 113 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 113 
gcggtgtaga gacgagtgcg gag  23 45 
 
<210> 114 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 114 55 
ctctcacaag cagccaggca agctccgcac tcgtctctac accgctccgc  50 
 
<210> 115 
<211> 50 
<212> ADN 60 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 65 
<400> 115 
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ctctcacaag cagccaggca agctccgcac tcgtctctac accgctccgc  50 
 
<210> 116 
<211> 61 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador FITC 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (39)..(39) 
<223> n es biotina 
 15 
<400> 116 
 

 
 
<210> 117 20 
<211> 67 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador FITC 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (45)..(45) 30 
<223> n es biotina 
 
<400> 117 
 

 35 
 
<210> 118 
<211> 61 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador ELISA 
 
<220> 45 
<221> misc_feature 
<222> (39)..(39) 
<223> n es biotina 
 
<400> 118 50 
 

 
 
<210> 119 
<211> 60 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Cebador ELISA 
 
<220> 5 
<221> misc_feature 
<222> (38)..(38) 
<223> n es biotina 
 
<400> 119 10 
tagctcggta aacgccggct tccgtcgcga ccacgttntt cgtggtcgcg acggaagccg  60 
 
<210> 120 
<211> 67 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 20 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (22)..(22) 
<223> N es un sitio abásico 
 25 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (45)..(45) 
<223> n es biotina 
 30 
<400> 120 
 

 
 

35 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una ADN polimerasa pol A con una selección más amplia de sustratos que es capaz de evitar un sitio abásico, en 
la que la polimerasa comprende la secuencia de aminoácidos del clon designado en el presente documento como 
3A10 (SEC ID Nº 80). 5 
 
2. Una ADN polimerasa pol A de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la DNA polimerasa consiste en la 
secuencia de aminoácidos del clon designado en el presente documento como 3A10 (SEC ID Nº 80). 
 
3. Una construcción de ácido nucleico que codifica una polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con 10 
la reivindicación 1 o 2. 
 
4. Un vector que comprende una construcción de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 3. 
 
5. El uso de una ADN polimerasa obtenida por ingeniería genética de acuerdo con la reivindicación 1 o 2 en una 15 
cualquiera o más de las siguientes aplicaciones seleccionadas del grupo que consiste en las siguientes: 
amplificación por PCR, secuenciación de moldes de ADN dañados, la incorporación de análogos de bases 
artificiales a ADN y la creación de nuevas actividades de polimerasa. 
 
6. El uso de acuerdo con la reivindicación 5 de una combinación de polimerasas obtenidas por ingeniería genética. 20 
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