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DESCRIPCIÓN 
 
ADN polimerasas quiméricas. 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 5 
 
Las ADN polimerasas son enzimas que usan ADN monocatenario como plantilla para sintetizar la cadena de ADN 
complementaria. En particular, las ADN polimerasas pueden añadir nucleótidos libres al extremo 3' de una cadena 
de formación reciente, dando como resultado la elongación de la nueva cadena en una dirección 5'-3'. Algunas ADN 
polimerasas pueden corregir errores en ADN recién sintetizado. Este proceso se conoce como corrección de errores. 10 
Estas polimerasas pueden reconocer un nucleótido incorporado de forma incorrecta y la actividad 3'->5' exonucleasa 
de la enzima permite que el nucleótido incorrecto se elimine (esta actividad se conoce como proofreading (corrección 
de errores)). Tras la eliminación de la base, la polimerasa puede insertar de nuevo la base correcta y la replicación 
puede continuar. La función de corrección da a la replicación del ADN una fidelidad mucho mayor de la que tendría 
si la síntesis fuera el resultado de únicamente una etapa de selección de apareamiento de bases. Brutlag, D. y 15 
Kornberg, A., J. Biol. Chem., 247: 241-248 (1972). Las ADN polimerasas con actividad 3'-5' exonucleasa correctora 
tienen una tasa de error sustancialmente inferior en comparación con una polimerasa que posee exonucleasa no 
correctora. Chang, L. M. S., J. Biol. Chem., 252: 1873-1880 (1977). Sin embargo, a menudo, la ventaja de estas 
polimerasas se contrarresta por su capacidad de procesamiento relativamente baja que reduce el rendimiento de los 
productos de amplificación de ADN. 20 
 
El documento US 2002/119461 desvela la construcción ciertas ADN polimerasas, incluyendo una "polimerasa Taq 
híbrida donde el dominio 3'-5'-exonucleasa inactivo de la polimerasa Taq se reemplazó por un dominio 3'-5'-
exonucleasa activo de otra ADN polimerasa termoestable" (véase el párrafo [0016] del documento US2002/119471). 
El documento WO 01/61015 desvela polimerasas de ácido nucleico quiméricas "obtenidas combinando al menos 25 
dos dominios enzimáticamente activos de diferentes proteínas por medio de técnicas de ADN recombinante" (véase 
el primer párrafo del Resumen de la Invención del documento WO 01/61015). El documento WO 2005/113760 
desvela ciertas ADN polimerasas quiméricas obtenidas por intercambio de dominios de polimerasas Dpo4 de la 
familia Y novedosas de Acidianus infernus Dpo4, Stygiolobu azoricus, Sulfurisphaera ohwakuensis, Sulfolobus 
shibatae, y Sulfolobus tengchongensis (véase la sección V., titulada "Cloning Novel Y-family Polymerases"). BASE 30 
DE DATOS Geneseq [En línea] 19 de noviembre de 1998 (19-11-1998), "ADN sintetasa Pfu I termorresistente, 
recuperada de EBI Nº de acceso GSP:AAW77017 Nº de acceso a base de datos AAW77017; y el documento WO 
98/33900 muestra la secuencia aminoacídica de la ADN polimerasa Pfu. BASE DE DATOS Geneseq [En línea] 23 
de febrero de 2006 (23-02-2006), "ADN polimerasa SEQ ID NO: 5", recuperada de EBI Nº de acceso GSP:AEE871 
02 Nº de acceso a base de datos AEE871 02; y el documento WO 2005/118866 muestra la secuencia aminoacídica 35 
de la ADN polimerasa KOD. 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 
La presente invención incluye el descubrimiento de que el intercambio de dominios puede combinar características 40 
funcionales deseadas (por ejemplo, alta capacidad de procesamiento, alta tasa de elongación, termoestabilidad, 
resistencia a la sal, aditivos PCR (por ejemplo, potenciadores PCR) y otras impurezas, y alta fidelidad) de diferentes 
ADN polimerasas en una enzima quimérica. Por lo tanto, la presente invención proporciona, entre otras cosas, ADN 
polimerasas fuertes, rápidas y precisas para amplificación de ADN, síntesis, detección, secuenciación y otras 
técnicas de ADN recombinante importantes. 45 
 
En un aspecto, la presente invención proporciona una polimerasa quimérica como se define en las reivindicaciones 
adjuntas a la misma. Como se usa en el presente documento, la expresión "alta capacidad de procesamiento" se 
refiere a una capacidad de procesamiento mayor de 20 nts (por ejemplo, mayor de 40 nts, 60 nts, 80 nts, 100 nts, 
120 nts, 140 nts, 160 nts, 180 nts, 200 nts, 220 nts, 240 nts, 260 nts,280 nts, 300 nts, 320 nts, 340 nts, 360 nts, 50 
380 nts, 400 nts, o superior) por asociación/disociación con la plantilla. Como se usa en el presente documento, la 
expresión "alta tasa de elongación" se refiere a una tasa de elongación mayor de 25 nt/s (por ejemplo, mayor de 30, 
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 nt/s). Como se usa en 
el presente documento, la expresión "alta resistencia a la sal" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para 
mantener sustancialmente su actividad enzimática a una concentración de sal mayor de 30 mM (por ejemplo, mayor 55 
de 35 mM, 40 mM, 45 mM o 50 mM). Como se usa en el presente documento, la expresión "alta fidelidad" se refiere 
a una tasa de error menor de 4,45 x 10-6 (por ejemplo, menos de 4,0 x 10-6, 3,5 x 10-6, 3,0 x 10-6, 2,5 x 10-6, 2,0 x 10-

6, 1,5 x 10-6, 1,0 x 10-6, 0,5 x 10-6) mutaciones/nt/duplicación. Como se usa en el presente documento, la expresión 
"alta tolerancia a TMAC" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su 
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actividad enzimática a una concentración de TMAC (cloruro de tetrametilamonio) mayor de 10 mM (por ejemplo, 
mayor de 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM). Como se usa en el presente documento, la expresión "alta 
termoestabilidad" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su actividad 
enzimática después de más de 30 minutos de incubación a 98 ºC (por ejemplo, 45 min, 60 min, 90 min, 180 min, 
210 min, 240 min). Las expresiones de "capacidad de procesamiento", "tasa de elongación", "fidelidad", "resistencia 5 
a la sal", "tolerancia a TMAC", y "termoestabilidad" se definen adicionalmente en la sección Definiciones. 
 
En el presente documento se describen ADN polimerasas que incluyen polimerasa KOD, polimerasa TNA1, 
Thermococcus sp. 9 grados N-7, T4, T7 o phi29. Otras ADN polimerasas descritas en el presente documento 
incluyen polimerasas aisladas de Pyrococcus furiosus, P. abyssi, T. gorgonarius, T. litoralis, T. zilligii, T. sp. GT, o P. 10 
sp. GB-D. 
 
Los dominios de ADN polimerasa incluyen dominios de exonucleasa, dominios N-terminal, dominios de pulgar y 
dominios de palma y/o dedos. 
 15 
También se describen en el presente documento secuencias aminoacídicas que se encuentran en una primera ADN 
polimerasa correspondientes a los residuos aminoacídicos 26 a 105 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11), los 
residuos aminoacídicos 156 a 301 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11), y/o los residuos aminoacídicos 612 a 749 
de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11). 
 20 
También se describen en el presente documento secuencias aminoacídicas que se encuentran en una segunda 
ADN polimerasa correspondiente a los residuos aminoacídicos 394 a 563 de polimerasa Pfu (SEQ ID NO: 9). 
 
También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas que incluyen un primer dominio que tiene 
una secuencia consenso seleccionada entre el grupo que consiste en 25 
XXLXXXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXXXXXXXVVKXXXXXVLIX 
XXXXNXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXXXXXXXXXXXIXXMXXRFXXXXXXXXX 
XXXXPXXRXXXXXXXXXXXXXXXXVXXQXXXXXXXEXXTTXXXT (SEQ ID NO: 30), en la que X es cualquier 
aminoácido o un enlace peptídico; 
XXEXXXXYXXXXEXXFXXXXKXXXAXXXXXXXXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXX 30 
XXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXX (SEQ ID NO: 31), en la que X es cualquier aminoácido o un enlace 
peptídico; 
XXXXXXXXXXXXXXXXALXXDXXXXKXXXXXXXXTEXXSKXXVXXXXXVXHX 
XXXXDXKDXXXTXXXXXXXXRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPF 
DXFXXTXXXXXXXXXXXXXXXXXXEXXXRAXX (SEQ ID NO: 32), en la que X es cualquier aminoácido o un enlace 35 
peptídico; 
NGX1FKIEX2DRTFX3PYX4YALLX5DDSX6IEEVKKITX7ERHGX8X9VX10X11X12X13VEK 
VX14KKFLGX15PX16X17VWKLYX18X19HPQDVPX20IRX21KX22REHPA (SEQ ID NO: 33), en la que X1 no es K; X2 no es 
H; X3 no es R; X4 no es I; X5 no es R; X6 no es K; X7 no es G; X8 no es K; X9 no es I; X10 no es R; X11 no es I; X12 no 
es V; X13 no es D; X14 no es E; X15 no es K; X16 no es I; X17 no es T; X18 no es L; X19 no es E; X20 no es T; X21 no es 40 
E; y X22 no es V; 
PIX1MISYADEX2X3AX4VITWKNX5DLPYVX6VVSX7EREMIKRFLRX8X9X10EKDPDX11 
X12X13TYNGDX14FDFX15YLX16KRX17EKLGIX18X19X20X21GRDGSEPKX23GRX23GDX24X25AVEVKGRIHFDLYX26VIX27

RTINLPTYTLEAVYEAX28FGX29PKEKVYAX30EIX31X3 2AWEX33 (SEQ ID NO: 34), en la que X1 no es I; X2 no es N; X3 
no es E; X4 no es K; X5 no es I; X6 no es E; X7 no es S; X8 no es I; X9 no es I; X10 no es R; X11 no es I; X12 no es I; X13 45 
no es V; X14 no es S; X15 no es P; X16 no es A; X17 no es A; X18 no es K; X19 no es L; X20 no es T; X21 no es I; X22 no 
es M; X23 no es I; X24 no es M; X25 no es T; X26 no es H; X27 no es T; X28 no es I; X29 no es K; X30 no es D; X31 no es 
A; X32 no es K; y X33 no es S; 
RDWSEIAKETQARVLEX1X2LKX3GDVEX4AVRIVKEVX5X6KLX7X8YEX9PPEKLX10IX 
11EQITRX12LX13X14YKAX15GPHVAVAKX16LAAX17GVKIX18PGX19VIX20YIVLX21GX22GX23IX24X25RAIX26X27X28EX29DP50 
X30KHKYDAEYYIENQVLPAVX31RILX32X33FG (SEQ ID NO: 35), en la que X1 no es T; X2 no es I; X3 no es H; X4 no 
es E; X5 no es I; X6 no es Q; X7 no es A; X8 no es N; X9 no es I; X10 no es A; X11 no es Y; X12 no es P; X13 no es H; 
X14 no es E; X15 no es I; X16 no es K; X17 no es K; X18 no es K; X19 no es M; X20 no es G; X21 no es R; X22 no es D; 
X23 no es P; X24 no es S; X25 no es N; X26 no es L; X27 no es A; X28 no es E; X29 no es Y; X30 no es K; X31 no es L; X32 
no es E; y X33 no es G; 55 
y combinaciones de las mismas; 
y un segundo dominio que tiene una secuencia consenso seleccionada entre el grupo que consiste en 
XKXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXXXXXXXXXLXXXXNXXIXXXXXXKXXXXI 
XXXXXXXXXHXXXXXXXXXTXXXEXQXXXXKIXXXXXXKXXXLXXXXFXXXXX 
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XXKXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXELVWXXLXXXFXXXXLXLXXXXLYXXXXXG ESXEIXXXXLX (SEQ ID NO: 36), en 
la que X es cualquier aminoácido o un enlace peptídico; 
EX1GLWENIVYLDFRX2LYPSIIITHNVSPDTLNX3EGCKX4YDX5APQVGHX6FCKDX7P 
GFIPSLLGX8LLEERQKIKX9KMKX10TX11DPIEX12X13LLDYRQX14AIKX15LANSX16YG 
YYGYAX17ARWYCKECAESVTAWGRX18YIX19X20X21X22KEX23EEKX24GFKVX25YX26 5 
DTDGX27X28ATIPGX29X30X31EX32X33KKKAX34E (SEQ ID NO: 37), en la que X1 no es R; X2 no es S; X3 no es R; X4 
no es E; X5 no es V; X6 no es R; X7 no es F; X8 no es D; X9 no es K; X10 no es A; X11 no es I; X12 no es R; X13 no es 
K; X14 no es R; X15 no es I; X16 no es Y; X17 no es R; X18 no es E; X19 no es T; X20 no es M; X21 no es T; X22 no es I; 
X23 no es I; X24 no es Y; X25 no es I; X26 no es S; X27 no es F; X28 no es F; X29 no es A; X30 no es D; X31 no es A; X32 
no es T; X33 no es V; X34 no es M, 10 
y combinaciones de las mismas, 
en las que la polimerasa quimérica está caracterizada con una alta fidelidad y alta capacidad de procesamiento, tasa 
de elongación, resistencia a la sal, tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o termoestabilidad. 
 
También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas definidas por la secuencia consenso 15 
XXXXTXXXXXDXXXXXXIXXXXXXEXXXXYXXXXEXXFXXXXKXXXAXXXXXX 
XXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXXXXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXXXI 
XXYXXXXXXXXXXXXXXXXVXXXXDXXXXMXXXXXXXXXXXXXXXAEXXXLX 
XXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXXXXXXXWKXXXXXVLIXXXXX 
NXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXXXXXXXXXIXXMXXRFXXXXXXXXXXXXXPX 20 
XRXXXXXXXXXXXXXXXXVXXQXXXXXXXEXXTTXXXTXXXXXXXXRXXXXX 
XXVXXXXXXXXXXXXAXXXXXVXXPXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXV 
XXXXXSXEXYQXXXXEXXTXXFXXXXXKXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXXXX 
XXXXXLXXXXNXXIXXXXXXKXXXXIXXXXXXXXXHXXXXXXXXXTXXXEXQX 
XXXKIXXXXXXKXXXLXXXXFXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXELVW 25 
XXLXXXFXXXXLXIXXXXLYXXXXXGESXEIXXXXLXXLXXXXAXXXXAXXXXX 
XXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXITXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXALX 
XDXXXXKXXXXXXXXTEXXSKXXVXXXXXVXHXXXXXDXKDXXXTXXXXXXX 
XRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPFDXFXXTXXXXXXXXXXXXX 
XXXXXEXXXRAXXXXXXXXXXXXXXXXXXSAXXKPXGT (SEQ ID NO: 38), en la que X es cualquier aminoácido o 30 
un enlace peptídico, y en la que la polimerasa quimérica tiene una fidelidad mayor que la de KOD y una capacidad 
de procesamiento, una tasa de elongación, una resistencia a la sal, una tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o 
una termoestabilidad mayores que Pfu. 
 
También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas definidas por la secuencia consenso 35 
XIXDTDYXTXDGXPXXRIFXKXXGEFXXXYDXXFEPYFYALLKDDSAIXXXXXXXA 
XRHGTVXTVKRXXXXQXKFLXRXVEVWXLXFTHPQDVPAXXDXIXXHXXVIDIYE 
YDIPFAKRYLIDXGLVPMEGDEXLXMXXXDIETXYHEGXEFAEGXXLMISYADXEG 
ARVITWKXVDLPYVDVVSTEXEMIKRXXXVVKEKDPDVLIXYXGDNFDXAYLKXR 
CEXLGXNFALXRXXXXXEPKIXXMGXRFAVEXKGRXHFDLXPXXRXTXNLPTYXL 40 
XXVYEXVXGQXKXKXXXEEITTXWETXXXXXXXARYSMEDAXVTXELGXEFXPM 
EAXLXXLVGXPXWDVXRSSTGNLVEWXLLXXAYXRNEVAPNKPSXEEYQXRXXE 
XYTGXFVXEPEKGLWXXXXXLDXXALYPSIIXXHNVSPDTLXLEXCXNYDIAPXVG 
XKFCKDIPGFIPSXLXHLXXXRQXXKTXMXEXQDPXEKIXLDYRQKAXKLLXNSFY 
GYXGYXKARWYXXECAESVTXWGRKYIELVWXELEXXFGFKXLYIDTDGLYATIP 45 
GGESXEIKXXXLXFLXYINAXLPGALELEYEXFYXRGFFVXKKKYAXIDEEXXITTR 
GLEXVRRDWSXXAKETXAXVLEALLXDXXVXKAVXXVXXXTEXXSKYXVPXEKL 
VIHEQITRDXKDYXATGPHVAXAKRLXXRGXXXRPGTXISYXXLKGSGRXGDRXIPF 
DEFXXTKHXYDXXYYIENQVLPAVERXLRAFGYXXXXLXXQXXXQXGLSAWXKP XGT (SEQ ID NO: 39), en la que X 
es cualquier aminoácido o un enlace peptídico. 50 
 
También se describen en el presente documento polimerasas quiméricas que contienen un primer dominio que tiene 
una secuencia al menos un 80 % (por ejemplo, al menos un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 
97 %, 98 %, 99 %) idéntica a una secuencia aminoacídica que se encuentra en un dominio exonucleasa, un dominio 
N-terminal, y/o un dominio de pulgar de una primera ADN polimerasa; y un segundo dominio que tiene una 55 
secuencia al menos un 80 % (por ejemplo, al menos un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 %, 99 %) idéntica a una secuencia aminoacídica que se encuentra en un dominio de palma y/o dedos de una 
segunda ADN polimerasa. En algunas realizaciones, la polimerasa quimérica está caracterizada con una mayor 
fidelidad que la polimerasa KOD y mayor capacidad de procesamiento, tasa de elongación, resistencia a la sal, 
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termoestabilidad o tolerancia a TMAC que la polimerasa Pfu. 
 
También se describen en el presente documento métodos de diseño de polimerasas quiméricas. Dichos métodos 
pueden incluir las etapas de: (a) proporcionar un dominio N-terminal, un dominio exonucleasa, y/o un dominio de 
pulgar basado en una primera ADN polimerasa; (b) proporcionar un dominio de palma y/o dedos basado en una 5 
segunda ADN polimerasa; (c) combinar los dominios de la etapa (a) y la etapa (b) para formar una polimerasa 
quimérica; donde la polimerasa quimérica tiene una fidelidad mayor que la de la primera ADN polimerasa y una 
capacidad de procesamiento, una tasa de elongación, una resistencia a la sal, una tolerancia a TMAC u otro 
potenciador PCR o una termoestabilidad mayor que la de la segunda ADN polimerasa. En algunas realizaciones, la 
polimerasa quimérica está caracterizada con una mayor fidelidad que la polimerasa KOD y mayor capacidad de 10 
procesamiento, tasa de elongación, resistencia a la sal, termoestabilidad o tolerancia a TMAC que la polimerasa Pfu. 
 
En el presente documento se describen ADN polimerasas que incluyen polimerasa KOD, polimerasa TNA1, 
Thermococcus sp. 9 grados N-7, T4, T7 y phi29. Otras ADN polimerasas desveladas en el presente documento 
incluyen polimerasas aisladas de Pyrococcus furiosus, P. abyssi, T. gorgonarius, T. litoralis, T. zilligii, T. sp. GT o P. 15 
sp. GB-D. 
 
La ADN polimerasa quimérica de la invención contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el 
dominio de pulgar de polimerasa KOD y el dominio de la palma y los dedos de polimerasa Pfu. 
 20 
También se describen en el presente documento métodos para mejorar la fidelidad de una ADN polimerasa. Dichos 
métodos pueden incluir una etapa de reemplazar una secuencia en el dominio de palma y/o dedos de la ADN 
polimerasa de interés con una secuencia correspondiente de una ADN polimerasa diferente que está caracterizada 
con mayor fidelidad con respecto a la ADN polimerasa de interés. 
 25 
También se describen en el presente documento métodos para mejorar la capacidad de procesamiento, tasa de 
elongación, resistencia a la sal, tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o termoestabilidad de una ADN 
polimerasa. Dichos métodos pueden incluir una etapa para reemplazar una secuencia en el dominio N-terminal, el 
dominio exonucleasa y/o el dominio de pulgar de la ADN polimerasa de interés con una secuencia correspondiente 
de una ADN polimerasa diferente que está caracterizada con mayor capacidad de procesamiento, tasa de 30 
elongación, resistencia a la sal, tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR o termoestabilidad con respecto a la ADN 
polimerasa de interés. 
 
Por lo tanto, se describen en el presente documento diversas polimerasas quiméricas que incluyen polimerasas 
quiméricas diseñadas y/o mejoradas usando métodos como se describe en el presente documento. Las polimerasas 35 
quiméricas como se describe en el presente documento pueden contener una secuencia aminoacídica al menos un 
80 % idéntica a la SEQ ID NO: 16 (la secuencia aminoacídica Kofu como se muestra en la sección Secuencias). 
Otras polimerasas quiméricas descritas en el presente documento contienen la secuencia aminoacídica de SEQ ID 
NO: 16. Aún otras polimerasas quiméricas descritas en el presente documento contienen una secuencia 
aminoacídica al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 15 (la secuencia aminoacídica Pod como se muestra en la 40 
sección Secuencias). Aún otras polimerasas quiméricas descritas en el presente documento contienen la secuencia 
aminoacídica de SEQ ID NO: 15. 
 
La presente invención también proporciona kits y composiciones que contienen diversas polimerasas quiméricas 
descritas en el presente documento y usos de las mismas (por ejemplo, métodos de amplificación de fragmentos de 45 
ADN usando ADN polimerasas quiméricas de la invención). Además, la presente invención proporciona secuencias 
nucleotídicas que codifican diversas polimerasas quiméricas descritas en el presente documento y vectores y/o 
células que contienen las secuencias nucleotídicas de acuerdo con la invención. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 50 
 
Los dibujos únicamente son con fines de ilustración y no de limitación. 
 

La figura 1 representa un alineamiento de dominios en ADN polimerasas de tipo B de origen natural 
ejemplares y ADN polimerasas quiméricas ejemplares, Kofu y Pod. Los dominios de polimerasas KOD y Pfu 55 
que se intercambiaron en las quimeras Kofu y Pod se han indicado anteriormente el alineamiento. 
La figura 2 representa que una polimerasa quimérica Pod ejemplar contiene el dominio N-terminal, el 
dominio 3'-5' exonucleasa y el dominio de pulgar de Pfu y el dominio de la palma y los dedos de KOD y la 
polimerasa quimérica Kofu recíproca contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el 
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dominio de pulgar de KOD y el dominio de la palma y los dedos de Pfu. 
La figura 3 representa resultados ejemplares que muestran la termoestabilidad de KOD, Pfu, Kofu y Pod. 
La figura 4 representa resultados ejemplares que muestran la resistencia a la sal de KOD, Pfu, Kofu y Pod. 
La figura 5 representa resultados ejemplares que muestran la tolerancia a TMAC de KOD, Pfu, Kofu y Pod. 

 5 
DEFINICIONES 
 
Aminoácido: Como se usa en el presente documento, el término "aminoácido", en su sentido más amplio, se refiere 
a cualquier compuesto y/o sustancia que pueda estar incorporado en una cadena polipeptídica. En algunas 
realizaciones, un aminoácido tiene la estructura general H2N-C(H)(R)-COOH. En algunas realizaciones, un 10 
aminoácido es un ácido de origen natural. En algunas realizaciones, un aminoácido es un aminoácido sintético; en 
algunas realizaciones, un aminoácido es un D-aminoácido; en algunas realizaciones, un aminoácido es un L-
aminoácido. "Aminoácido típico" se refiere a cualquiera de los veinte L-aminoácidos típicos que se encuentran 
comúnmente en péptidos de origen natural. "Aminoácido no típico" se refiere a cualquier aminoácido, distinto de los 
aminoácidos típicos, independientemente de si se prepara sintéticamente o se obtiene de una fuente natural. Como 15 
se usa en el presente documento, "aminoácido sintético" comprende aminoácidos modificados químicamente, 
incluyendo, pero sin limitación, sales, derivados de aminoácidos (tales como amidas) y/o sustituciones. Los 
aminoácidos, incluyendo los aminoácidos carboxi- y/o amino-terminales en los péptidos, pueden modificarse por 
metilación, amidación, acetilación y/o sustitución por otros grupos químicos. Los aminoácidos pueden participar en 
un enlace disulfuro. El término "aminoácido" se usa indistintamente con "residuo aminoacídico" y puede referirse a 20 
un aminoácido libre y/o a un residuo aminoacídico de un péptido. Será evidente por el contexto en el que se utilice el 
término, si se refiere a un aminoácido libre o a un residuo de un péptido. Ha de apreciarse que todas las secuencias 
de residuos aminoacídicos se representan en el presente documento por fórmulas cuya orientación izquierda y 
derecha está en la dirección convencional del extremo amino al extremo carboxi. 
 25 
Par de bases (pb): Como se usa en el presente documento, par de bases se refiere a una pareja de adenina (A) con 
timina (T), o de citosina (C) con guanina (G) en una molécula de ADN bicatenario. 
 
Polimerasa quimérica: Como se usa en el presente documento, la expresión "polimerasa quimérica" (también 
denominada como "quimera") se refiere a cualquier polimerasa que contiene dos o más dominios heterólogos, 30 
secuencias aminoacídicas, péptidos y/o proteínas unidos covalentemente o no covalentemente para producir una 
polimerasa que no se encuentra en la naturaleza. Típicamente, una polimerasa quimérica contiene un primer 
dominio unido a un segundo dominio, en la que el primer y segundo dominios no se encuentran en la misma relación 
en la naturaleza. Típicamente, el primer dominio se obtiene a partir de una primera ADN polimerasa y un segundo 
dominio se obtiene a partir de una segunda ADN polimerasa. Típicamente, la primera y segunda ADN polimerasas 35 
están caracterizadas con al menos una característica funcional distinta (por ejemplo, capacidad de procesamiento, 
tasa de elongación, fidelidad, tolerancia a la sal, tolerancia a aditivos PCR o termoestabilidad). Como se usa en el 
presente documento, una secuencia obtenida a partir de una ADN polimerasa de interés se refiere a cualquier 
secuencia que se encuentra en la ADN polimerasa de interés, o cualquier secuencia que es al menos un 70 % (por 
ejemplo, al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) idéntica a 40 
una secuencia aminoacídica que se encuentra en la ADN polimerasa de interés. Una "polimerasa quimérica" de 
acuerdo con la invención puede contener dos o más secuencias aminoacídicas de polimerasas relacionadas o 
similares (por ejemplo, proteínas que comparten secuencias y/o estructuras similares), unidas para formar una 
nueva proteína funcional. Una "polimerasa quimérica" de acuerdo con la invención puede contener dos o más 
secuencias aminoacídicas de polimerasas no relacionadas, unidas para formar una nueva proteína funcional. Por 45 
ejemplo, una polimerasa quimérica de la invención puede ser una fusión "interespecie" o "intergénica" de estructuras 
proteicas expresadas por diferentes tipos de organismos. 
 
Complementariedad: Como se usa en el presente documento, el término "complementariedad" se refiere al amplio 
concepto de complementariedad de secuencia entre regiones de dos cadenas polinucleotídicas o entre dos 50 
nucleótidos a través de apareamiento de bases. Se sabe que un nucleótido de adenina es capaz de formar enlaces 
hidrógeno específicos ("apareamiento de bases") con un nucleótido que es timina o uracilo. De forma análoga, se 
sabe que un nucleótido de citosina es capaz de realizar un apareamiento de bases con un nucleótido de guanina. 
 
Afinidad de unión a ADN: Como se usa en el presente documento, la expresión "afinidad de unión a ADN" se refiere 55 
típicamente a la actividad de una ADN polimerasa en la unión de ácido nucleico del ADN. En algunas realizaciones, 
la actividad de unión a ADN puede medirse en un ensayo de desplazamiento de dos bandas. Por ejemplo, en 
algunas realizaciones (en base al ensayo de Guagliardi y col. (1997) J. Mol. Biol. 267: 841-848), el ácido nucleico 
bicatenario (el fragmento HindIII-EcoRV de 452 pb del gen S.solfataricus lacS) se marca con 32P con respecto a una 
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actividad específica de al menos aproximadamente 2,5 x 107 cpm/g (o al menos aproximadamente 4000 cpm/fmol) 
usando métodos convencionales. Véase, por ejemplo, Sambrook y col. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual (3ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY) en 9.63-9.75 (que describe marcaje terminal de ácidos 
nucleicos). Se prepara una mezcla de reacción que contiene al menos aproximadamente 0,5 g del polipéptido en 
aproximadamente 10 l de tampón de unión (tampón fosfato sódico 50 mM (pH 8,0), glicerol al 10 %, KCl 25 mM, 5 
MgCl2 25 mM). La mezcla de reacción se calienta a 37 ºC durante 10 min. A la mezcla de reacción se le añaden 
aproximadamente 1 x 104 a 5 x 104 cpm (o aproximadamente 0,5-2 ng) del ácido nucleico bicatenario marcado y se 
incuba durante 10 min más. La mezcla de reacción se carga sobre un gel de poliacrilamida nativo en 0,5 x tampón 
Tris-borato. La mezcla de reacción se somete a electroforesis a temperatura ambiente. El gel se seca y se somete a 
autoradiografía usando métodos convencionales. Cualquier descenso detectable de la movilidad del ácido nucleico 10 
bicatenario marcado indica la formación de un complejo de unión entre el polipéptido y el ácido nucleico bicatenario. 
Dicha actividad de unión a ácido nucleico puede cuantificarse usando métodos densitométricos convencionales para 
medir la cantidad de radioactividad en el complejo de unión con respecto a la cantidad total de radioactividad en la 
mezcla de reacción inicial. Se conocen en la técnica otros métodos de medición de la afinidad de unión a ADN 
(véase, por ejemplo, Kong y col. (1993) J. Biol. Chem. 268(3): 1965-1975). 15 
 
Dominio: Como se usa en el presente documento, el término "Dominio", como se usa en el presente documento, se 
refiere a una secuencia aminoacídica de un polipéptido (por ejemplo, polimerasa) que comprende una o más 
funciones o propiedades definidas. 
 20 
Tasa de elongación: Como se usa en el presente documento, la expresión "tasa de elongación" se refiere a la 
velocidad media a la que una ADN polimerasa se extiende a una cadena polimérica. Como se usa en el presente 
documento, una alta tasa de elongación se refiere a una tasa de elongación mayor de 25 nt/s (por ejemplo, mayor de 
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 nt/s). 
 25 
Actividad enzimática: Como se usa en el presente documento, la expresión "actividad enzimática" se refiere a la 
especificidad y eficiencia de una ADN polimerasa. La actividad enzimática de una ADN polimerasa también se 
denomina como "actividad polimerasa", que típicamente se refiere a la actividad de una ADN polimerasa en la 
catalización de la síntesis dirigida a plantilla de un polinucleótido. La actividad enzimática de una polimerasa puede 
medirse usando diversas técnicas y métodos que se conocen en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse 30 
diluciones seriadas de polimerasa en tampón de dilución (por ejemplo, Tris.Cl 20 mM, pH 8,0, KCl 50 mM, NP 40 al 
0,5 %, y Tween-20 0,5 %). Para cada dilución, pueden eliminarse 5 l y añadirse a 45 l de una mezcla de reacción 
que contiene TAPS 25 mM (pH 9,25), KCl 50 mM, MgCl2 2 mM, dATP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM, dTTP 0,2 mM, dCTP 
0,1 mM, 12,5 g de ADN activado, [-32P]dCTP 100 M (0,05 Ci/nmol) y agua desionizada estéril. Las mezclas de 
reacción pueden incubarse a 37 ºC (o 74 ºC para ADN polimerasas termoestables) durante 10 minutos y después se 35 
detienen enfriando inmediatamente la reacción a 4 ºC y añadiendo 10 l de EDTA 60 mM enfriado con hielo. De 
cada mezcla de reacción puede eliminarse una alícuota de 25 l. Puede eliminarse dCTP marcado radioactivamente 
unincorporado de cada alícuota por filtración en gel (Centri-Sep, Princeton Separations, Adelphia, N.J.). El eluato de 
columna puede mezclarse con fluido de centelleo (1 ml). La radioactividad en el eluato de columna se cuantifica con 
un contador de centelleo para determinar la cantidad de producto sintetizado por la polimerasa. Una unidad de 40 
actividad polimerasa puede definirse como la cantidad de polimerasa necesaria para sintetizar 10 nmol de producto 
en 30 minutos (Lawyer y col. (1989) J. Biol. Chem. 264: 6427-647). Se conocen en la técnica otros métodos de 
medición de la actividad polimerasa (véase, por ejemplo, Sambrook y col. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual (3ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY)). 
 45 
Fidelidad: Como se usa en el presente documento, el término "fidelidad" se refiere a la precisión de polimerización 
de ADN por ADN polimerasa dependiendo de plantilla. La fidelidad de una ADN polimerasa se mide típicamente por 
la tasa de error (la frecuencia de incorporación de un nucleótido inexacto, es decir, un nucleótido que no es 
complementario con el nucleótido de la plantilla). La precisión de la fidelidad de la polimerización de ADN se 
mantiene tanto por la actividad polimerasa como a la actividad 3'-5' exonucleasa de una ADN polimerasa. La 50 
expresión "alta fidelidad" se refiere a una tasa de error menor de 4,45 x 10-6 (por ejemplo, menos de 4,0 x 10-6, 3,5 x 
10-6, 3,0 x 10-6, 2,5 x 10-6, 2,0 x 10-6, 1,5 x 10-6, 1,0 x 10-6, 0,5 x 10-6) mutaciones/nt/duplicación. La fidelidad de tasa 
de error de una ADN polimerasa puede medirse usando ensayos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las tasas de 
error de las ADN polimerasas pueden ensayarse usando el ensayo de fidelidad por PCR de lacI PCR descrito en 
Cline, J. y col. (1996) NAR 24: 3546-3551. En resumen, un fragmento de 1,9 kb que codifica el gen diana lacIOlacZα 55 
se amplifica a partir de ADN plasmídico pPRIAZ usando 2,5 U de ADN polimerasa (es decir, cantidad de enzima 
necesaria para incorporar 25 nmoles de dNTP totales en 30 min a 72 ºC) en el tampón PCR apropiado. Los 
productos PCR que contienen lacI se clonan entonces en brazos GT10 lambda, y el porcentaje de mutantes lacI 
(FM, frecuencia de mutación) se determina en un ensayo de cribado de color, como se describe (Lundberg, K. S., 
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Shoemaker, D. D., Adams, M. W. W., Short, J. M., Sorge, J. A., y Mathur, E. J. (1991) Gene 180: 1-8). Las tasas de 
error se expresan como frecuencia de mutación por pb por duplicación (FM/pb/d), donde pb es el número de sitios 
detectables en la secuencia génica lacI (349) y d es el número de duplicaciones diana efectivas. De forma análoga a 
lo anterior, cualquier plásmido que contenga el gen diana lacIOlacZ puede usarse como plantilla para el análisis por 
PCR. El producto PCR puede clonarse en un vector diferente de GT lambda (por ejemplo, el plásmido) que permite 5 
un cribado de color azul/blanco. 
 
Unido: Como se usa en el presente documento, "unido" se refiere a cualquier método conocido en la técnica para 
conectar funcionalmente dominios polipeptídicos, incluyendo, sin limitación, fusión recombinante con o sin dominios 
intermedios, fusión intermediada, asociación no covalente, y enlace covalente, incluyendo enlace disulfuro, enlace 10 
hidrógeno, enlace electrostático, y enlace conformacional. 
 
Nucleótido: Como se usa en el presente documento, una unidad monomérica de ADN o ARN consiste en un resto 
azúcar (pentosa), un fosfato y una base heterocíclica nitrogenada. La base se une al resto azúcar a través del 
carbón glucosídico (1' carbono de la pentosa) y esa combinación de base y azúcar es un nucleósido. Cuando el 15 
nucleósido contiene un grupo fosfato unido en la posición 3' o 5' de la pentosa se denomina un nucleótido. Una 
secuencia de nucleótidos unidos operativamente se denomina típicamente en el presente documento como una 
"secuencia de bases" o "secuencia nucleotídica", y se representa en el presente documento por una fórmula cuya 
orientación de izquierda a derecha está en la dirección convencional del extremo 5' al extremo 3'. 
 20 
Oligonucleótido o polinucleótido: Como se usa en el presente documento, el término "oligonucleótido" se define 
como una molécula que incluye dos o más desoxirribonucleótidos y/o ribonucleótidos, preferiblemente más de tres. 
Su tamaño exacto dependerá de muchos factores que, a su vez, dependen de la última función o uso del 
oligonucleótido. El oligonucleótido puede obtenerse sintéticamente o por clonación. Como se usa en el presente 
documento, el término "polinucleótido" se refiere a una molécula polimérica compuesta por monómeros nucleotídicos 25 
unidos covalentemente en una cadena. ADN (ácido desoxirribonucleico) y ARN (ácido ribonucleico) son ejemplos de 
polinucleótidos. 
 
Polimerasa: Como se usa en el presente documento, una "polimerasa" se refiere a una enzima que cataliza la 
polimerización del nucleótido (es decir, la actividad polimerasa). Generalmente, la enzima iniciará la síntesis en el 30 
extremo 3' del cebador anelado a una secuencia plantilla polinucleotídica, y avanzará hacia el extremo 5' de la 
cadena plantilla. Una "ADN polimerasa" cataliza la polimerización de desoxinucleótidos. 
 
Capacidad de procesamiento: Como se usa en el presente documento, "capacidad de procesamiento" se refiere a la 
capacidad de una polimerasa para permanecer unida a la plantilla y realizar múltiples reacciones de modificación. 35 
Las "reacciones de modificación" incluyen, pero sin limitación, polimerización y escisión exonucleolítica. En algunas 
realizaciones, "capacidad de procesamiento" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para realizar una 
secuencia de etapas de polimerización sin intervenir la disociación de la enzima de las cadenas crecientes de ADN. 
Típicamente, la "capacidad de procesamiento" de una ADN polimerasa se mide por la longitud de los nucleótidos 
(por ejemplo, 20 nts, 300 nts, 0,5-1 kb, o más) que se polimerizan o se modifican sin intervenir la disociación de la 40 
ADN polimerasa de la cadena creciente de ADN. La "capacidad de procesamiento" puede depender de la naturaleza 
de la polimerasa, la secuencia de una plantilla de ADN, y las condiciones de reacción, por ejemplo, la concentración 
de sal, la temperatura o la presencia de proteínas específicas. Como se usa en el presente documento, la expresión 
"alta capacidad de procesamiento" se refiere a una capacidad de procesamiento mayor de 20 nts (por ejemplo, 
mayor de 40 nts, 60 nts, 80 nts, 100 nts, 120 nts, 140 nts, 160 nts, 180 nts, 200 nts, 220 nts, 240 nts, 260 nts, 45 
280 nts, 300 nts, 320 nts, 340 nts, 360 nts, 380 nts, 400 nts, o superior) por asociación/disociación con la plantilla. La 
capacidad de procesamiento puede medirse de acuerdo con los métodos definidos en el presente documento y en el 
documento WO 01/92501 A1. 
 
Cebador: Como se usa en el presente documento, el término "cebador" se refiere a un oligonucleótido, ya sea de 50 
origen natural o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como un punto de inicio de la síntesis de ácidos 
nucleicos al ponerse en condiciones en las que se induce la síntesis de un producto de extensión de cebador que es 
complementario a una cadena de ácido nucleico, por ejemplo, en presencia de cuatro trifosfatos nucleotídicos 
diferentes y una enzima termoestable en un tampón apropiado ("tampón" incluye un pH, resistencia iónica, 
cofactores, etc., apropiados) y a una temperatura adecuada. El cebador es preferiblemente monocatenario para una 55 
eficiencia máxima en la amplificación, pero, como alternativa, puede ser monocatenario. Si es monocatenario, el 
cebador se trata en primer lugar para separar sus cadenas antes de usarse para preparar productos de extensión. 
Preferiblemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleótido. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar 
la síntesis de productos de extensión en presencia de la enzima termoestable. Las longitudes exactas de los 
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cebadores dependerán de muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente del cebador y el uso del método. 
Por ejemplo, dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el cebador oligonucleotídico contiene 
típicamente 15-25 nucleótidos, aunque puede contener más o menos nucleótidos. Las moléculas de cebador corto 
requerirán generalmente temperaturas inferiores para formar complejos híbridos suficientemente estables con la 
plantilla. 5 
 
Resistencia a sal: Como se usa en el presente documento, la expresión "resistencia a la sal" (también denominada 
como tolerancia a la sal) se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su 
actividad enzimática en presencia de sal o aditivos PCR (por ejemplo, TMAC). En algunas realizaciones, la 
resistencia a la sal o aditivos PCR se mide por la concentración de sal máxima a la que una ADN polimerasa está 10 
aún activa. La concentración de sal máxima difiere para cada polimerasa y se conoce en la técnica, o puede 
determinarse experimentalmente de acuerdo con los métodos en la técnica. Por ejemplo, Pfu se inhibe a sal 30 mM 
(en una reacción PCR). 
 
Síntesis: Como se usa en el presente documento, el término "síntesis" se refiere a cualquier método in vitro para 15 
preparar una nueva cadena de polinucleótido o alargar un polinucleótido existente (es decir, ADN o ARN) de una 
manera dependiente de la plantilla. La síntesis, de acuerdo con la invención, incluye amplificación, que aumenta el 
número de copias de una secuencia plantilla polinucleotídica con el uso de una polimerasa. La síntesis 
polinucleotídica (por ejemplo, la amplificación) da como resultado la incorporación de nucleótidos en un 
polinucleótido (es decir, un cebador), formando de este modo una nueva molécula polinucleotídica complementaria a 20 
la plantilla polinucleotídica. La molécula polinucleotídica formada y su plantilla pueden usarse como plantillas para 
sintetizar moléculas polinucleotídicas adicionales. La "síntesis de ADN", como se usa en el presente documento, 
incluye, pero sin limitación, PCR, el marcaje del polinucleótido (es decir, para sondas y cebadores 
oligonucleotídicos), secuenciación de polinucleótidos. 
 25 
Molécula de ADN plantilla: Como se usa en el presente documento, la expresión "molécula de ADN plantilla" se 
refiere a una cadena de un ácido nucleico a partir de la cual se sintetiza una cadena de ácido nucleico 
complementaria por medio de una ADN polimerasa, por ejemplo, en una reacción de extensión de cebador. 
 
Manera dependiente de la plantilla: Como se usa en el presente documento, la expresión "manera dependiente de la 30 
plantilla" se refiere a un proceso que implica la extensión dependiente de la plantilla de una molécula de cebador 
(por ejemplo, síntesis de ADN por ADN polimerasa). La expresión "manera dependiente de la plantilla" se refiere 
típicamente a la síntesis polinucleotídica de ARN o ADN en la que la secuencia de la cadena recién sintetizada de 
polinucleótido se rige por las reglas ya conocidas del apareamiento de bases complementarias (véase, por ejemplo, 
Watson, J. D. y col., En: Molecular Biology of the Gene, 4ª Ed., W. A. Benjamin, Inc., Menlo Park, Calif. (1987)). 35 
 
Enzima termoestable: Como se usa en el presente documento, la expresión "enzima termoestable" se refiere a una 
enzima que es termoestable (también denominada como termorresistente) y cataliza (facilita) la polimerización de 
nucleótidos para formar productos de extensión de cebador que son complementarios a una secuencia plantilla 
polinucleotídica. Típicamente, se prefieren polimerasas estables termoestables en un proceso de termociclado en el 40 
que los ácidos nucleicos bicatenarios se desnaturalizan por exposición a una alta temperatura (por ejemplo, 
aproximadamente 95 ºC) durante el ciclo PCR. Una enzima termoestable descrita en el presente documento eficaz 
para una reacción de amplificación por PCR satisface al menos un criterio, es decir, la enzima no se desnaturaliza 
de forma irreversible (inactivada) cuando se somete a las temperaturas elevadas durante el tiempo necesario para 
realizar la desnaturalización de ácidos nucleicos bicatenarios. La desnaturalización irreversible para los fines en el 45 
presente documento se refiere a la pérdida permanente y completa de actividad enzimática. Las condiciones de 
calentamiento necesarias para la desnaturalización dependerán, por ejemplo, de la concentración de sal del tampón 
y la longitud y la composición nucleotídica de los ácidos nucleicos que se desnaturalizan, pero típicamente variarán 
de aproximadamente 90 ºC a aproximadamente 98 ºC durante un tiempo que depende principalmente de la 
temperatura y la longitud del ácido nucleico, típicamente de aproximadamente 0,2 a cuatro minutos. Pueden 50 
tolerarse temperaturas mayores según la concentración de sal del tampón y/o la composición GC del ácido nucleico 
aumenta. En algunas realizaciones, las enzimas termoestables no se desnaturalizarán de forma irreversible a 
aproximadamente 90 ºC-100 ºC. Típicamente, una enzima termoestable adecuada para la invención tiene una 
temperatura óptima a la que funciona que es superior de aproximadamente 40 ºC, que es la temperatura por debajo 
de la cual la se promueve la hibridación del cebador con respecto a la plantilla, aunque, dependiendo de (1) la 55 
concentración de magnesio y la sal y (2) la composición y longitud del cebador, la hibridación puede producirse a 
mayor temperatura (por ejemplo, 45 ºC - 70 ºC). Cuanto mayor es la temperatura óptima para la enzima, mayor es la 
especificidad y/o selectividad del proceso de extensión dirigido al cebador. Sin embargo, las enzimas que están 
activas por debajo de 40 ºC (por ejemplo, a 37 ºC) también están dentro del alcance de esta invención, siempre que 
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sean termoestables. En algunas realizaciones, la temperatura óptima varía de aproximadamente 50 ºC a 90 ºC (por 
ejemplo, 60 ºC-80 ºC). 
 
Tolerancia a TMAC u otro potenciador PCR: Como se usa en el presente documento, la expresión "tolerancia a 
TMAC u otro potenciador PCR" (también denominado como resistencia a TMAC u otro potenciador PCR) se refiere a 5 
la capacidad de una ADN polimerasa para mantener sustancialmente su actividad enzimática en presencia de TMAC 
u otros potenciadores PCR (por ejemplo, glicerol, DMSO, betaína, amidas, otras sales tetrametilamonio). 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADAS DE LA INVENCIÓN 
 10 
La presente invención proporciona, entre otras cosas, ADN polimerasas quiméricas. 
 
ADN polimerasas 
 
Las ADN polimerasas quiméricas pueden diseñarse a partir de cualquier ADN polimerasa, en particular, polimerasas 15 
termoestables. Típicamente, las ADN polimerasas se agrupan en seis familias: A, B, C, D, X y Y. Las familias A, B, C 
se agrupan basándose en sus homologías de secuencia aminoacídica con respecto a polimerasas E. coli I, II y III, 
respectivamente. La familia X no tiene polimerasas E. coli homólogas. Las polimerasas de la familia B incluyen, pero 
sin limitación, E. colipol II, polimerasas de arqueas, ADN polimerasas de bacteriófagos PRD1, phi29, M2, T4, 
polimerasas , ,  eucariotas, y muchas polimerasas víricas. Otras ADN polimerasas incluyen polimerasas de 20 
arqueas (por ejemplo, polimerasas de euriarqueotas). 
 
Las polimerasas de arqueas incluyen, pero sin limitación, ADN polimerasas de arqueas (por ejemplo, Thermococcus 
litoralis (Vent™, GenBank: AAA72101), Pyrococcus furiosus (Pfu, GenBank: D12983, BAA02362), Pyrococcus 
woesii, Pyrococcus GB-D (Deep Vent™, GenBank: AAA67131), Thermococcus kodakaraensis KODI (KOD, 25 
GenBank: BD175553, BAA06142; Thermococcus sp. cepa KOD (Pfx, GenBank: AAE68738)), Thermococcus 
gorgonarius (Tgo, Pdb: 4699806), Sulfolobus solataricus (GenBank: NC002754, P26811), Aeropyrum pernix 
(GenBank: BAA81109), Archaeglobus fulgidus (GenBank: 029753), Pyrobaculum aerophilum (GenBank: AAL63952), 
Pyrodictium occultum (GenBank: BAA07579, BAA07580), Thermococcus 9 grado Nm (GenBank: AAA88769, 
Q56366), Thermococcus fumicolans (GenBank: CAA93738, P74918), Thermococcus hydrothermalis (GenBank: 30 
CAC18555), Thermococcus sp. GE8 (GenBank: CAC12850), Thermococcus sp. JDF-3 (GenBank: AX135456; 
WO0132887), Thermococcus sp. TY (GenBank: CAA73475), Pyrococcus abyssi (GenBank: P77916), Pyrococcus 
glycovorans (GenBank: CAC12849), Pyrococcus horikoshii (GenBank: NP 143776), Pyrococcus sp. GE23 
(GenBank: CAA90887), Pyrococcus sp. ST700 (GenBank: CAC 12847), Thermococcus pacificus (GenBank: 
AX411312.1), Thermococcus zilligii (GenBank: DQ3366890), Thermococcus aggregans, Thermococcus barossii, 35 
Thermococcus celer (GenBank: DD259850.1), Thermococcus profundus (GenBank: E14137), Thermococcus siculi 
(GenBank: DD259857.1), Thermococcus thioreducens, Thermococcus onnurineus NA1, Sulfolobus acidocaldarium, 
Sulfolobus tokodaii, Pyrobaculum calidifontis, Pyrobaculum islandicum (GenBank: AAF27815), Methanococcus 
jannaschii (GenBank: Q58295), Desulforococcus species TOK, Desulfurococcus, Pyrolobus, Pyrodictium, 
Staphylothermus, Vulcanisaetta, Methanococcus (GenBank: P52025) y otras polimerasas de arqueas B, tales como 40 
GenBank AAC62712, P956901, BAAA07579)). Las polimerasas de la familia A y B de temperatura estable 
representativas adicionales incluyen, por ejemplo, polimerasas extraídas de las bacterias termófilas de la especie 
Thermus (por ejemplo, flavus, ruber, thermophilus, lacteus, rubens, aquaticus), Bacillus stearothermophilus, 
Thermotoga maritima, Methanothermus fervidus. 
 45 
También se describen en el presente documento ADN polimerasas que aún no se han aislado. Dichas polimerasas 
incluyen polimerasas de fusión. Las polimerasas de fusión contienen generalmente un dominio de proteína adicional 
en el extremo N o C que cambia el fenotipo de la polimerasa de fusión en comparación con la polimerasa sin el 
dominio adicional. Las polimerasas ejemplares incluyen, pero sin limitación, polimerasas con dominios de unión a 
ADN bicatenarios condensados en el extremo C o N. Los ejemplos adicionales de polimerasas de fusión incluyen 50 
aquellas con dUTPasa condensada al extremo N o C (solicitud de patente de Estados Unidos 20070190538). 
 
Las NA polimerasas pueden contener secuencias obtenidas a partir de dos o más ADN polimerasas que tienen al 
menos una característica funcional distinta. Las características funcionales ejemplares incluyen, pero sin limitación, 
capacidad de procesamiento, tasa de elongación, fidelidad, resistencia a la sal o aditivo PCR (por ejemplo, 55 
potenciadores PCR), termoestabilidad, actividad de desplazamiento de la cadena, actividad exonucleasa, función de 
lectura anticipada de uracilo, selectividad nucleotídica, capacidad de incorporar análogos modificados, y actividad de 
la transcriptasa inversa. Por ejemplo, algunas ADN polimerasas están caracterizadas con alta fidelidad. Como se 
usa en el presente documento, la expresión "alta fidelidad" se refiere a una tasa de error menor de 4,45 x 10-6(por 
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ejemplo, menor de 4,0 x 10-6, 3,5 x 10-6, 3,0 x 10-6, 2,5 x 10-6, 2,0 x 10-6, 1,5 x 10-6, 1,0 x 10-6, 0,5 x 10-6) 
mutaciones/nt/duplicación. Algunas ADN polimerasas están caracterizadas con una alta capacidad de 
procesamiento. Como se usa en el presente documento, la expresión "alta capacidad de procesamiento" se refiere a 
una capacidad de procesamiento mayor de 20 nts (por ejemplo, mayor de 40 nts, 60 nts, 80 nts, 100 nts, 120 nts, 
140 nts, 160 nts, 180 nts, 200 nts, 220 nts, 240 nts, 260 nts,280 nts, 300 nts, 320 nts, 340 nts, 360 nts, 380 nts, 5 
400 nts, o superior) por asociación/disociación con la plantilla. Algunas ADN polimerasas están caracterizadas con 
una alta tasa de elongación. Como se usa en el presente documento, la expresión "alta tasa de elongación" se 
refiere a una tasa de elongación mayor de 25 nt/s (por ejemplo, mayor de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 
85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140 nt/s). Algunas enzimas están caracterizadas con una alta 
resistencia a la sal (también denominada tolerancia a la sal). Como se usa en el presente documento, la expresión 10 
"alta resistencia a la sal" (también denominada como alta tolerancia a la sal) se refiere a la capacidad de una ADN 
polimerasa para mantener sustancialmente su actividad en una concentración de sal mayor de 30 mM (por ejemplo, 
mayor de 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM). Además, algunas enzimas están caracterizadas con resistencia a aditivos 
PCR. Ciertos aditivos PCR son potenciadores PCR. Por ejemplo, Kovarova y col. mostraron que las sales TMA, 
DMSO, betaína y formamida actúan como potenciadores PCR (Kovarova y Draber. (2000) Nucl. Acids. Res. 28(13), 15 
e70). Otro ejemplo de potenciadores PCR es glicerol. Algunas enzimas están caracterizadas con resistencia a 
potenciadores PCR, en particular, TMAC (también denominada como tolerancia a TMAC). Como se usa en el 
presente documento, la expresión "alta tolerancia a TMAC" se refiere a la capacidad de una ADN polimerasa para 
mantener sustancialmente su actividad enzimática a una concentración de TMAC (cloruro de tetrametilamonio) 
mayor de 10 mM (por ejemplo, mayor de 15 mM, 20 mM). Algunas características de las ADN polimerasas 20 
ejemplares se muestran en la Tabla 1. 
 

Tabla 1. Características de ADN polimerasas ejemplares 

Polimerasas 
Fidelidad/Tasa de 

error 
Capacidad de procesamiento 

(nts) 
Tasa de elongación 

(nts/s) 
Tolerancia a la 

sal 
Pfu 2,0 x 10-6 >20 25 30 mM 

KOD 4,45 x 10-6 ~300 106-138  
TNA1  150   

T. zilligii 2,0 x 10-6    
P. abyssi 0,66 x 10-6    

T. 
gorgonarius 

2,2-3,4 x 10-6    

 
Típicamente, las enzimas con alta tolerancia a la sal también están caracterizadas con una alta capacidad de 25 
procesamiento y/o tasa de elongación. Sin desear quedar ligando a teoría alguna, se cree que la tolerancia a la sal 
afecta a la afinidad de unión entre la polimerasa y el ADN lo que, a su vez, afecta a la capacidad de procesamiento o 
la tasa de elongación. Típicamente, la unión de polimerasas a ADN implica la interacción de unión entre residuos 
aminoacídicos cargados positivamente y ADN cargado negativamente. A altas concentraciones de sal, la 
competición de los aniones de la sal para los residuos aminoacídicos cargados positivamente en las polimerasas 30 
conduce a una disminución de la afinidad de unión a ADN. Véase, Pavlov y col. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. 99(21): 
13510-13515. Por otro lado, al aumento de los puntos de contacto entre el ADN y la polimerasa puede aumentar la 
resistencia a la sal de la polimerasa, así como la capacidad de procesamiento o la tasa de elongación ya que los 
puntos de contacto adicionales entre el ADN y la polimerasa pueden aumentar la afinidad de unión de la polimerasa 
para ADN y disminuir la tasa de disociación de manera que la polimerasa permanecerá asociada al ADN más 35 
tiempo, lo que a su vez conducirá a un aumento de la capacidad de procesamiento. Por ejemplo, Pavlov y col. 
añadieron motivos hélice-horquilla-hélice (HhH) de la topoisomerasa V a Taq y Pfu. Estos motivos están implicados 
en la unión a ADN en la topoisomerasa V. Pavlov y col. mostraron que tanto Pfu como Taq se vuelven más 
resistentes a la sal cuando se condensan a los motivos HhH. Pavlov y col. también mostraron que la fusión HhH 
tanto a Taq como Pfu aumentó la capacidad de procesamiento de las polimerasas. Como otro ejemplo, las proteínas 40 
de unión a dsDNA, por ejemplo, Sso7d, pueden condensarse a ADN polimerasas para aumentar el número de 
puntos de contacto entre el ADN y las polimerasas (Wang y col. (2004) Nucl. Acids Res. 32(3): 1197-1207). Sso7d 
es una secuencia de unión a dsDNA no específica de secuencia implicada en garantizar la estabilidad del ADN y/o el 
empaquetamiento del ADN en Sulfolobus solfataricus. La fusión de Sso7d tanto a Taq como Pfu aumentó la 
resistencia a la sal y la capacidad de procesamiento de las polimerasas. 45 
 
Las ADN polimerasas ejemplares caracterizadas con una alta capacidad de procesamiento, tasa de elongación, 
termoestabilidad, tolerancia a la sal y al potenciador PCR incluyen, pero sin limitación, polimerasa KOD, polimerasa 
TNA1, Thermococcus sp. 9 grados N-7, T4, T7 o phi29. Las ADN polimerasas ejemplares caracterizadas con una 
alta fidelidad incluyen, pero sin limitación, polimerasas aisladas de Pyrococcus furiosus, P. abyssi, T. gorgonarius, T. 50 
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litoralis, T. zilligii, T. sp. GT o P. sp. GB-D. 
 
Se usan las polimerasas KOD y Pfu para diseñar ADN polimerasas quiméricas (véase las sección Ejemplos). 
 
Dominios de ADN polimerasas 5 
 
Típicamente, las ADN polimerasas arqueanas incluyen al menos los siguientes dominios: dominio N-terminal, 
dominio exonucleasa (por ejemplo, dominio 3' -> 5' exonucleasa), dominio de palma, dedos y de pulgar (véase la 
figura 1). El conocimiento de la estructura del dominio, la función y la coordinación se basa principalmente en 
estudios de la estructura cristalina y mutagénesis dirigida a sitio de diversas ADN polimerasas, en particular, ADN 10 
polimerasas arqueanas. Por ejemplo, entre las primeras estructuras cristalinas de las ADN polimerasas de la familia 
B obtenidas se encontraban las de la ADN polimerasa del bacteriófago RB69 (Wang y col. (1997) Cell, 89: 1087-
1099). Entre las primeras estructuras cristalinas de las ADN polimerasas arqueanas resueltas se encontraba ADN 
polimerasa Tgo (véase, Hopfner y col. 1999 Proc. Natl. Acad. Sci. 96(7), 3600-3605, que se incorpora por referencia 
en el presente documento). Recientemente, se han indicado las estructuras cristalinas de las siguientes ADN 15 
polimerasas arqueanas de la familia B: ADN polimerasa de Thermococcus sp. 9°N-7 (Rodriguez y col. (2000) J. Mol. 
Biol. 299: 447-462), ADN polimerasa KOD1 (Hashimoto y col. 2001 J. Mol. Biol. 306(3), 469-477), ADN polimerasa 
Pfu (véanse, Patentes de Estados Unidos Nº 5.948.663; 5.866.395; 5.545.552; 5.556.772 y Kim y col. (2008) Int. J. 
Biol. Macromol. 42(4), 356-61). 
 20 
Se han asignado diversas funciones, tales como unión a sustrato, transferencia nucleotídica, actividad catalítica, 
corrección de errores, a diversos dominios en base al análisis estructural-funcional de las ADN polimerasas. 
También se ha sugerido que los dominios se coordinan estrechamente entre sí para completar el proceso de 
replicación de ADN. 
 25 
Por ejemplo, la actividad polimerasa se ha asociado a los dominios de palma, dedos y pulgar. En particular, se cree 
que el subdominio de palma será el sitio catalítico de la polimerasa. La polimerasa cataliza una reacción de 
transferencia de fosforilo en la que el alfa fosfato del dNTP entrante experimenta ataque nucleófilo del extremo 
cebador OH. Típicamente, son importantes tres cadenas laterales carboxilato para este sitio activo. Estos residuos 
pueden unir dos iones metálicos (Mg++) lo que puede facilitar la desprotonación del extremo OH y la formación de 30 
un estado de transición en el alfa fosfato del dNTP. Se cree que el dominio de pulgar interactúa con el menor surco 
del dsDNA recién sintetizado y también con el nucleótido entrante. El dominio de pulgar está menos conservado 
pero típicamente tiene una estructura en gran parte helicoidal. El dominio de los dedos puede tener una función en la 
fijación de la plantilla y la especificidad nucleotídica. Como el dominio de pulgar, es probable que interactúe con el 
nucleótido entrante. El dominio de pulgar puede contener hélices , y/o cadenas . Se cree que las ADN 35 
polimerasas no unidas forman conformaciones abiertas de los dominios de dedos y pulgar, y cuando el ADN está 
unido, los dos dominios se desplazan hacia el dominio de palma para mantener la plantilla de ADN y el cebador más 
estrechamente y para sondar el apareamiento de bases Watson-Crick entre el nucleótido entrante y el nucleótido 
plantilla. La presencia de un nucleótido que forma un par de bases Watson-Crick con la plantilla facilita la formación 
de una conformación apropiada del sitio activo de la polimerasa y la posterior incorporación de este nucleótido. Para 40 
una revisión, véase Hamilton y col. (2001) BioTechniques 31: 370-383. Se indicó que la mutagénesis en el dominio 
de palma/dedos puede afectar a la selectividad nucleotídica y la afinidad y la mutagénesis en el dominio de pulgar 
pueden afectar a la afinidad de unión a dsDNA. Se describen aminoácidos importantes en los dominios de palma, 
dedos y pulgar en la Publicación de la Solicitud de Estados Unidos Nº 20060281109. 
 45 
La función de lectura anticipada de uracilo se ha asociado al dominio N-terminal. Por ejemplo, las ADN polimerasas 
arqueanas de la familia B son capaces de reconocer el uracilo no reparado en una cadena plantilla y paralizar la 
polimerización en la dirección 5' de la lesión para impedir una mutación A-T. Se identificó que un "bolsillo" en los 
dominios N-terminal de las ADN polimerasas arqueanas estaba situado para interactuar con la cadena plantilla y 
proporcionar esta función de lectura anticipada de uracilo (Fogg y col. (2002) Nature Structural Biology 9(12), 922-50 
927). 
 
El dominio exonucleasa está asociado a la actividad 5'-> 3' exonucleasa, la actividad 3'-> 5" exonucleasa, o ambas, 
lo que se requiere para eliminar el nucleótido insertado incorrectamente. Cuando se incorpora un nucleótido 
desigual, la cadena plantilla/cebador se une a la polimerasa más débilmente y/o está mal alineado con respecto al 55 
sitio activo de la polimerasa haciendo que el nucleótido desigual se desplace al sitio activo del dominio exonucleasa 
y se elimine. 
 
Se cree que la fidelidad se ve afectada por la proporción de la polimerasa y la actividad exonucleasa, lo que puede 
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verse influenciado por la tasa de disociación, el cambio conformacional, y la tasa de incorporación nucleotídica en 
presencia de nucleótidos desiguales. También se ha sugerido que el equilibrio entre la actividad 3' -> 5' exonucleasa 
y la actividad polimerasa está mediado por un bucle flexible que contiene el motivo Y-GG/A localizado entre los 
dominios N-terminal y exonucleasa y los dominios polimerasa C-terminal (es decir, los dominios de palma, dedos y 
de pulgar). Véase, Bohlke y col. (2000) Nucl. Acids Res. 28(20), 3910-3917. Un bucle único del dominio 5 
exonucleasa, y la punta del pulgar son importantes para la coordinación de las actividades de proofreading y 
polimerasa en las ADN polimerasas. La mutagénesis dirigida a sitio en este bucle, especialmente en H147 en ADN 
polimerasa KOD, sugirió que las interacciones electroestáticas e hidrófobas entre este bucle y el pulgar afectan a la 
relación entre la actividad exonucleasa y la actividad polimerasa y, por lo tanto, a la fidelidad. Véase, Kuroita y col. J. 
Mol. Biol. (2005) 351, 291-298. 10 
 
Intercambio de dominio 
 
Pueden combinarse dominios heterólogos de diferentes ADN polimerasas (por ejemplo, polimerasas con al menos 
una característica funcional distinta) para formar una polimerasa quimérica. Los dominios adecuados incluyen 15 
dominios N-terminal de origen natural, dominios exonucleasa, dominios de palma, dedos y/o de pulgar que se 
encuentran en diversas ADN polimerasas. Los dominios N-terminal de origen natural, los dominios exonucleasa, los 
dominios de palma, dedos y/o de pulgar en diversas ADN polimerasas están bien definidos. Por ejemplo, un dominio 
N-terminal puede incluir una secuencia correspondiente a los restos aminoacídicos 26 a 105 de la polimerasa KOD 
(SEQ ID NO: 11); un dominio exonucleasa puede incluir una región correspondiente a los residuos aminoacídicos 20 
156 a 301 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11); un dominio de pulgar puede incluir una región correspondiente a los 
residuos aminoacídicos 612 a 749 de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 11); y el dominio de palma y dedos puede incluir 
una región correspondiente a los residuos aminoacídicos 394 a 563 de polimerasa Pfu (SEQ ID NO: 9). 
 
Los dominios o posiciones correspondientes en diversas ADN polimerasas pueden determinarse por el alineamiento 25 
de las secuencias aminoacídicas. El alineamiento de las secuencias aminoacídicas puede conseguirse de diversas 
maneras que están dentro de la capacidad en la técnica, por ejemplo, usando un software informático públicamente 
disponible tal como el software BLAST, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden 
determinar los parámetros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo necesario para 
conseguir un alineamiento máximo sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Preferiblemente, 30 
se usa el software WU-BLAST-2 para determinar la identidad de secuencia aminoacídica (Altschul y col., Methods in 
Enzymology 266, 460-480 (1996); http://blast.wustl/edu/blast/README.html). WU-BLAST-2 usa varios parámetros 
de búsqueda, la mayor parte de los cuales se ajustan a los valores por defectos. Los parámetros ajustables se 
ajustan con los siguientes valores: espacio de solapamiento = 1, fracción de solapamiento = 0,125, umbral de 
palabra (T) = 11. Los parámetros de puntuación HSP (S) y HSP S2 son valores dinámicos y se establecen por el 35 
propio programa, dependiendo de la composición de la secuencia particular, sin embargo, los valores mínimos 
pueden ajustarse y se ajustan como se ha indicado anteriormente. Se muestra un ejemplo de alineamiento en la 
figura 1. 
 
En algunas realizaciones, un dominio adecuado puede ser una variante (por ejemplo, mutante o fragmento) de una 40 
secuencia de dominio de origen natural. Por ejemplo, un dominio adecuado puede tener una secuencia que es al 
menos un 70 % (por ejemplo, al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 %, 99 %) idéntica a una secuencia aminoacídica de un dominio de origen natural que se encuentra en una ADN 
polimerasa de interés. 
 45 
Se contempla adicionalmente que las secuencias que definen el dominio N-terminal, el dominio exonucleasa, los 
dominios de palma, dedos y/o pulgar pueden relacionarse con ciertas características enzimáticas de las ADN 
polimerasas, tales como, fidelidad o tasa de error, tasa de elongación, capacidad de procesamiento y resistencia a la 
sal. Por ejemplo, como se describe en la sección de Ejemplos, los presentes inventores han demostrado que las 
secuencias que definen los dominios N-terminal, exonucleasa y/o de pulgar pueden correlacionarse con las 50 
características asociadas a la tasa de elongación, capacidad de procesamiento, termoestabilidad, tolerancia a TMAC 
y/o resistencia a la sal; y que las secuencias que definen el dominio de palma y/o dedos pueden correlacionarse con 
las características asociadas a la fidelidad o la tasa de error de las ADN polimerasas. 
 
Además, basándose en los alineamientos de secuencia entre diversas ADN polimerasas (véase, por ejemplo, la 55 
figura 1), se contempla adicionalmente que los dominios correlativos a una alta capacidad de procesamiento, tasa de 
elongación, termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal pueden definirse por una o más de las 
siguientes secuencias consenso positivas: 
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Secuencia consenso positiva 1 (que define un dominio N-terminal) 
 
XXLXXXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXVXXXXXWKXXXXXVLIX 
XXXXNXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXXXXXXXXXXXIXXMXXRFXXXXXXXXX 
XXXXPXXRXXXXXXXXXXXXXXXXVXXQXXXXXXXEXXTTXXXT (SEQ ID NO: 30), en la que X es cualquier 5 
aminoácido o un enlace peptídico; 
 
Secuencia consenso positiva 2 (que define un dominio exonucleasa) 
 
XXEXXXXYXXXXEXXFXXXXKXXXAXXXXXXXXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXX 10 
XXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXX (SEQ ID NO: 31), en la que X es cualquier aminoácido o un enlace 
peptídico; y 
 
Secuencia consenso positiva 3 (que define un dominio de pulgar) 
 15 
XXXXXXXXXXXXXXXXALXXDXXXXKXXXXXXXXTEXXSKXXVXXXXXVXHX 
XXXXDXKDXXXTXXXXXXXXRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPF 
DXFXXTXXXXXXXXXXXXXXXXXXEXXXRAXX (SEQ ID NO: 32), en la que X es cualquier aminoácido o un enlace 
peptídico. 
 20 
Adicionalmente, o como alternativa, un dominio o dominios correlativos a una alta capacidad de procesamiento, tasa 
de elongación, termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal pueden definirse por una o más de las 
siguientes secuencias consenso negativas: 
 
Secuencia consenso negativa 1 (que define un dominio N-terminal) 25 
 
NGX1FKIEX2DRTFX3PYX4YALLX5DDSX6IEEVKKITX7ERHGX8X9VX10X11X12X13VEK 
VX14KKFLGX15PX16X17VWKLYX18X19HPQDVPX20IRX21KX22REHPA (SEQ ID NO: 33), en la que X1 no es K; X2 no es 
H; X3 no es R; X4 no es I; X5 no es R; X6 no es K; X7 no es G; X8 no es K; X9 no es I; X10 no es R; X11 no es I; X12 no 
es V; X13 no es D; X14 no es E; X15 no es K; X16 no es I; X17 no es T; X18 no es L; X19 no es E; X20 no es T; X21 no es 30 
E; y X22 no es V; 
 
Secuencia consenso negativa 2 (que define un dominio exonucleasa) 
 
PIX1MISYADEX2X3AX4VITWKNX5DLPYVX6WSX7EREMIKRFLRX8X9X10EKDPDX11 35 
X12X13TYNGDX14FDFX15YLX16KRX17EKLGIX18X19X20X21GRDGSEPKX22QRX23GDX24X25AVEVKGRIHFDLYX26VIX27

RTINLPTYTLEAVYEAX28FGX29PKEKVYAX30EIX31X3 2AWEX33 (SEQ ID NO: 34), en la que X1 no es I; X2 no es N; X3 
no es E; X4 no es K; X5 no es I; X6 no es E; X7 no es S; X8 no es I; X9 no es I; X10 no es R; X11 no es I; X12 no es I; X13 
no es V; X14 no es S; X15 no es P; X16 no es A; X17 no es A; X18 no es K; X19 no es L; X20 no es T; X21 no es I; X22 no 
es M; X23 no es I; X24 no es M; X25 no es T; X26 no es H; X27 no es T; X28 no es I; X29 no es K; X30 no es D; X31 no es 40 
A; X32 no es K; y X33 no es S; y 
 
Secuencia consenso negativa 3 (que define un dominio de pulgar) 
 
RDWSEIAKETQARVLEX1X2LKX3GDVEX4AVRIVKEVX5X6KLX7X8YEX9PPEKLX10IX 45 
11EQITRX12LX13X14YKAX15GPHVAVAKX16LAAX17GVKIX18PGX19VIX20YIVLX21GX22GX23IX24X25RAIX26X27X28EX29DP
X30KHKYDAEYYIENQVLPAVX31RILX32X33FG (SEQ ID NO: 35), en la que X1 no es T; X2 no es I; X3 no es H; X4 no 
es E; X5 no es I; X6 no es Q; X7 no es A; X8 no es N; X9 no es I; X10 no es A; X11 no es Y; X12 no es P; X13 no es H; 
X14 no es E; X15 no es I; X16 no es K; X17 no es K; X18 no es K; X19 no es M; X20 no es G; X21 no es R; X22 no es D; 
X23 no es P; X24 no es S; X25 no es N; X26 no es L; X27 no es A; X28 no es E; X29 no es Y; X30 no es K; X31 no es L; X32 50 
no es E; y X33 no es G. 
 
En algunas realizaciones, un dominio correlativo a una alta fidelidad puede definirse por la siguiente secuencia 
consenso positiva (que define el dominio de palma y dedos): 
XKXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXXXXXXXXXLXXXXNXXIXXXXXXKXXXXI 55 
XXXXXXXXXHXXXXXXXXXTXXXEXQXXXXKIXXXXXXKXXXLXXXXFXXXXX 
XXKXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXELVWXXLXXXFXXXXLXIXXXXLYXXXXXG ESXEIXXXXLX (SEQ ID NO: 36), en 
la que X es cualquier aminoácido o un enlace peptídico. 
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Adicionalmente, o como alternativa, un dominio correlativo a una alta fidelidad puede definirse por la secuencia 
consenso negativa (que define un dominio de palma y dedos): 
EX1GLWENIVYLDFRX2LYPSIIITHNVSPDTLNX3EGCKX4YDX5APQVGHX6FCKDX7P 
GFIPSLLGX8LLEERQKIKX9KMKX10TX11DPIEX12X13LLDYRQX14AIKX15LANSX16YG 
YYGYAX17ARWYCKECAESVTAWGRX18YIX19X20X21X22KEX23EEKX24GFKVX25YX26 5 
DTDGX27X28ATIPGX29X30X31EX32X33KKKAX34E (SEQ ID NO: 37), en la que X1 no es R; X2 no es S; X3 no es R; X4 
no es E; X5 no es V; X6 no es R; X7 no es F; X8 no es D; X9 no es K; X10 no es A; X11 no es I; X12 no es R; X13 no es 
K; X14 no es R; X15 no es I; X16 no es Y; X17 no es R; X18 no es E; X19 no es T; X20 no es M; X21 no es T; X22 no es I; 
X23 no es I; X24 no es Y; X25 no es I; X26 no es S; X27 no es F; X28 no es F; X29 no es A; X30 no es D; X31 no es A; X32 
no es T; X33 no es V; X34 no es M. 10 
 
Por lo tanto, los dominios apropiados pueden tomarse u obtenerse a partir de ADN polimerasas con distintas 
características funcionales para diseñar una ADN polimerasa quimérica con combinaciones deseables de 
características funcionales. Los métodos pueden incluir las etapas de: (a) proporcionar un dominio N-terminal, un 
dominio exonucleasa, y/o un dominio de pulgar en base a una primera ADN polimerasa; (b) proporcionar un dominio 15 
de palma y/o dedos basado en una segunda ADN polimerasa; (c) combinar los dominios de la etapa (a) y la etapa 
(b) para formar una polimerasa quimérica. Las primera y segunda ADN polimerasas descritas en el presente 
documento pueden caracterizarse con al menos una característica distinta. Por ejemplo, la primera ADN polimerasa 
puede caracterizarse con una alta capacidad de procesamiento, tasa de elongación, termoestabilidad, tolerancia a 
TMAC y/o resistencia a la sal, y la segunda ADN polimerasa puede caracterizarse con una alta fidelidad. La primera 20 
ADN polimerasa como se describe en el presente documento, puede caracterizarse con una alta fidelidad y la 
segunda ADN polimerasa puede caracterizarse con una alta capacidad de procesamiento, tasa de elongación, 
termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal. Las polimerasas quiméricas descritas en el presente 
documento pueden diseñarse para tener una capacidad de procesamiento, tasa de elongación, termoestabilidad, 
tolerancia a TMAC o resistencia a la sal sustancialmente similar a la de la primera ADN polimerasa y una fidelidad 25 
sustancialmente similar a la de la segunda ADN polimerasa. Las polimerasas quiméricas diseñadas como se 
describe en el presente documento tienen una fidelidad mayor que la de la primera ADN polimerasa y la capacidad 
de procesamiento, tasa de elongación o resistencia a la sal mayor que la de la segunda ADN polimerasa. 
 
También se describen métodos para proporcionar la fidelidad, capacidad de procesamiento, tasa de elongación, 30 
termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o resistencia a la sal de una ADN polimerasa. Dichos métodos pueden incluir 
una etapa de reemplazar una secuencia en el dominio palma-dedos de la ADN polimerasa de interés con una 
secuencia correspondiente de una ADN polimerasa diferente que está caracterizada con mayor fidelidad con 
respecto a la ADN polimerasa de interés. 
 35 
También se describen métodos que incluyen una etapa de reemplazar una secuencia dentro del dominio N-terminal, 
el dominio exonucleasa y/o el dominio de pulgar de la ADN polimerasa de interés con una secuencia 
correspondiente de una ADN polimerasa diferente que está caracterizada con mayor capacidad de procesamiento, 
tasa de elongación, termoestabilidad, tolerancia a TMAC o resistencia a la sal con respecto a la ADN polimerasa de 
interés. 40 
 
Como un ejemplo no limitante, los presentes inventores han diseñado una ADN polimerasa quimérica Kofu y su 
quimera recíproca POD en base a la polimerasa KOD y la polimerasa Pfu (véase la sección Ejemplos). Como se 
analiza en la sección de ejemplos, Kofu contiene el dominio N-terminal, el dominio exonucleasa y el dominio de 
pulgar de la polimerasa KOD y el dominio de palma-dedos de la polimerasa Pfu. La secuencia de la polimerasa Kofu 45 
se proporciona en la SEQ ID NO: 16. La quimera recíproca POD contiene el dominio N-terminal, el dominio 
exonucleasa y el dominio de pulgar de la polimerasa Pfu y el dominio de palma-dedos de la polimerasa KOD. La 
secuencia de la polimerasa POD se proporciona en la SEQ ID NO: 15. 
 
Como se analiza en la sección de ejemplos, la polimerasa quimérica Kofu muestra la fidelidad de replicación 50 
aproximada de Pfu, pero la velocidad de elongación, capacidad de procesamiento, termoestabilidad, tolerancia a 
TMAC y rendimiento por PCR similar a KOD. Como alternativa, la polimerasa quimérica Pod muestra la fidelidad de 
replicación aproximada de KOD, pero la velocidad de elongación, capacidad de procesamiento, termoestabilidad, 
tolerancia a TMAC y rendimiento por PCR similar a Pfu. 
 55 
En algunas realizaciones, la presente invención proporciona variantes de la polimerasa quimérica Kofu que 
contienen una secuencia aminoacídica al menos un 95 % (por ejemplo, al menos un 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) 
idéntica a la SEQ ID NO: 16 (secuencia aminoacídica Kofu). En realizaciones particulares, las variantes de 
polimerasa quimérica Kofu de acuerdo con la invención tienen una capacidad de procesamiento, tasa de elongación, 
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termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o fidelidad sustancialmente similares a Kofu. 
 
En algunas realizaciones, las variantes de polimerasas quiméricas Kofu de acuerdo con la presente invención se 
definen por la secuencia consenso 
XXXXTXXXXXDXXXXXXIXXXXXXEXXXXYXXXXEXXFXXXXKXXXAXXXXXX 5 
XXAXXXXTVXTVKRXXXXQXXXXXRXVEXXXXXFTXXXXXXAXXDXIXXXXXXI 
XXYXXXXXXXXXXXXXXXXVXXXXDXXXXMXXXXXXXXXXXXXXXAEXXXLX 
XXXXXXEGXRXXXXXXVXXXXXDXXXTXXXXXXXXXXVVKXXXXXVLIXXXXX 
NXXXAXXKXXCXXXXXNFALXXXXXXXXXXIXXMXXRFXXXXXXXXXXXXXPX 
XRXXXXXXXXXXXXXXXXVXXQXXXXXXXEXXTTXXXTXXXXXXXXRXXXXX 10 
XXVXXXXXXXXXXXXAXXXXXVXXPXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXV 
XXXXXSXEXYQXXXXEXXTXXFXXXXXKXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXXXX 
XXXXXLXXXXNXXIXXXXXXKXXXXIXXXXXXXXXHXXXXXXXXXTXXXEXQX 
XXXKIXXXXXXKXXXLXXXXFXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXELVW 
XXLXXXFXXXXLXIXXXXLYXXXXXGESXEIXXXXLXXLXXXXAXXXXAXXXXX 15 
XXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXITXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXALX 
XDXXXXKXXXXXXXXTEXXSKXXVXXXXXVXHXXXXXDXKDXXXTXXXXXXX 
XRXXXRXXXXRXXTXXSXXXXKXSXRXGDXXXPFDXFXXTXXXXXXXXXXXXX 
XXXXXEXXXRAXXXXXXXXXXXXXXXXXXSAXXKPXGT (SEQ ID NO: 38), en la que X es cualquier aminoácido o 
un enlace peptídico. 20 
 
En algunas realizaciones, las variantes de polimerasas quiméricas Kofu de acuerdo con la presente invención se 
definen por la secuencia consenso 
XIXDTDYXTXDGXPXXRIFXKXXGEFXXXYDXXFEPYFYALLKDDSAIXXXXXXXA 
XRHGTVXTVKRXXXXQXKFLXRXVEVWXLXFTHPQDVPAXXDXIXXHXXVIDIYE 25 
YDIPFAKRYLIDXGLVPMEGDEXLXMXXXDIETXYHEGXEFAEGXXLMISYADXEG 
ARVITWKXVDLPYVDVVSTEXEMIKRXXXVVKEKDPDVLIXYXGDNFDXAYLKXR 
CEXLGXNFALXRXXXXXEPKIXXMGXRFAVEXKGRXHFDLXPXXRXTXNLPTYXL 
XXVYEXVXGQXKXKXXXEEITTXWETXXXXXXXARYSMEDAXVTXELGXEFXPM 
EAXLXXLVGXPXWDVXRSSTGNLVEWXLLXXAYXRNEVAPNKPSXEEYQXRXXE 30 
XYTGXFVXEPEKGLWXXXXXLDXXALYPSIIXXHNVSPDTLXLEXCXNYDIAPXVG 
XKFCKDIPGFIPSXLXHLXXXRQXXKTXMXEXQDPXEKIXLDYRQKAXKILLXNSFY 
GYXGYXKARWYXXECAESVTXWGRKYIELVWXELEXXFGFKXLYIDTDGLYATIP 
GGESXEIKXXXLXFLXYINAXLPGALELEYEXFYXRGFFVXKKKYAXIDEEXXITTR 
GLEXVRRDWSXXAKETXAXVLEALLXDXXVXKAVXXVXXXTEXXSKYXVPXEKL 35 
VIHEQITRDXKDYXATGPHVAXAKRLXXRGXXXRPGTXISYXXLKGSGRXGDRXIPF 
DEFXXTKHXYDXXYYIENQVLPAVERXLRAFGYXXXXLXXQXXXQXGLSAWXKP XGT (SEQ ID NO: 39), en la que X 
es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona variantes de POD polimerasas quiméricas que 40 
contienen una secuencia aminoacídica al menos un 80 % (por ejemplo, al menos un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) idéntica a la SEQ ID NO: 15 (secuencia aminoacídica Pod). En realizaciones 
particulares, las variantes de polimerasas quiméricas POD de acuerdo con la presente invención tienen una 
capacidad de procesamiento, tasa de elongación, termoestabilidad, tolerancia a TMAC y/o fidelidad similares a POD. 
 45 
Expresión de ADN polimerasas quiméricas de la invención 
 
Las técnicas de ADN recombinante convencionales (por ejemplo, digestión de enzima de restricción, ligación, PCR) 
pueden usarse para diseñar ADN polimerasas quiméricas de acuerdo con la presente invención. Pueden aplicarse 
métodos bien conocidos en la técnica para expresar y aislar ADN polimerasas quiméricas. Muchos vectores de 50 
expresión bacteriana contienen elementos de secuencia o combinaciones de elementos de secuencia que permiten 
una expresión inducible de alto nivel de la proteína codificada por una secuencia extraña. Los vectores de expresión 
están disponibles en el mercado, por ejemplo, en Novagen 
(http://www.emdbiosciences.com/html/NVG/AllTables.html#). 
 55 
Además, las bacterias que expresan una forma inducible integrada del gen de la ARN polimerasa T7 pueden 
transformarse con un vector de expresión que lleva un gen de ADN polimerasa quimérica unido al promotor T7. La 
inducción de la ARN polimerasa T7 por la adición de un inductor apropiado, por ejemplo, isopropil-p-D-
tiogalactopiranósido (IPTG) para un promotor lac-inducible, induce la expresión de alto nivel del gen quimérico del 
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promotor T7. 
 
Pueden seleccionarse cepas huésped apropiadas de bacterias a partir de las disponibles en la técnica por un 
experto en la técnica. Como un ejemplo no limitante, se usa comúnmente la cepa de E. coli BL-21 para la expresión 
de proteínas exógenas, ya que es deficiente en proteasa con respecto a otras cepas de E. coli. Para situaciones en 5 
las que el uso de codón para el gen de polimerasa particular difiere al normalmente observado en los genes de E. 
coli, hay cepas de BL-21 que están modificadas para llevar genes tRNA que codifican tRNA con anticodones más 
raros (por ejemplo, genes tRNA argU, ileY, leuW y proL), lo que permite una expresión de alta eficiencia de los 
genes quiméricos clonados (están disponibles varias cepas celulares BL21-CODON PLUSTM que llevan tRNA de 
codón raro en Stratagene, por ejemplo). Adicionalmente, o como alternativa, los genes que codifican las ADN 10 
polimerasas pueden estar optimizados por codón para facilitar la expresión en E. coli. Las secuencias optimizadas 
por codón pueden sintetizarse químicamente. 
 
Hay muchos métodos conocidos por los expertos en la técnica que son adecuados para la purificación de una ADN 
polimerasa quimérica de la invención. Por ejemplo, el método de Lawyer y col. (1993, PCR Meth. & App. 2: 275) está 15 
bien adaptado para el aislamiento de ADN polimerasas expresadas en E. coli, ya que se diseñó originalmente para 
el aislamiento de la polimerasa Taq. Como alternativa, puede usarse el método de Kong y col. (1993, J. Biol. Chem. 
268: 1965, incorporado en el presente documento por referencia), que emplea una etapa de desnaturalización por 
calor para destruir las proteínas huésped, y etapas de purificación de dos columnas (sobre columnas DEAE-
Sepharose y heparina-Sepharose) para aislar la ADN polimerasa altamente activa y aproximadamente pura al 80 %. 20 
 
Adicionalmente, los mutantes de ADN pueden aislarse por un fraccionamiento de sulfato de amonio seguido de 
columnas de Q Sepharose y ADN celulosa, o por absorción de contaminantes sobre una columna HiTrap Q seguido 
de gradiente de elución de una columna de heparina HiTrap. 
 25 
Usos de ADN polimerasas quiméricas de la invención 
 
Pueden usarse ADN polimerasas quiméricas de la presente invención para cualquier método que implique la síntesis 
de polinucleótidos. Los métodos de síntesis de polinucleótidos se conocen bien por un experto en la técnica y 
pueden encontrarse, por ejemplo, en Molecular Cloning, segunda edición, Sambrook y col., Cold Spring Harbor 30 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989). Por ejemplo, las ADN polimerasas quiméricas de la presente 
invención tienen una diversidad de usos en la tecnología de ADN recombinante incluyendo, pero sin limitación, 
etiquetado de ADN por traducción de Nick, síntesis de ADNc bicatenario en la clonación de ADNc, secuenciación de 
ADN, y amplificación, detección y/o clonación de secuencias de ácido nucleico usando reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). 35 
 
En algunas realizaciones, la invención proporciona enzimas fuertes, rápidas y precisas para PCR. PCR se refiere a 
un método in vitro para amplificar una secuencia plantilla polinucleotídica específica. La técnica de PCR se describe 
en numerosas publicaciones, incluyendo, PCR: A Practical Approach, M. J. McPherson, y col., IRL Press (1991), 
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, de Innis, y col., Academic Press (1990), y PCR Technology: 40 
Principals and Applications for DNA Amplification, H. A. Erlich, Stockton Press (1989). La PCR también se describe 
en muchas Patentes de Estados Unidos, incluyendo las Patentes de Estados Unidos Nº 4.683.195; 4.683.202; 
4.800.159; 4.965.188; 4.889.818; 5.075.216; 5.079.352; 5.104.792; 5.023.171; 5.091.310; y 5.066. 584. 
 
Se espera que las ADN polimerasas quiméricas con mayor capacidad de procesamiento, tasa de elongación y/o 45 
fidelidad reduzcan la tasa de error, mejoren la eficacia y la tasa de éxito de una amplificación de largo alcance 
(mayor rendimiento, mayores dianas amplificadas), y/o reduzcan la cantidad de plantilla de ADN requerida. 
 
Están disponibles en la técnica diversas aplicaciones de amplificación por PCR específicas (para revisiones, véase, 
por ejemplo, Erlich, 1999, Rev Immunogenet., 1: 127-34; Prediger 2001, Methods Mol. Biol. 160: 49-63; Jurecic y 50 
col., 2000, Curr. Opin. Microbiol. 3: 316-21; Triglia, 2000, Methods Mol. Biol. 130: 79-83; MaClelland y col., 1994, 
PCR Methods Appl. 4: S66-81; Abramson y Myers, 1993, Current Opinion in Biotechnology 4: 41-47 
 
Como ejemplos no limitantes, la presente invención puede usarse en aplicaciones de PCR incluyendo, pero sin 
limitación, i) PCR hot-start de inicio en caliente, que reduce una amplificación no específica; ii) PCR touch-down que 55 
comienza a una alta temperatura de hibridación, después disminuye la temperatura de hibridación en etapas para 
reducir el producto PCR no específico; iii) PCR anidada que sintetiza un producto más fiable usando un conjunto 
externo de cebadores y un conjunto interno de cebadores; iv) PCR inversa para la amplificación de regiones que 
flanquean una secuencia conocida. En este método, el ADN se digiere, el fragmento deseado se circulariza por 
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ligación, después por PCR usando cebador complementario a la secuencia conocida que se extiende hacia fuera; v) 
AP-PCR (cebado arbitrario)/RAPD (ADN polimorfo amplificado al azar). Estos métodos crean huellas genómicas a 
partir de especies con secuencias diana poco conocidas por amplificación usando oligonucleótidos arbitrarios; vi) 
RT-PCR que usa ADN polimerasa dirigida a ARN (por ejemplo, transcriptasa inversa) para sintetizar ADNc que se 
usa después para PCR. Este método es extremadamente sensible para detectar la expresión de una secuencia 5 
específica en un tejido o células. También puede usarse para cuantificar transcripciones de ARNm; vii) RACE 
(amplificación rápida de extremos de ADNc). Esto se usa cuando la información sobre la secuencia de ADN/proteína 
es limitada. El método amplifica los extremos 3' o 5' de los ADNc que generan fragmentos de ADNc únicamente con 
un cebador específico cada uno (más un cebador adaptador). Después, los productos RACE de solapamiento 
pueden combinarse para producir ADNc de longitud completa; viii) DD-PCR (PCR de visualización diferencial) que 10 
se usa para identificar genes expresados diferencialmente en diferentes tejidos. La primera etapa en DD-PCR 
implica RT-PCR, después se realiza la amplificación usando cebadores cortos intencionadamente no específicos; ix) 
PCR Multiplex en la que dos o más dianas únicas de secuencias de ADN en el mismo especimen se amplifican 
simultáneamente. Puede usarse una secuencia de ADN como control para verificar la calidad de PCR; x) Q/C-PCR 
(comparativa cuantitativa) que usa una secuencia de ADN de control interno (pero de diferente tamaño) que compite 15 
con el ADN diana (PCR competitiva) por el mismo conjunto de cebadores; xi) PCR recursiva, que se usa para 
sintetizar genes. Los oligonucleótidos usados en este método son complementarios a tramos de un gen (>80 bases), 
de forma alternativa a las cadenas directas y a las cadenas antisentido con extremos de solapamiento (-20 bases); 
xii) PCR asimétrica; xiii) PCR In Situ; xiv) Mutagénesis PCR dirigida a sitio; xv) DOP-PCR que usa cebadores 
parcialmente degenerados para la amplificación de todo el genoma; xvi) PCR cuantitativa usando SYBR verde o 20 
sondas oligonucleotídicas para detectar la amplificación; xvii) amplificación del genoma completo usando bibliotecas 
de fragmentos de ADN ligadas a adaptador como plantilla, y xviii) PCR propensa a error, en la que las condiciones 
se optimizan para dar un aumento del número de mutaciones en el producto PCR. 
 
Debe entenderse que esta invención no se limita a ningún sistema de amplificación particular. Según se desarrollan 25 
otros sistemas, estos sistemas pueden beneficiarse de la práctica de esta invención. 
 
Kits 
 
La invención también contempla formatos de kits que incluyen un paquete unitario que tiene uno o más recipientes 30 
que contienen ADN polimerasas quiméricas de la invención y composiciones de las mismas. En algunas 
realizaciones, la presente invención proporciona kits que incluyen adicionalmente recipientes de diversos reactivos 
usados para la síntesis polinucleotídica, incluyendo la síntesis en PCR. 
 
Los kits de la invención de acuerdo con la presente invención también pueden contener uno o más de los siguientes 35 
elementos: precursores polinucleotídicos, cebadores, tampones, instrucciones y controles. Los kits pueden incluir 
recipientes de reactivos mezclados juntos en las proporciones adecuadas para realizar los métodos de acuerdo con 
la invención. Los recipientes de reactivo contienen preferiblemente reactivos en cantidades unitarias que eluden las 
etapas de medición al realizar los métodos objeto. 
 40 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1. Diseños de quimeras de ADN polimerasas KOD y Pfu 
 
Las dos enzimas seleccionadas para incluir en este experimento fueron ADN polimerasa Pyroccocus furiosus (Pfu) y 45 
ADN polimerasas Thermococcus Kodarensis (KOD). Las dos enzimas tienen una estructura de dominio similar y 
tienen una identidad del 79 % a nivel aminoacídico usando alineamientos blastP (véase la Tabla 2). Las estructuras 
de dominio de Pfu y KOD se ilustran en la figura 1. 
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Pfu y KOD tienen características fenotípicas muy distintas, en particular, con respecto a la tasa de elongación, 
capacidad de procesamiento y tasa de error (véase la Tabla 3): 
 5 

Tabla 3 
 Pfu KOD 

Tasa de elongación: 25 nt/s 106-138 nt/s (Takagi y col. 1997) 
Capacidad de procesamiento: >20 nt ~300 nt (Takagi y col. 1997) 

Tasa de error (mutaciones/nt/duplicación): 1,5 x 10-6 4,45 x 10-6 (datos internos) 
 

Por lo tanto, el objetivo era encontrar combinaciones quiméricas de estas dos enzimas que mostrasen la tasa de 
error comparable a Pfu (2,0 x 10-6) con la capacidad de procesamiento y/o tasa de elongación comparable a KOD 
(~300 nt/s y 106-138 nt/s respectivamente). Una enzima con las características que se han mencionado 10 
anteriormente tiene utilidad como una enzima fuerte, rápida y precisa para PCR. 
 
Se insertaron sitios de restricción en la secuencia nucleotídica optimizada por codón de polimerasas KOD y Pfu en 
posiciones que flanquean aproximadamente el dominio de la polimerasa de las enzimas (véase el Ejemplo 2). Por 
ejemplo, los sitios PvuII y EcoRI que flanquean el dominio de polimerasa (el dominio de palma y dedos) se usaron 15 
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para reemplazar el dominio polimerasa de Pfu con el de KOD para generar la quimera considerada Pod (figura 2). 
Esta quimera contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el dominio de pulgar de Pfu y el dominio 
de la palma y los dedos de KOD. El intercambio recíproco, produciendo la quimera Kofu, se generó reemplazando el 
dominio polimerasa (palma y dedos) de KOD con el de Pfu. 
 5 
Ejemplo 2. Optimización de codón y síntesis de ADN polimerasas Pyrococcus furiosus y Thermococcus 
kodakarensis 
 
Las secuencias de ADN nativas para polimerasa Pyrococcus furiosus I (SEQ ID NO: 1) y polimerasa Thermococcus 
kodakarensis I (SEQ ID NO: 2) se recuperaron de Genbank. Estas dos secuencias de ADN estaban optimizadas por 10 
codón in silico por Codon Devices (Cambridge, Massachusetts) para su expresión en E. Coli resultante en la SEQ ID 
NO: 3 para la secuencia de ADN del gen optimizado por codón de polimerasa Pfu I y la SEQ ID NO: 4 para la 
secuencia de ADN del gen optimizado por codón de polimerasa KOD I. Los dos genes optimizados por codón se 
sintetizaron químicamente y se clonaron en pUC19 por Codon Devices (Cambridge, Massachussets) dando como 
resultado la SEQ ID NO: 7 para la polimerasa Pfu I y la SEQ ID NO: 8 para la polimerasa KOD I. 15 
 
Ejemplo 3: Clonación de las secuencias polimerasa KOD y Pfu I optimizadas por codón en el vector de expresión 
pKBexp. 
 
Las construcciones pUC 19 optimizadas por codón de polimerasa KOD (SEQ ID NO: 8) y Pfu (SEQ ID NO: 7) se 20 
clonaron en el vector pKBexp como se indica a continuación: 
 
El vector pKBexp contiene dos sitios Eco31I con protuberancias no complementarias que permiten la clonación 
direccional de insertos usando una enzima de restricción individual. Los genes de polimerasa KOD y Pfu se 
diseñaron con dos sitios Eco31I flanqueantes que permitieron una clonación direccional y en marco en pKBexp. 25 
 
El ADN purificado del vector pKBexp se digirió con Eco31I y se purificó a partir de un gel de agarosa. Asimismo, las 
construcciones de ADN pUC optimizadas por codón KOD y Pfu (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 7) se digirieron con 
Eco31I y los fragmentos de insertos de aproximadamente 2,3 kilobases se cortaron de un gel de agarosa y se 
purificaron. Se ligaron 30 ng de genes de polimerasa KOD o Pfu con 15 ng de pKBexp digerido usando ADN ligasa 30 
T4. Las reacciones de ligación se purificaron y se usaron para transformar E. coli DH10B competente. Se hicieron 
minipreps de ADN de clones resistentes a ampicilina. La presencia de insertos se confirmó por la digestión de los 
minipreps con XbaI y HindIII, dos enzimas que flanquean el inserto. La clonación de la secuencia del gen de 
polimerasa KOD en pKBexp considerada pKB11 y el gen de polimerasa Pfu en pKBexp considerado pKB14 se 
confirmó por secuenciación de ADN. 35 
 
Ejemplo 4: Intercambio de dominios de secuencias de ADN de genes de polimerasa KOD y Pfu I 
 
Las secuencias optimizadas con codón de genes de la polimerasa KOD (SEQ ID NO: 5) y Pfu (SEQ ID NO: 3) I se 
diseñaron con sitios de restricción que flanquean aproximadamente los dominios de dedo y palma de la polimerasa 40 
KOD y Pfus. La secuencia optimizada por codón de KOD contiene un sitio de restricción PvuII y un sitio de 
restricción EcoRI. La secuencia optimizada por codón de Pfu contiene un sitio de restricción PvuII y un sitio de 
restricción EcoRI. 
 
El ADN purificado de pKB 11 y pKB 14 digirieron cada uno las enzimas de restricción EcoRI y PvuII. El fragmento 45 
grande (4,7 kb) y el fragmento pequeño (0,7 kb) de cada digestión se extrajeron por separado y se purificaron en gel 
de agarosa. Los fragmentos pequeños de cada digestión de restricción contenían los dominios de dedo y palma de 
KOD y Pfu respectivamente. Los fragmentos grandes digeridos y purificados (que contenían el vector de expresión y 
los fragmentos de polimerasa restantes) se desfosforilaron usando Shrimp Alkaline Phospate. La construcción 
considerada POD se creó por ligación de 30 ng del fragmento grande Pfu de 4,7 kb (residuos aa 1 a 335 y 567 a 778 50 
de ADN polimerasa Pfu con 10 ng del fragmento pequeño KOD de 0,7 kb (correspondiente a los residuos 
aminoacídicos 336 a 565 de ADN polimerasa KOD SEQ ID NO: 11). Por lo tanto, POD incluye los dominios N-
terminal, exonucleasa y de pulgar de ADN polimerasa Pfu y los dominios de palma y dedo de KOD. La construcción 
considerada Kofu se hizo por ligación de 30 ng del fragmento grande KOD de 4,7 kb (correspondiente a los residuos 
aminoacídicos 1 a 335 y 566 a 777 de ADN polimerasa KOD SEQ ID NO: 11) con 10 ng del fragmento pequeño Pfu 55 
de 0,7 kb (correspondiente a los residuos aminoacídicos 336 a 566 de ADN polimerasa Pfu SEQ ID NO: 11). Por lo 
tanto, Kofu incluye los dominios N-terminal, exonucleasa y de pulgar de ADN polimerasa KOD y los dominios de 
palma y dedo de Pfu. Las reacciones de ligación se usaron para transformar E. coli DH10B. La construcción de Pod 
(SEQ ID NO: 13) y Kofu (SEQ ID NO: 14) se confirmó por secuenciación de ADN. Las estructuras de dominio de 

ES 2 571 446 T3

 



 
 

 21

POD y Kofu se ilustran en la figura 1. La expresión y la purificación de las polimerasas quiméricas se hacen usando 
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se revisa en la "Descripción detallada de la invención". 
 
Ejemplo 5. Termoestabilidad de KOD, Pfu, Kofu y Pod 
 5 
Se incubaron 10 ng de cada enzima a 98 ºC durante 240, 120, 60, 30, 15, 8, 4, 2, 1 o 0 min en un volumen de 10 l 
que contenía lo siguiente: Tris-HCl 20 mM pH 8,0, MgCl2 2 mM, (NH4)2SO4 6 mM, KCl 25 o 50 mM (25 mM para Pfu 
y Pod, 50 mM para KOD y Kofu). A cada tubo se le añadieron 10 l mezcla de cebador/plantilla después de la 
incubación con calor. La mezcla de cebador-plantilla contenía lo siguiente: Tris-HCl 20 mM pH 8,0, MgCl2 2 mM, 
(NH4)2SO4 6 mM, dNTP 0,6 mM, 0,6 µM cada uno de los cebadores HPRT1-F1 (5'-tttggaaacatctggagtcct -3' (SEQ ID 10 
NO: 40)) y HPRT1-R1 (5'- gcccaaagggaactgatagtc -3' (SEQ ID NO: 41)), 2 ng de ADN genómico humano por l, y 
KCl 25 o 50 mM (25 mM para Pfu y Pod, 50 mM para KOD y Kofu). Las amplificaciones se realizaron con el 
siguiente protocolo de ciclado: 3 minutos a 95 ºC, 35 x (20 segundos a 98 ºC, 20 segundos a 60 ºC, 20 segundos a 
72 ºC), 20 segundos a 72 ºC. Los productos de PCR se analizaron sobre un gel de agarosa (véase la figura 3). 
Como se ilustra en la figura 3, no se observó amplificación para Pfu después de la pre-incubación de la enzima 15 
durante 4 horas a 98 ºC. Por el contrario, KOD, Kofu y Pod fueron capaces de amplificar un producto de PCR en 
todos los puntos temporales ensayados. 
 
Ejemplo 6. Ensayos de fidelidad 
 20 
La fidelidad de las enzimas se determinó por un método similar al descrito por Cline y col. y referencias en el mismo 
(Nucl. Acids Res., 1996, 24(18): 3546-3551). LacI se amplificó por PCR a partir de E. coli y se clonó en pUC19 para 
degenerar pKB-LacIQZalfa plasmídico (SEQ ID NO: 17). pKB-LacIQZalfa sirvió tanto como plantilla para la 
amplificación por PCR de LacI en los ensayos de fidelidad como un vector para la clonación del LacI amplificado en 
cribado de colonias azul/blanco. 25 
 
Se configuraron 2 x 50 l reacciones PCR (para cada enzima), usando 70 ng de plantilla plasmídica pKB-LacIQZalfa 
(equivalente a 25 ng de diana lacI) y 2,5 U de cada enzima para amplificar el fragmento lacIOZalfa de 1.386 Kb. Las 
condiciones de PCR fueron como se indica a continuación: La amplificación con Pfu y Pod se hizo en tampón Pfu 
(Fermentas); KOD y Kofu en Novagen tampón KOD 1. Concentraciones finales de MgCl2 2 mM, 0,4 µM cada uno de 30 
los cebadores M13-40 (GTTTTCCCAGTCACGAC (SEQ ID NO: 42)) y PKBlac-1R (GGTATCTTTATAGTCCTGTCG 
(SEQ ID NO: 43)) y 0,2 mM cada dNTP. Los parámetros de ciclado para Pfu y Pod fueron: 94 ºC 4 minutos, 30 x 
(94 ºC 15 segundos, 55 ºC 15 segundos, 72 ºC 3 minutos), 72 ºC 6 minutos. Los parámetros de ciclado para KOD y 
Kofu fueron: 94 ºC 2 minutos, 30 x (98 ºC 15 segundos, 55 ºC 2 segundos, 72 ºC 20 segundos), 72 ºC 30 segundos. 
 35 
El rendimiento de los productos de PCR se cuantificaron por medio de electroforesis en gel y se calculó el número 
de duplicaciones de la plantilla. Los productos de PCR se digirieron con XbaI, NcoI y DpnI, se purificaron en gel (sin 
exposición a luz UV) y se ligaron en pKB-LacIQZalfa digerido con XbaI-NcoI. E. coli se transformó con las mezclas 
de ligación y las células se pusieron en placas sobre placas de LB-Amp-X-gal. El número de colonias de color azul, 
colonias de color blanco y el número total de colonias se registraron. La tasa de error f se calculó como f = -ln(F)/(d x 40 
(pb)), donde F = fracción de colonias de color blanco ((colonias totales menos colonias de color azul)/colonias 
totales), d = número de duplicaciones de plantilla y b = 349 (únicamente se puntúan 349 pb del amplicón lacI). Se 
resumen resultados ejemplares en la Tabla 4. Como se muestra en la Tabla 4, Pfu y Kofu tienen una fidelidad similar 
y su fidelidad es mayor que la de KOD y Pod. 
 45 

Tabla 4: Fidelidad de KOD, Pfu, Kofu y Pod 

 
Colonias de color 

blanco 
Duplicaciones 

Colonias de color 
azul 

Colonias 
totales 

Fidelidad f (x 10-

6) 
KOD 21130 7,77 246 21376 4,27 
Pfu 19270 7,76 77 19347 1,47 

Kofu 12817 5,8 39 12856 1,50 
Pod 22039 7,19 221 22260 3,98 

 
Ejemplo 7. Ensayos de la capacidad de procesamiento 
 
La capacidad de procesamiento puede determinarse y calcularse usando ensayos descritos en (Wang y col. Nucl. 50 
Acids Res, 2004, 32(3): 1197-1207; y Von Hippel y col. NY Acad Sci 1994; 726: 118-131). En resumen, se añaden 
0,8 pmoles de un cebador marcado con 5'FAM (-40M13LFF, 5'FAM- 
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GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCC-3' (SEQ ID NO: 44)) a 1,6 pmoles de ADN ssM13mp18 en 
presencia de Tris-HCl 20 mM pH 8,0, KCl 25 mM, MgCl2 2,5 mM, dNTP 0,3 mM en un volumen de 16 l. El cebador 
se hibrida a la plantilla por calentamiento a 95 ºC durante 2 minutos seguido de enfriamiento lento a 72 ºC en un 
termociclador a una velocidad de 0,1 ºC/segundo, incubación durante 10 minutos a 72 ºC y enfriamiento adicional a 
0,1 ºC/segundo a 4 ºC. Las polimerasas se diluyeron en Tris-HCl 20 mM pH 8,0, KCl 25 mM. La plantilla cebada y 5 
las polimerasas diluidas se calientan a 72 ºC y la reacción se inicia añadiendo 4 l de polimerasa diluida a 16 l de 
plantilla cebada. Las polimerasas se diluyen para dar relaciones de polimerasa:plantilla de 1:10-1:10000. Las 
reacciones se terminan después de diversos puntos temporales añadiendo EDTA a una concentración final de 
10 mM. 
 10 
Las reacciones de extensión se analizaron en un analizador genético ABI 3130XL. La longitud media del producto se 
determina para cada reacción. La longitud media del producto se define como la longitud del producto a la que la 
intensidad de fluorescencia total de todos los productos hasta esa longitud equivale al 50 % de la suma de las 
intensidades de fluorescencia de todos los productos detectables. Las trazas para estas muestras donde la longitud 
media del producto no cambia con un cambio en la concentración de la polimerasa o el tiempo de incubación se 15 
usan para calcular la de procesamiento de acuerdo con Von Hippel y col. (Von Hippel y col. NY Acad Sci 1994; 
726:118-131). Cada pico (I) con un nivel de fluorescencia significativamente por encima del nivel de base se integra 
para dar la intensidad de fluorescencia de ese pico (ni). La intensidad de fluorescencia total (nT) es la suma de la 
fluorescencia de todos los picos. Los datos de integración se representan como log(ni/nT) frente a n-1, donde n es el 
número de nucleótidos incorporados. Los datos se adaptan a la siguiente ecuación: log(ni/nT) = (n-1)logPi + log(1-20 
Pi). Pi, el factor de capacidad de procesamiento microscópica, se define como la probabilidad de no terminar la 
extensión en la posición i. La longitud de extensión de cebador promedia se determina a partir de 1/(1-Pi). 
 
Ejemplo 8. Resistencia a la sal de KOD, Pfu, Kofu y Pod 
 25 
Estudios anteriores (Pavlov y col. (2002) Proc Natl Acad Sci. 99(21), 13510-13515; Wang y col. (2004) Nucl Acids 
Res. 32(3), 1197-1207) han mostrado que hay una relación directa entre el aumento de la tolerancia de las 
polimerasas a la sal y la capacidad de procesamiento de las polimerasas. Para todas las polimerasas ensayadas (de 
la familia A o la familia B), se descubrió que las polimerasas con un aumento de la tolerancia a la sal también tienen 
un aumento de la capacidad de procesamiento. Por lo tanto, se comparó la tolerancia a la sal de estas quimeras con 30 
la de las polimerasas precursoras como un indicador de la capacidad de procesamiento. 
 
La concentración de proteínas de las KOD, Pfu, Kofu y Pod purificadas se determinó usando un Bioanalyzer 2100 
(Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos) con el kit Protein 230 del mismo proveedor. Las polimerasas se 
ensayaron en PCR en tiempo real con cantidades crecientes de KCl añadido. Las reacciones se realizaron en un 35 
volumen de 20 l que contenía Tris-HCl 20 mM pH 8,0, (NH4)2SO4 6 mM, MgCl2 2 mM, DMSO al 3 %, 10 ng de 
polimerasa, 20 ng de ADN genómico humano, 0,3 mM cada dNTP, 0,25X SYBR verde (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
Estados Unidos). Se preparó una reserva diluida 20X SYBR verde en DMSO), 0,3 µM de cebador directo HPRT1-F1 
(5'-tttggaaacatctggagtcct -3' (SEQ ID NO: 40)) y 0,3 µM de cebador inverso HPRT1-R1(5'- gcccaaagggaactgatagtc -
3' (SEQ ID NO: 41)). Se añadió KCl a concentraciones finales de 10, 25, 50, 75, 100 o 125 mM. La amplificación por 40 
PCR se realizó en un termociclador de tiempo real Corbett 6000 HRM (Corbett Life Science, Sidney, Australia) con el 
siguiente protocolo de ciclado: 3 minutos a 95 ºC, 40 ciclos de (10 segundos a 95 ºC, 20 segundos a 60 ºC, 
20 segundos a 72 ºC, adquisición de datos), seguido de una etapa de análisis de curva de fusión de: ascenso de 
72 ºC a 95 ºC en etapas a 1 ºC, esperar durante 5 segundos antes de la adquisición de datos al final de cada etapa. 
Se analizaron 8 l de cada muestra en un gel de agarosa al 1,5 %. Se cargaron 5 l de mezcla Fermentas 45 
GeneRuler™, cat Nº SM0333 (Fermentas, Vilnius, Lituania) sobre el gel como un marcador de ADN. Se muestran 
resultados ejemplares en la figura 4. 
 
Ejemplo 9. Tolerancia a TMAC de KOD, Pfu, Kofu y Pod 
 50 
Las sales que contienen tetrametilamonio mejoran las reacciones por PCR como se muestra por Kovarova y col. 
(Kovarova, M. y Draber, P.; Nucl. Acids Res. (2000) 28(13) e70-). Una de dichas sales es cloruro de tetrametilamonio 
(TMAC). Por lo tanto, se comparó la tolerancia a TMAC de estas quimeras con la de las polimerasas precursoras. 
 
Las polimerasas se ensayaron por PCR en tiempo real con cantidades en aumento de TMAC añadido. Las 55 
reacciones se realizaron en un volumen de 20 l que contenía Tris-HCl 20 mM pH 8,0, (NH4)2SO4 6 mM, MgCl2 

2 mM, KCl 25 mM, 10 ng de polimerasa, 20 ng de ADN genómico humano, 0,3 mM cada dNTP, 0,25X SYBR Verde 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos. Se preparó una reserva diluida 20X SYBR Verde en DMSO), 0,3 µM de 
cebador directo HPRT1-F1 (5'-tttggaaacatctggagtcct -3' (SEQ ID NO: 40)) y 0,3 µM de cebador inverso HPRT1-
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R1(5'- gcccaaagggaactgatagtc -3' (SEQ ID NO: 41)). Se añadió TMAC a concentraciones finales de 0, 10, 20, 40, 60, 
80, 100 o 120 mM. La amplificación por PCR se realizó en un termociclador de tiempo real Corbett 6000 HRM 
(Corbett Life Science, Sidney, Australia) con el siguiente protocolo de ciclado: 3 minutos a 95 ºC, 40 ciclos de 
(10 segundos a 95 ºC, 20 segundos a 50 ºC, 20 segundos a 72 ºC, adquisición de datos), seguido de una etapa de 
análisis de curva de fusión de: ascenso de 72 ºC a 95 ºC en etapas a 1 ºC, esperar durante 5 segundos antes de la 5 
adquisición de datos al final de cada etapa. Se analizaron 8 l de cada muestra sobre un gel de agarosa al 1,5 %. Se 
cargaron 5 l de mezcla Fermentas GeneRuler™, cat no. SM0333 (Fermentas, Vilnius, Lituania) sobre el gel como 
un marcador de ADN. Se muestran resultados ejemplares en la figura 5. 
 
Ejemplo 10. Quimeras adicionales de polimerasa KOD y Pfus 10 
 
Este ejemplo está diseñado para mostrar que las posiciones en las que el intercambio entre dominios tiene lugar 
pueden variar. 
 
Se hacen quimeras adicionales intercambiando los dominios de palma y dedo de las polimerasas KOD y Pfu donde 15 
la posición exacta del intercambio varía ligeramente en comparación con las posiciones para Kofu y Pod. Se hace 
Kofu-II (SEQ ID NO: 26) reemplazando los residuos aminoacídicos 305 a 615 de KOD (SEQ ID NO: 12) con los 
aminoácidos 305 a 616 de Pfu (SEQ ID NO: 10). Pod-II (SEQ ID NO: 27) se hace reemplazando los aminoácidos 
305 a 616 de Pfu (SEQ ID NO: 10) con los aminoácidos 305 a 615 de KOD (SEQ ID NO: 12). 
 20 
Kofu-III (SEQ ID NO: 28) se hace reemplazando los residuos aminoacídicos 396 a 564 de KOD (SEQ ID NO: 12) con 
los aminoácidos 397 a 565 de Pfu (SEQ ID NO: 10). Pod-III (SEQ ID NO: 29) se hace reemplazando los aminoácidos 
397 a 565 de Pfu (SEQ ID NO: 10) con los aminoácidos 396 a 564 de KOD (SEQ ID NO: 12). 
 
La secuencia aminoacídica de las quimeras Kofu-II, Pod-II, Kofu-III y Pod-III se traducen de forma inversa y se 25 
optimizan con codón para su expresión en E. coli. Se añaden secuencias nucleotídicas adicionales que contienen 
sitios de restricción Eco31I a los extremos 5' y 3' de la construcción para facilitar la clonación en un vector de 
expresión. Más específicamente, las secuencias 5' y 3' pueden diseñarse de manera que las protuberancias, 
después de la digestión del ADN con Eco31I, sean complementarios con las protuberancias en un vector de 
expresión particular (por ejemplo, pKB). La optimización por codón y la síntesis génica se realizan por GeneArt 30 
Gmbh. La expresión y la purificación de las polimerasas quiméricas se realizan usando métodos conocidos en la 
técnica, por ejemplo, como se revisa, en la "Descripción detallada de la invención". La termoestabilidad, fidelidad, 
capacidad de procesamiento, resistencia a la sal y resistencia a TMAC de las polimerasas quiméricas se determinan 
como se describe en los Ejemplos 5 a 9. 
 35 
Ejemplo 11. Quimeras de polimerasas T. litoralis y 9 grados N-7 
 
Las quimeras 9Nli y Li9N están diseñadas en base al alineamiento en la figura 1. Pueden hacerse intercambiando 
los dominios de palma y dedo entre las ADN polimerasas de T. litoralis y Thermococcus sp. 9 grados N-7. La 
identidad de secuencia total entre estas dos polimerasas es del 77 % sobre el nivel aminoacídico. 40 
 
La quimera 9Nli puede hacerse reemplazando la región de palma y dedo de la polimerasa 9N con la región de palma 
y dedo de la polimerasa T. litoralis. En este ejemplo particular, 9Nli se hace reemplazando los aminoácidos 347 a 
580 de polimerasa 9N (SEQ ID NO: 18) con los aminoácidos 349 a 583 de polimerasa T. litoralis (SEQ ID NO: 19). 
La secuencia de la región codificante de 9Nli se proporciona como la SEQ ID NO: 20. 45 
 
La quimera LiN9 puede hacerse reemplazando el dominio de palma y dedo de la ADN polimerasa de T. litoralis con 
el dominio dedo de la ADN polimerasa de 9 grados Norte. En este ejemplo particular, LiN9 se hace reemplazando 
los aminoácidos 349 a 583 de polimerasa T. litoralis (SEQ ID NO: 19) con los aminoácidos 347 a 580 de polimerasa 
de 9 grados N-7 (SEQ ID NO: 18). La secuencia de la región codificante de LiN9 se proporciona como la SEQ ID 50 
NO: 21. 
 
Ejemplo 12. Quimeras de ADN polimerasas tipo B T. gorgonarius y T. zilligii  
 
Las quimeras GoZi y ZiGo están diseñadas en base al alineamiento en la figura 1. Se hacen intercambiando los 55 
dominios de palma y dedo entre las ADN polimerasas de T. gorgonarius y T. zilligii. La identidad de secuencia total 
entre estas dos polimerasas es del 94 % sobre el nivel aminoacídico. 
 
La quimera GoZi puede hacerse reemplazando la región de palma y dedo de la polimerasa T. gorgonarius con la 
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región de palma y dedo de la polimerasa T. zilligii. En este ejemplo particular, GoZi se hace reemplazando los 
aminoácidos 391 a 559 de polimerasa T. gorgonarius (SEQ ID NO: 22) con los aminoácidos 391 a 559 de 
polimerasa T. zilligii (SEQ ID NO: 23). La secuencia de la quimera GoZi resultante se proporciona como la SEQ ID 
NO: 24. 
 5 
La quimera ZiGo puede hacerse reemplazando el dominio de palma y dedo de la ADN polimerasa de T. zilligii con el 
dominio dedo de la ADN polimerasa de T. gorgonarius. En este ejemplo particular, ZiGo se hace reemplazando los 
aminoácidos 391 a 559 de polimerasa T. zilligii (SEQ ID NO: 23) con los aminoácidos 391 a 559 de polimerasa T. 
gorgonarius (SEQ ID NO: 22). La secuencia de la región codificante de ZiGo se proporciona como la SEQ ID NO: 25. 
 10 

Tabla 5. Secuencias 
 
Secuencias de ADN nativo de Pfu y KOD 
Secuencia 1 (SEQ ID NO: 1) 

Secuencia 2 (SEQ ID NO:2) 
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Secuencias optimizadas por codón de Pfu y KOD 
Secuencia 3 (SEQ ID NO: 3) 
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Secuencia 4 (SEQ ID NO:4) 
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Secuencia 5 (SEQ ID NO:5) 
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Secuencia 6 (SEQ ID NO:6) 

Secuencia 7 (SEO ID NO:7) 
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Secuencia 8 (SEQ ID NO:8) 
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Secuencias aminoacídicas de Pfu y KOD 
Secuencia 9 (SEQ ID NO: 9) 

Secuencia 10 (SEQ ID NO: 10) 

Secuencia 11 (SEQ ID NO: 11) 
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Secuencia 12 (SEQ ID NO: 12) 

Secuencias de ADN de quimeras Pod y Kofu 
Secuencia 13 (SEQ ID NO: 13) 
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Secuencia 14 (SEQ ID NO: 14) 

 
Secuencias aminoacídicas de quimeras Pod y Kofu 
Secuencia 15 (SEQ ID NO: 15) 

Secuencia 16 (SEQ ID NO: 16) 
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Secuencia 17 (SEQ ID NO: 17) 
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Secuencias aminoacídicas de ADN polimerasas de T. litoralis, Thermococcus sp. 9 grados N-7 y quimeras de 
las mismas. 
Secuencia 18 (SEQ ID NO: 18) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa Thermococcus sp. 9 grados N-7 (Nº ac. U47108) 

 
Secuencia 19 (SEQ ID NO: 19) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa T. litoralis (Nº ac. M74198.1) 
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Secuencia 20 (SEQ ID NO:20) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica 9Nli 

 
Secuencia 21 (SEQ ID NO:21) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica Li9N 

 
 
Secuencias aminoacídicas de ADN polimerasas de T. gorgonarius, T. zilligii y quimeras de las mismas. 
Secuencia 22 (SEQ ID NO:22) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa T. gorgonarius (Nº de ac. 4699806) 

 
Secuencia 23 (SEQ ID NO:23) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa T. zilligii 
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Secuencia 24 (SEQ ID NO:24) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica GoZi 

 
Secuencia 25 (SEQ ID NO:25) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica ZiGo 

 
Secuencias aminoacídicas de quimeras adicionales de ADN polimerasas KOD y Pfu. 
Secuencia 26 (SEQ ID NO:26) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica Kofu-II. 

 
Secuencia 27 (SEQ ID NO:27) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica Pod-II. 
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Secuencia 28 (SEQ ID NO:28) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica Kofu-III. 

 
Secuencia 29 (SEQ ID NO:29) 
Secuencia aminoacídica de ADN polimerasa quimérica Pod-III. 

 
EQUIVALENTES 
 
Los expertos en la técnica reconocerán, o serán capaces de determinar usando no más que la experimentación de 
rutina, muchos equivalentes a las realizaciones específicas de la invención descritos en el presente documento. El 
alcance de la presente invención no pretende limitarse a la Descripción anterior, sino que es como se expone en las 5 
reivindicaciones adjuntas. Los artículos "un", "uno", "el" y "la" como se usan en el presente documento en la 
memoria descriptiva y en las reivindicaciones, a menos que se indique claramente otra cosa, debe entenderse que 
incluyen las referencias al plural. Las reivindicaciones o descripciones que incluyen "o" entre uno o más elementos 
de un grupo se consideran satisfechos si uno, más de uno, o todos los elementos del grupo están presente, se 
emplean, o de otro modo son relevantes para un producto o proceso determinado, a menos que se indique lo 10 
contrario o sea evidente de otro modo a partir del contexto. La invención incluye realizaciones en la que 
exactamente un elemento del grupo está presente, se emplea o de otro modo, es relevante para un producto o 
proceso determinado. La invención también incluye realizaciones en las que más de uno, o todos los elementos del 
grupo están presentes, se emplean, o de otro modo son relevantes para un producto o proceso determinado. 
Cuando los elementos están presentes como listas, por ejemplo, en el grupo Markush o un formato similar, se 15 
entenderá que cada subgrupo de los elementos también se desvela, y cualquier elemento puede eliminarse del 
grupo. Ha de apreciarse que, en general, cuando la invención, o aspectos de la invención, se denominan como 
comprendiendo particulares elementos, características, etc., ciertas realizaciones de la invención o aspectos de la 
invención consisten, o consisten básicamente en dichos elementos. Con fines de simplicidad, estas realizaciones no 
se han expuesto específicamente en cada caso en el presente documento. 20 
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Ha de apreciarse que, a menos que se indique claramente otra cosa, en cualquier método reivindicado en el 
presente documento que incluya más de una acción, el orden de las acciones del método no se limita 
necesariamente al orden en el que las acciones del método se mencionan, sino que la invención incluye 
realizaciones en las que el orden está limitado de ese modo. 5 
 
LISTA DE SECUENCIAS 
 

<110> KapaBiosystems Faurholm, Bjarne McEwan, Paul Bourn, William Rush, Gavin 
 10 
<120> ADN Polimerasas quiméricas 
 
<130> 2006735-0016 
 
<150> 61/110.862 15 
<151> 03-11-2008 
 
<160> 45 
 
<170> PatentIn versión 3.5 20 
 
<210> 1 
<211> 2328 
<212> ADN 
<213> Pyrococcus furiosus 25 
 
<400> 1  
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<210> 2 
<211> 2325 
<212> ADN 5 
<213> Thermococcus sp. 
 
<400> 2  
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<210> 3 
<211> 2328 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia nucleotídica optimizada con codón de Pfu 
 
<400> 3  
 10 
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<210> 4 
<211> 2337 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia nucleotídica optimizada con codón de Pfu, 9 nt adicional en área 5' 
 10 
<400> 4  
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<210> 5 
<211> 2325 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
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<220> 
<223> Secuencia nucleotídica optimizada con codón de KOD 
 
<400> 5  5 
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<210> 6 
<211> 2334 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia nucleotídica optimizada con codón de KOD, 9 nt adicional en área 5'. 
 10 
<400> 6  
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<210> 7 
<211> 5017 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> pKB13 - Secuencia nucleotídica optimizada con codón de Pfu en vector pUC19 
 
<400> 7  10 
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<210> 8 
<211> 5017 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> pKB8 - Secuencia nucleotídica optimizada con codón de KOD en vector pUC19 
 
<400> 8  10 
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<210> 9 
<211> 775 
<212> PRT 
<213> Pyrococcus furiosus 5 
 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 778 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 

ES 2 571 446 T3

 



 
 

 58

 
<220> 
<223> Secuencia aminoacídica Pfu, 3 aa adicionales en área 5'. 
 
<400> 10  5 
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<210> 11 
<211> 774 
<212> PRT 
<213> Thermococcus sp. 5 
 
<400> 11  
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<210> 12 
<211> 777 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia aminoacídica KOD, 3 aa adicionales en área 5'. 
 
<400> 12  10 
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<210> 13 
<211> 2334 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia nucleotídica optimizada con codón Pod 
 
<400> 13  10 
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<210> 14 
<211> 2337 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia nucleotídica optimizada con codón Kofu 
 
<400> 14  10 
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<210> 15 
<211> 777 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
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<220> 
<223> Secuencia aminoacídica Pod 
 
<400> 15  5 
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<210> 16 
<211> 778 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia aminoacídica Kofu 
 
<400> 16  10 
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<210> 17 
<211> 3778 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> pLACIQZa 
 
<400> 17  10 
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<210> 18 
<211> 775 
<212> PRT 
<213> Thermococcus sp. 5 
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<400> 18  
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<210> 19 
<211> 774 
<212> PRT 
<213> Thermococcus litoralis 5 
 
<400> 19  
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<210> 20 
<211> 776 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica 9Nli 
 
<400> 20  10 
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<210> 21 
<211> 773 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 

ES 2 571 446 T3

 



 
 

 90

 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica Li9N 
 
<400> 21  5 
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<210> 22 
<211> 773 
<212> PRT 
<213> Thermococcus sp. 5 
 
<400> 22  
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<210> 23 
<211> 773 
<212> PRT 
<213> Thermococcus sp. 5 
 
<400> 23  
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<210> 24 
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<211> 773 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica GoZi 5 
 
<400> 24  
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<210> 25 
<211> 773 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica ZiGo 
 
<400> 25  10 
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<210> 26 
<211> 778 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica Kofu-II 
 
<400> 26  10 
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<210> 27 
<211> 777 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica Pod-II 
 
<400> 27  10 
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<210> 28 
<211> 777 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica Kofu-III 
 
<400> 28  10 
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<210> 29 
<211> 778 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> ADN polimerasa quimérica Pod-III 
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<400> 29  
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<210> 30 
<211> 150 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (1)..(2) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (4)..(10) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (13)..(13) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (15)..(20) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (22)..(26) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (28)..(30) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (32)..(41) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (44)..(49) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (53)..(57) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (59)..(61) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (63)..(64) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (66)..(67) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (69)..(73) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (78)..(89) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (91)..(92) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (94)..(95) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (98)..(110) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 50 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (112)..(113) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 55 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (115)..(130) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (132)..(133) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (135)..(141) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (143)..(144) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (147)..(149) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 20 
 
<400> 30  

 
<210> 31 

ES 2 571 446 T3

 



 
 

 123

<211> 83 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (1)..(2) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (4)..(7) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (9)..(12) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (14)..(15) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (17)..(20) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (22)..(24) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (26)..(33) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (35)..(38) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (41)..(41) 50 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (46)..(49) 55 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (51)..(55) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (57)..(57) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (60)..(64) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (67)..(72) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (74)..(75) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (77)..(77) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (79)..(83) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<400> 31  

 
<210> 32 35 
<211> 137 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 40 
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<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (1)..(16) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (19)..(20) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (22)..(25) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (27)..(34) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (37)..(38) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (41)..(42) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (44)..(48) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (50)..(50) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (52)..(56) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (58)..(58) 50 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (61)..(63) 55 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (65)..(72) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 5 
<222> (74)..(76) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 10 
<222> (78)..(81) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 15 
<222> (83)..(84) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 20 
<222> (86)..(87) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 25 
<222> (88)..(92) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 30 
<222> (94)..(94) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 35 
<222> (96)..(96) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 40 
<222> (98)..(98) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 45 
<222> (101)..(103) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 50 
<222> (107)..(107) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 55 
<222> (109)..(110) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
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<221> Xaa 
<222> (112)..(129) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 5 
<221> Xaa 
<222> (131)..(133) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (136)..(137) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<400> 32  15 

 
<210> 33 
<211> 83 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 20 
 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no H 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (13)..(13) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (16)..(16) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (21)..(21) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (25)..(25) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (39)..(39) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no G 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (39)..(39) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (40)..(40) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 40 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (42)..(42) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 45 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (43)..(43) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 50 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (44)..(44) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no V 55 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (45)..(45) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no D 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (50)..(50) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (56)..(56) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (58)..(58) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (59)..(59) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (65)..(65) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no L 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (66)..(66) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (73)..(73) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (76)..(76) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (78)..(78) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no V 
 
<400> 33  

 
 50 

ES 2 571 446 T3

 



 
 

 130

 
<210> 34 
<211> 146 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (11)..(11) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no N 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (12)..(12) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (14)..(14) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (21)..(21) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (27)..(27) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (31)..(31) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no S 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (42)..(42) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (43)..(43) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (44)..(44) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (50).. (50) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (51)..(51) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (52)..(52) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no V 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (58)..(58) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no S 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (62)..(62) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no P 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (65)..(65) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 40 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (68)..(68) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 45 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (74)..(74) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 50 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (75)..(75) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no L 55 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (76)..(76) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (77)..(77) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (86)..(86) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no M 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (89)..(89) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (92)..(92) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no M 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (93)..(93) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (107)..(107) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no H 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (110)..(110) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (127)..(127) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (130)..(130) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (138)..(138) 50 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no D 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (141)..(141) 55 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 
 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (142)..(142) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 
<220> 
<221> Xaa 5 
<222> (146)..(146) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no S 
 
<400> 34  

 10 
<210> 35 
<211> 137 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 15 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 
<221> Xaa 20 
<222> (17)..(17) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 
 
<220> 
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<221> Xaa 
<222> (18)..(18) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 5 
<221> Xaa 
<222> (21)..(21) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no H 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (26)..(26) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (35)..(35) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (36)..(36) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no Q 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (39)..(39) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (40)..(40) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no N 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (43)..(43) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (49)..(49) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (51)..(51) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no Y 
 
<220> 50 
<221> Xaa 
<222> (57)..(57) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no P 
 
<220> 55 
<221> Xaa 
<222> (59)..(59) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no H 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (60)..(60) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (64)..(64) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (73)..(73) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (77)..(77) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (82)..(82) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (85)..(85) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no M 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (88)..(88) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no G 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (93)..(93) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (95)..(95) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no D 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (97)..(97) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no P 
 50 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (99)..(99) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no S 
 55 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (100)..(100) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no N 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (104)..(104) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no L 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (105)..(105) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (106)..(106) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (108)..(108) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no Y 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (111)..(111) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (130)..(130) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no L 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (134)..(134) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (135)..(135) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no G 40 
 
<400> 35  
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<210> 36 
<211> 170 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (1)..(1) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (3)..(14) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (16)..(32) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (34)..(37) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (39)..(40) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (42)..(47) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (49)..(52) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (54)..(62) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 5 
<222> (64)..(72) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 10 
<222> (74)..(76) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 15 
<222> (78)..(78) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 20 
<222> (80)..(83) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 25 
<222> (86)..(91) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 30 
<222> (93)..(95) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 35 
<222> (97)..(100) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 40 
<222> (102)..(108) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 45 
<222> (110)..(126) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 50 
<222> (128)..(129) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 55 
<222> (134)..(135) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
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<221> Xaa 
<222> (137)..(139) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 5 
<221> Xaa 
<222> (141)..(149) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (146)..(146) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (148)..(151) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (154)..(158) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (162)..(162) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (165)..(168) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (170)..(170) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<400> 36  40 
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<210> 37 
<211> 170 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (2)..(2) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (15)..(15) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no S 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (33)..(33) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (38)..(38) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (41)..(41) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no V 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (48)..(48) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (53)..(53) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no F 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (63)..(63) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no D 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (73)..(73) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (77)..(77) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (79)..(79) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (84)..(84) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (85)..(85) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no K 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (92)..(92) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (96)..(96) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (101)..(101) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no Y 
 50 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (109)..(109) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no R 
 55 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (127)..(127) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no E 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (130)..(130) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (131)..(131) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no M 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (132)..(132) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (133)..(133) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (136)..(136) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (140)..(140) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no Y 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (145)..(145) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no I 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (147)..(147) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no S 40 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (152)..(152) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no F 45 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (153)..(153) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no F 50 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (159)..(159) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 55 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (160)..(160) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no D 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (161)..(161) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no A 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (163)..(163) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no T 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (164)..(164) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no V 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (169)..(169) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico, pero no M 
 
<400> 37  
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<210> 38 
<211> 777 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (1)..(4) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (6).. (10) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (12)..(17) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (19)..(24) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (26)..(29) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (31)..(34) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (36)..(37) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (39)..(42) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 50 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (44)..(46) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 55 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (48)..(55) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (57)..(60) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (63)..(63) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (68)..(71) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (73)..(77) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (79)..(79) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (82)..(86) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (89)..(94) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (96)..(97) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (99)..(99) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (101)..(106) 50 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (108)..(109) 55 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (111)..(126) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 5 
<222> (128)..(131) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 10 
<222> (133)..(136) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 15 
<222> (138)..(152) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 20 
<222> (155)..(157) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 25 
<222> (159)..(165) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 30 
<222> (168)..(168) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 35 
<222> (170)..(175) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 40 
<222> (177)..(181) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 45 
<222> (183)..(185) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 50 
<222> (187)..(196) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 55 
<222> (200)..(204) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
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<221> Xaa 
<222> (208)..(212) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 5 
<221> Xaa 
<222> (219)..(216) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (218)..(219) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (221)..(222) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (224)..(228) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (233)..(242) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (244)..(245) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (247)..(248) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (251)..(263) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (265)..(266) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 50 
<221> Xaa 
<222> (268)..(283) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 55 
<221> Xaa 
<222> (285)..(286) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (288)..(294) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (296)..(297) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (300)..(302) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (304)..(311) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (313)..(319) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (321)..(332) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (334)..(338) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (340)..(341) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (343)..(368) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (370)..(374) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 50 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (376)..(376) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 55 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (378)..(378) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (381)..(384) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (386)..(387) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (389)..(390) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (392)..(396) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (398)..(409) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (411)..(427) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (429)..(432) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (434)..(435) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 40 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (437)..(942) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 45 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (444)..(947) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 50 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (449)..(957) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 55 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (459)..(467) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (469)..(471) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (473)..(473) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (475)..(478) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (481)..(486) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (488)..(490) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (492)..(495) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (497)..(503) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (505)..(521) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (523)..(524) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (529)..(530) 50 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (532)..(534) 55 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (536)..(539) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 5 
<222> (541)..(541) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 10 
<222> (543)..(546) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 15 
<222> (549)..(553) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 20 
<222> (557)..(557) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 25 
<222> (560)..(563) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 30 
<222> (565)..(566) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 35 
<222> (568)..(571) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 40 
<222> (573)..(576) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 45 
<222> (578)..(595) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 50 
<222> (597)..(605) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 55 
<222> (608)..(631) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
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<221> Xaa 
<222> (634)..(635) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 5 
<221> Xaa 
<222> (637)..(640) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (642)..(649) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (652)..(653) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (656)..(657) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (659)..(663) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (665)..(665) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (667)..(671) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (673)..(673) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (676)..(678) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 50 
<221> Xaa 
<222> (680)..(687) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 55 
<221> Xaa 
<222> (689)..(691) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (693)..(696) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (698)..(699) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (701)..(702) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (704)..(707) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (709)..(709) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (711)..(711) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (713)..(713) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (716)..(718) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (722)..(722) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (724)..(725) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 50 
<221> Xaa 
<222> (727)..(744) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 55 
<221> Xaa 
<222> (746)..(748) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (751)..(768) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (771)..(772) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (775)..(775) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<400> 38  
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<210> 39 
<211> 777 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia Consenso 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (1)..(1) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (3)..(3) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (8)..(8) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (10)..(10) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (13)..(13) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (15)..(16) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (20)..(20) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (22)..(23) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (27)..(29) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (32)..(33) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (49)..(55) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (57)..(57) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (63)..(63) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (68)..(71) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (73)..(73) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (77)..(77) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 40 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (79)..(79) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 45 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (84)..(84) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 50 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (86)..(86) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 55 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (96)..(97) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (99) .. (99) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (101)..(102) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (104) .. (105) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (124)..(124) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (134)..(134) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (136)..(136) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (138)..(140) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (145)..(145) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (150)..(150) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (156)..(157) 50 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (165)..(165) 55 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (175)..(175) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 5 
<222> (188)..(188) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 10 
<222> (194) .. (196) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 15 
<222> (208)..(208) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 20 
<222> (210)..(210) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 25 
<222> (216)..(216) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 30 
<222> (221)..(221) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 35 
<222> (225)..(225) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 40 
<222> (228)..(228) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 45 
<222> (233)..(233) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 50 
<222> (235) .. (239) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 55 
<222> (244) .. (245) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 

ES 2 571 446 T3

 



 
 

 162

<221> Xaa 
<222> (248) .. (248) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 5 
<221> Xaa 
<222> (254) .. (254) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (258)..(258) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (263)..(263) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (265) .. (266) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (268) .. (268) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (270)..(270) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (276)..(276) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (278)..(279) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (283) .. (283) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 50 
<221> Xaa 
<222> (285)..(285) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 55 
<221> Xaa 
<222> (288)..(288) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (290) .. (290) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (292)..(294) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (300)..(300) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (304)..(310) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (319)..(319) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (322)..(322) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (326)..(326) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (329) .. (329) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (334)..(334) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (336)..(337) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 50 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (341)..(341) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 55 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (343)..(343) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (347)..(347) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (358)..(358) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (361)..(362) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (365)..(365) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (376)..(376) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (381)..(381) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (383)..(384) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (386)..(386) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 40 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (390)..(390) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 45 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (393)..(393) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 50 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (401)..(405) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 55 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (408)..(409) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (417)..(418) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (427)..(427) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (430)..(430) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (432)..(432) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (439)..(439) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (442) .. (442) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (455)..(455) 35 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (457)..(457) 40 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (460) .. (462) 45 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (465)..(466) 50 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (469) .. (469) 55 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
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<222> (471) .. (471) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 5 
<222> (473)..(473) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 10 
<222> (477) .. (477) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 15 
<222> (481) .. (481) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 20 
<222> (489) .. (489) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 25 
<222> (493)..(493) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 30 
<222> (500)..(500) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 35 
<222> (503)..(503) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 40 
<222> (509)..(510) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 45 
<222> (518)..(518) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 50 
<222> (529)..(529) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 55 
<222> (533)..(534) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
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<221> Xaa 
<222> (539) .. (539) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 5 
<221> Xaa 
<222> (557)..(557) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 10 
<221> Xaa 
<222> (561)..(563) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 15 
<221> Xaa 
<222> (565)..(565) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 20 
<221> Xaa 
<222> (568)..(568) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 25 
<221> Xaa 
<222> (573)..(573) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 30 
<221> Xaa 
<222> (584)..(584) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 35 
<221> Xaa 
<222> (587)..(587) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 40 
<221> Xaa 
<222> (593)..(593) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 45 
<221> Xaa 
<222> (599)..(599) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 50 
<221> Xaa 
<222> (604)..(605) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 55 
<221> Xaa 
<222> (613)..(613) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (620)..(621) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 5 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (626)..(626) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 10 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (628)..(628) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 15 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (635)..(635) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 20 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (637)..(638) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 25 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (640) .. (640) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 30 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (644)..(645) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 35 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (647)..(649) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 40 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (652)..(653) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 45 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (657)..(657) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 50 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (660)..(660) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 55 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (673)..(673) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
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<220> 
<221> Xaa 
<222> (677)..(677) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 5 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (685)..(685) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 10 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (690)..(691) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 15 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (694)..(696) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 20 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (701) .. (701) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 25 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (705) .. (706) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 30 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (713)..(713) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 35 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (717)..(717) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 40 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (724)..(725) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 45 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (729) .. (729) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 50 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (732)..(733) 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 55 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (747)..(747) 
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<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (754)..(757) 5 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (759) .. (760) 10 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (762)..(764) 15 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (766)..(766) 20 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (772)..(772) 25 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<220> 
<221> Xaa 
<222> (775)..(775) 30 
<223> Xaa es cualquier aminoácido o un enlace peptídico 
 
<400> 39  
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<210> 40 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 40 10 

 
21   tttggaaaca tctggagtcc t 

 
<210> 41 
<211> 21 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 41 

 
21   gcccaaaggg aactgatagt c 

 25 
<210> 42 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 42 

 35 
17   gttttcccag tcacgac 
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<210> 43 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 43 10 
 
21   ggtatcttta tagtcctgtc g 
 
<210> 44 
<211> 34 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 44 
 
34   gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggcc 
 25 
<210> 45 
<211> 775 
<212> PRT 
<213> Pyrococcus sp. GB-D 
 30 
<400> 45  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una ADN polimerasa quimérica que comprende la secuencia aminoacídica de SEQ ID NO: 16, que 
contiene el dominio N-terminal, el dominio 3'-5' exonucleasa y el dominio de pulgar de polimerasa KOD y el dominio 
de la palma y los dedos de polimerasa Pfu. 5 
 
2. Una ADN polimerasa quimérica que contiene una secuencia aminoacídica al menos un 95 % idéntica 
a la secuencia aminoacídica de SEQ ID NO: 16 como se ha definido en la reivindicación 1, en la que la polimerasa 
quimérica está caracterizada con una mayor fidelidad que la polimerasa KOD y mayor capacidad de procesamiento, 
tasa de elongación, resistencia a la sal, termoestabilidad o tolerancia a TMAC que la polimerasa Pfu. 10 
 
3. La ADN polimerasa quimérica de la reivindicación 2, en la que dicha ADN polimerasa quimérica 
contiene una secuencia aminoacídica al menos un 96 % idéntica a la SEQ ID NO: 16. 
 
4. La ADN polimerasa quimérica de la reivindicación 2, en la que dicha ADN polimerasa quimérica 15 
contiene una secuencia aminoacídica al menos un 97 % idéntica a la SEQ ID NO: 16. 
 
5. La ADN polimerasa quimérica de la reivindicación 2, en la que dicha ADN polimerasa quimérica 
contiene una secuencia aminoacídica al menos un 98 % o un 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 16. 
 20 
6. Una secuencia nucleotídica que codifica una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores. 
 
7. Un kit que comprende una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 
 25 
8. Un vector o célula que comprende la secuencia nucleotídica de la reivindicación 6. 
 
9. Uso de una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en un método 
de síntesis de ADN. 
 30 
10. Uso de una ADN polimerasa quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en un método 
de aplicación de un fragmento de ADN. 
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