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ES 2575005 T3

Método de sintesis de variantes de polinucle6tidos
Descripcion
1. ANTECEDENTES

[0001] Diversas técnicas de evolucion dirigida basadas en in silico e in vitro de la funcién de proteina han permitido
la generacion de proteinas con propiedades novedosas. Por ejemplo, las enzimas del citocromo P450 han sido
evolucionadas para tener actividad contra los sustratos normalmente no reconocidos por la enzima de origen natural
(véase, por ejemplo, Landwehr et al, 2007, Chem Biol 14 (3): 269-78; Kubo et al., 2006 , Chemistry 12(4):1216-20.).
Tipicamente, para la generacion de tales nuevas enzimas, un polinucleétido que codifica un polipéptido de
referencia, tal como una enzima de tipo silvestre, se somete a mutagénesis para generar polinucleétidos que
codifican variantes de polipéptidos con cambios en la secuencia de aminoacidos. El examen de las variantes para
una propiedad deseada, tal como una mejora en una estabilidad de la enzima o actividad frente a nuevos sustratos,
permite la identificacion de los residuos de amino&cidos asociados con la propiedad cambiada. Sin embargo, no
todas las combinaciones de las mutaciones estaran presentes en la poblacion de variantes seleccionadas. Por
ejemplo, una mutacién asociada con la estabilidad térmica de una enzima no puede ser encontrada en asociacion
con una mutacion asociada con un cambio en la especificidad de sustrato. Este sesgo en la poblaciéon puede surgir
de varios factores, incluyendo, entre otros, la secuencia de aminoacidos parental codificada por el polinucleétido
usado para la mutagénesis, es posible la seleccion en contra de la combinacion durante la propagacion in vitro del
polinucledtido, y el sesgo en la técnica utilizada para la mutagénesis (por ejemplo, uso de polimerasas de introducir
errores). EE.UU. 6,153,410 muestra un método para la mutagénesis in vitro y la recombinacién de secuencias de
polinucleétidos basadas en extension de polimerasa catalizada de oligonucleétidos cebadores.

[0002] Debido a que las mutaciones en las posiciones de residuos de aminoacidos definidas de una secuencia de
polipéptido de referencia pueden proporcionar una gran cantidad de informacion acerca de las actividades bioldgicas
del polipéptido, una vez que se han identificado mutaciones inicialmente, es deseable preparar varias combinaciones
de las mutaciones no se encuentran en la inicial conjunto de variantes seleccionados que pueden ser probados para
la propiedad deseada. La seleccion basada In silico de mutaciones definidas o conjuntos de mutaciones
proporcionan un marco para la generacion de un gran numero de posibles combinaciones de mutaciones. por
ejemplo, las mutaciones que afectan a la especificidad de sustrato se pueden combinar con mutaciones que afectan
otras propiedades de las enzimas, incluyendo, entre otros, la actividad enzimatica, estabilidad térmica, y el inhibidor
de la resistencia. Tipicamente, el enfoque para la generacion de estos polipéptidos que tienen nuevas
combinaciones de mutaciones es la sintetizacion de especies individuales (es decir, la sintesis de cada
polinucleétido que codifica el gen mutante). Esto se puede lograr mediante sintesis quimica y/o enzimatica del
polinucleétido en combinacion con técnicas de recombinacion estandar. Tales técnicas de sintesis de novo requieren
la sintesis de la totalidad de genes de cada variante de polinucleétido y/o sintesis de un gran nimero de cebadores
de oligonucleétidos que luego se utilizan para sintetizar la variante de polinucleétido entero (por ejemplo, a través de
ION-PCR). Estas técnicas requieren mas sintesis de oligonucleétidos y dan como resultado menores rendimientos
de variantes que tienen la secuencia correcta. En consecuencia, si el conjunto de datos de mutaciones es grande, el
costo y la eficiencia de la generacion de las combinaciones de mutacién pueden limitar la capacidad para detectar
un gran ndmero de nuevas combinaciones. Por lo tanto, los métodos eficaces y rentables de generar polinucledtidos
que codifican combinaciones de mutaciones definidas son deseables.

2. RESUMEN

[0003] La presente invencion proporciona un método de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétido
que tienen cada uno al menos una diferencia de nucleétidos definida en relacion con una secuencia de
polinucledtidos de referencia, comprendiendo el método: (a) amplificar por separado una plantilla de polinucleétido
de referencia con cada uno de una pluralidad de pares de cebadores directo e inverso, en el que la pluralidad de
pares de cebadores directo e inverso comprende la pluralidad de diferencias de nucleétidos definidas y en el que
cada par genera un amplicon que comprende una secuencia capaz de unirse a una secuencia de solapamiento
adyacente de al menos otro amplicon, generando de este modo una biblioteca direccionable de amplicones en el
que: (i) la biblioteca de amplicones comprende elementos para el montaje de dos o mas diferentes variantes de
polinucleétido que comprende diferencias de nucle6tidos definidas en relacién con la secuencia de polinucleétidos
de referencia; y (ii) los miembros de la biblioteca estan dispuestos en lugares distintos posicionalmente sobre un
sustrato; (b) ensamblar por separado una pluralidad de conjuntos de amplicones, en el que cada conjunto
comprende amplicones que tienen secuencias adyacentes superpuestas capaces de unirse para formar la longitud
completa de la secuencia de polinuclettidos de referencia; (c) la replicacion de la pluralidad de conjuntos de
amplicones reunidos, generando de ese modo una biblioteca direccionable de variantes de polinucledtido en el que
los miembros de la biblioteca estan dispuestos en lugares distintos posicionalmente sobre un sustrato.

[0004] La invencién también proporciona una biblioteca direccionable de amplicones que comprenden una pluralidad
de amplicones, en el que cada miembro de la biblioteca de los amplificones comprende al menos una diferencia de
nucleétidos definida en relacion con una secuencia de polinucledtidos de referencia y una regién adyacente
superpuesta capaz de unirse a la regién adyacente superposicion de al menos otro amplicon en la biblioteca, en el

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2575005 T3

que la pluralidad de amplicones comprenden una pluralidad de conjuntos de amplicones capaces de unirse para
formar la longitud completa de la secuencia de polinucleétidos de referencia, en el que la pluralidad de amplicones
comprende miembros para el montaje de dos o mas differentes variantes de polinucleétido de longitud completa que
comprende diferencias de nucleétidos definidas con respecto a la secuencia de polinucleétido de referencia, en el
que: (i) al menos uno de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende miembros para el montaje de una
variante de polinucleétido que comprende al menos 5 diferencias de nucleétidos definidas en relacién con la
secuencia de polinucleétidos de referencia; (ii) al menos uno de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende
al menos 3 diferentes amplicones; o (iii) la longitud de la secuencia de polinucleétidos de referencia es de al menos
500 pb, y en el que los miembros de la biblioteca estan dispuestos en ubicaciones distintas posicionalmente sobre
un sustrato.

[0005] La presente descripcion se refiere a métodos de generacion eficiente de polinucleétidos que tienen diferentes
combinaciones de cambios de secuencia definidos (por ejemplo, mutaciones de aminoacidos deseadas) en
comparacién con una secuencia de polinucleétido de referencia. Los métodos se basan en el uso de una biblioteca
de fragmentos de polinucledétidos (es decir, amplicones) que tienen regiones adyacentes se superponen de manera
gue un conjunto de los fragmentos de polinucleétidos pueden ser ensamblados para generar una pluralidad de
variantes de polinucledtido que tienen cada uno un conjunto definido de cambios de secuencia. Cebadores
delanteros y traseros seleccionados se utilizan para introducir los cambios de secuencia mediante la amplificacion
de una plantilla de polinuclettido de referencia y por lo tanto generar fragmentos de polinucleétido que comprende la
secuencia de los cambios definidos. La biblioteca esta disefiada para tener suficientes fragmentos de polinucleétidos
para ensamblar al menos dos secuencias variantes de polinucleétidos diferentes. En algunas realizaciones, la
biblioteca de fragmentos de polinucleétidos contiene miembros que tienen todas las diferencias definidas en la
secuencia de polinucleétido (por ejemplo, cambios de nucleétidos deseados) en comparacion con una secuencia de
referencia de tal manera que todas las permutaciones de la secuencia se pueden montar. En algunas realizaciones,
los polinucleétidos pueden ser disefiados para codificar polipéptidos que tienen diferencias definidas en la secuencia
de aminoacidos en comparacion con una secuencia de aminoacidos de referencia.

[0006] Los procedimientos de la presente descripcién son capaces de producir grandes bibliotecas de secuencias
variantes de polinucleétidos que tienen diferencias de nucleétidos definidas (por ejemplo, bibliotecas de 10, 50, 100,
150, o més variantes, cada uno con 1, 2, 3, 5, 9, 12, 15, 0 mas, cambios deseados), con relativamente pocos (por
ejemplo, en comparacién con los métodos de sintesis de genes enteros), y oligonucleétidos relativamente cortos
(por ejemplo, 35-mer o menos), y en el que el porcentaje medio de secuencias correctas es sorprendentemente alto
(por ejemplo, al menos 65%, 75%, 85%, 95%, 0 mas).

[0007] En algunas realizaciones, el método de formacion de los polinucleédtidos que codifican variantes de
polipéptidos puede comprender: la seleccion de una pluralidad de diferencias de restos de aminoacidos definidos
relativos a una secuencia de aminoacidos de referencia; la definicibn de segmentos de superposicion de una
secuencia de polinucleétido que codifica el polipéptido con la diferente secuencia de aminoacidos o la secuencia de
aminoéacidos de referencia, cada segmento estando limitada por un conjunto de avance y retroceso secuencias de
cebador de union y en el que una diferencia en la secuencia de polinucleétidos que codifica cada una de la
pluralidad de diferencias de residuos de aminoacido se engloban en la secuencia de unién a cebador; amplificando
cada segmento con el conjunto de cebadores directo e inverso, en el que cebadores delanteros y/o trasteros
seleccionados contienen las diferencias de secuencia de polinucleétidos, para generar una biblioteca de amplicones
que comprenden miembros que codifican diferencias de residuo de aminoacido, en las que la biblioteca comprende
elementos para el montaje de dos o més diferentes permutaciones de secuencias de aminoécidos de las diferencias
de aminoécidos definidas; el montaje de la biblioteca de un conjunto de amplicones que tienen regiones adyacentes
solapadas complementarias, en las que el conjunto de amplicones juntos codifican el polipéptido con una
permutacion de secuencia de aminoacidos definida que tiene una o mas diferencias de residuos de aminoacidos; y
replicar el conjunto de amplicones ensamblados para sintetizar el polinucleétido que codifica el polipéptido.

[0008] Ademas se describen aqui métodos de generacién de la biblioteca de fragmentos de polinucledtidos, donde
el método comprende: (a) la generacién de una pluralidad de permutaciones de secuencias de aminoacidos que
difieren de una secuencia de aminoacidos de referencia basado en una pluralidad de diferencias de restos de
aminoacidos definida a partir de la secuencia de referencia de aminoacidos, y para cada permutacion; (i) la
determinacién de una secuencia de polinucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de permutacion
basada en una secuencia de polinucleétidos de referencia; (ii) la identificacién de un cambio en la secuencia de
polinucledtidos que codifica una diferencia de residuo de aminoacido en comparacién con una secuencia de
aminoacidos de referencia, y la determinacién de la proximidad de un cambio de vecino mas préximo en la
secuencia de polinucleétido que codifica otra diferencia de residuo de aminoacido en la secuencia de aminoacidos
de permutacion; (iii) seleccionar un cebador de oligonuctedtido delantero que tiene una secuencia que codifica la
diferencia de residuos de aminoéacidos y, opcionalmente, incluyendo el cambio del vecino mas préximo en la
secuencia de polinucledtido en el mismo cebador de oligonucle6tidos delanteros si la proximidad del primer cambio
en la secuencia de polinucleétido; (iv) la identificacién del siguiente cambio en la secuencia de polinucleétido o hasta
que se alcance el extremo del polinucledtido, y la seleccion de un cebador inverso de oligonucle6tido para amplificar
un fragmento de polinucleétido con los cebadores delanteros de oligonucleétidos, en el que el cebador inverso
codifica opcionalmente el proximo cambio en diferencias de residuo de aminoécidos; (v) la reiteraciéon de pasos (ii) a
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(iv) para cada cambio en la secuencia de polinucleétido que codifica una diferencia de residuos de aminoacidos de
tal manera que todos los cambios en la secuencia de polinucleétidos estan presentes en los cebadores de
oligonucledtidos; y (b) amplificar con cada conjunto de cebadores delanteros y traseros de oligonucleétidos para
generar la biblioteca de amplicones que tienen miembros que codifican diferencias de residuos de aminoacidos
superpuestos.

[0009] En otro aspecto, la presente descripcién proporciona biblioteca de tales fragmentos de polinucleétidos (es
decir, amplicones) para el montaje de los polinucleétidos. En algunas realizaciones, la pluralidad de fragmentos de
polinucleétido comprende fragmentos de polinucleétidos con la superposicién de las regiones adyacentes, cada
fragmento de polinucleétido de ser limitada por las secuencias de unidn del cebador para los cebadores delanteros y
traseros, en el que la pluralidad de fragmentos de polinucledétidos tienen miembros que codifican en las secuencias
de unién a una diferencia de residuo de aminoacido especifica a partir de una pluralidad definida de las diferencias
de residuos de aminoacidos con respecto a una secuencia de aminoacidos de referencia de tal manera que la
pluralidad de fragmentos de polinucleétido codifica toda una pluralidad seleccionada de diferencias de restos de
aminoacidos de la pluralidad definida de diferencias de restos de aminoacidos; y en el que la pluralidad de fragmento
de polinucledtido comprende miembros para el montaje de dos o mas diferentes permutaciones de secuencias de
aminoacidos de las diferencias de aminoacidos definidas. En algunas realizaciones, la pluralidad de fragmentos de
polinucleétido comprende miembros suficientes para el montaje de la totalidad de las permutaciones de secuencia
de aminoacidos posible de la pluralidad seleccionada de las diferencias de residuo de aminoécido.

[0010] En otro aspecto, la presente descripcion proporciona un método para sintetizar una pluralidad de variantes de
polinucledtido que tienen cada una una diferencia de nucleétidos definida en relaciébn con una secuencia de
polinucleétidos de referencia, en el que el método comprende: (a) la amplificacién por separado de una plantilla de
polinucleétido de referencia con cada uno de una pluralidad de pares de cebadores delanteros y traseros, en el que
la pluralidad de pares de cebadores delanteros y traseros comprende la pluralidad de diferencias de nucleétidos
definidas y en el que cada par genera un amplicon que comprende una secuencia capaz de unirse a una secuencia
de solapamiento adyacente de al menos otro amplicdn; (b) ensamblar por separado una pluralidad de conjuntos de
amplicones, en el que cada conjunto comprende amplicones que tienen secuencias adyacentes superpuestas
capaces de unirse para formar la longitud completa de la secuencia de polinucledtidos de referencia; y (c) la
replicacién de la pluralidad de conjuntos de amplicones ensamblados, sintetizando de ese modo una pluralidad de
variantes de polinucledétidos.

[0011] En otra realizacion, la descripcion proporciona un método para sintetizar una pluralidad de variantes de
polinucleétido que tienen cada uno una diferencia de nucleétidos definida en relacion con una secuencia de
polinucleétidos de referencia, comprendiendo el método: (a) la seleccion de una pluralidad de diferencias de
nucleétidos definida en relacion con la secuencia de polinucleétidos de referencia; (b) que define una pluralidad de
segmentos de la secuencia de polinucleétidos de referencia, en el que cada segmento se solapa con al menos un
segmento adyacente y esta delimitada por un par de secuencias de unidn de cebadores delanteros y traseros, en el
que los cebadores delanteros y/o traseros comprenden al menos una de la pluralidad de diferencias de nucleétidos
definidas; (c) amplificar por separado una plantilla de polinucleétido de referencia con cada uno de una pluralidad de
pares de cebadores delanteros y traseros, en el que cada par de cebadores comprende al menos uno de la
pluralidad de diferencias de nucleotidos definidas, generando de este modo una biblioteca direccionable de
amplicones cada uno correspondiente a una segmento de la secuencia de polinucleétidos de referencia que tiene un
diferencias de nucleétidos definidas; (d) ensamblar por separado una pluralidad de conjuntos de amplicones de la
biblioteca direccionable de amplicones, en el que cada conjunto comprende amplicones que corresponde a la
superposicion de los segmentos adyacentes que comprenden la longitud completa de la secuencia de
polinucleétidos de referencia; y (e) la replicacién de la pluralidad de conjuntos de amplicones ensamblados,
sintetizando de ese modo una pluralidad de variantes de polinucleétidos.

[0012] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétido se
describe aqui, los métodos pueden llevarse a cabo en el que el polinucleétido de referencia codifica un polipéptido
de referencia y cada uno de la pluralidad de variantes de polinucleétido codifica un polipéptido que tiene al menos
una diferencia de secuencia de aminoacido. En realizaciones adicionales, los métodos pueden ser llevados a cabo
en el que comprende ademas las etapas de. (i) la clonacion de cada una de la pluralidad de variantes de
polinucleétido en un vector de expresion; (ii) la transformacion de células con los vectores de expresion; (iii) la
seleccidon de las células transformadas para la actividad de los polipéptidos codificados por las variantes de
polinucledtidos; o (iv) el aislamiento de al menos un polipéptido codificado por las variantes de polinucleétidos.
Ademas, los métodos pueden llevarse a cabo en los que cada variante de polinucleétido se monta en una posicion
conocida en una matriz.

[0013] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétido se
describe aqui, los métodos pueden llevarse a cabo en donde las secuencias de la pluralidad de secuencias de
cebadores delanteros y traseros se generan por las etapas de: (i) la identificacién de una primera diferencia definida
en la secuencia variante de polinucledtido en comparacién con la secuencia de referencia, y la determinacion de la
proximidad de una diferencia de vecino mas cercana se define en la secuencia de polinucleoétido; (ii) la seleccion de
un cebador directo que tiene una secuencia que comprende la primera diferencia de nuclettidos definida, v,
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opcionalmente, incluyendo cualquier diferencia de vecino mas cercano se define en el mismo cebador delantero si la
proximidad de la primera diferencia de nucleétidos definida; (iii) identificar una siguiente diferencia definida en la
secuencia variante de polinucleétido en comparacion con la secuencia de referencia, y la determinacién de la
proximidad de una diferencia definida de vecino mas proxima en la secuencia de polinucleétidos, o la identificacién
de que el final de la variante de polinucleétido ha sido alcanzada; (iv) la seleccién de un cebador trasero que tiene
una secuencia que comprende la siguiente diferencia de nucledtidos definida, y, opcionalmente, incluyendo cualquier
diferencia de vecino mas cercana definida en el mismo cebador trasero si la proximidad de la siguiente diferencia de
nucleétidos definida; y (v) repetir las etapas (iii) a (iv) para cada diferencia definida en la secuencia variante de
polinucleétido tal que toda diferencia definida estan presentes en los cebadores.

[0014] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétido se
describe aqui, la pluralidad de variantes de polinucleétidos comprende al menos 10, 25, 35, 50, 75, 90, 120, 150,
180 o incluso mas diferentes variantes de polinucleétidos .

[0015] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétido se
descritas aqui, al menos una de la pluralidad de variantes de polinucleétidos comprende al menos 2, 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21, 24, 27 , 30, o diferencias incluso mas definidas de nucledtidos con respecto a la secuencia de referencia de
polinucledtidos. En algunas realizaciones, dos 0 mas, o en algunas formas de realizacién cada una de la pluralidad
de variantes de polinucledtidos comprende al menos 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, o diferencias incluso
mas definidas de nucleétidos respecto a la secuencia de polinucleétidos de referencia.

[0016] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de polinucleétidos de variantes
se describe aqui, al menos una de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende al menos 3, al menos 5, al
menos 7, al menos 10, o mas amplicones diferentes. En algunas realizaciones, dos 0 mas, o en algunas formas de
realizacién cada una de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende al menos 3, al menos 5, al menos 7, al
menos 10, o mas amplicones diferentes.

[0017] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétido se
describe aqui, la longitud de la secuencia de polinucledtidos de referencia es al menos 500 pb, 750 pb, 1000 pb,
1250 pb, 1500 pb, o incluso mas largo.

[0018] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétidos
divulgadas en el presente documento, la pluralidad de pares de cebadores delanteros y traseros comprende 400 o
menos, 300 o0 menos, 200 o menos, 100 o menos, 50 0 menos, o incluso 25 o menos. En algunas realizaciones, la
pluralidad de pares de cebadores delanteros y traseros comprende de 6 a aproximadamente 200, de 6 a
aproximadamente 150, de 6 a aproximadamente 100, de 6 a aproximadamente 50, 6 a aproximadamente 40, 6 a
aproximadamente 30, 6 a aproximadamente 25, 6 a aproximadamente 20, 6 a aproximadamente 15, o incluso
menos oligonucledtidos diferentes, y en el que las longitudes de los oligonucleétidos son de aproximadamente 20 a
aproximadamente 50 nucleétidos, aproximadamente 20 a aproximadamente 40 nucleétidos, o aproximadamente 25
a aproximadamente 35 nucleodtidos.

[0019] En algunas realizaciones de los métodos de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétidos
descritas aqui, el porcentaje medio de la pluralidad de variantes de polinucleétidos sintetizados que comprende la
secuencia correcta es al menos aproximadamente 65%, 75%, 85%, o 95%, 0 mas.

[0020] En algunas realizaciones, la descripcion proporciona métodos para sintetizar una pluralidad de variantes de
polinucleétido en las que cualquiera de los parametros descritos anteriormente (por ejemplo, nimero de variantes,
namero de diferencias de nucleétidos definidas, la longitud de la secuencia de polinucledtidos de referencia, nimero
de pares de cebadores delanteros e traseros, longitud de cebadores de oligonucledtidos, y/o porcentaje de
secuencias perfectas de longitud completa) se combinan.

[0021] Ademéas de los métodos anteriores, la descripciobn también proporciona una biblioteca de variantes
direccionables de polinucleétido que comprende una pluralidad de variantes de polinucleétidos o amplicones
sintetizados segln cualquiera de los métodos anteriores. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la descripcion
proporciona una biblioteca direccionable de amplicones, en el que cada miembro de la biblioteca de los amplicones
comprende al menos una diferencia de nucleétidos definidas en relacién con una secuencia de polinucleétidos de
referencia y una region adyacente superpuesta capaz de unirse a la region adyacente de solapamiento de por lo
menos otro amplicén en la biblioteca, y en el que la pluralidad de amplicones comprenden al menos un conjunto de
amplicones capaces de unirse para formar la longitud completa de la secuencia de polinucleétido de referencia. En
algunas realizaciones, la biblioteca direccionable de amplicones comprende miembros para el montaje de dos o mas
diferentes variantes de polinucleétido que comprende diferencias de nucleétidos definidas con respecto a la
secuencia de polinucleétido de referencia. En algunas realizaciones de la biblioteca direccionables de amplicones, la
secuencia de polincledtidos de referencia codifica un polipéptido de referencia y la pluralidad de amplicones
comprende miembros suficientes para el montaje de todas las posibles diferencias de nucleétidos que codifica una
pluralidad seleccionada de diferencias de restos de aminoacidos.
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[0022] También se describe en este documento métodos implementadas en ordenador para llevar a cabo diversos
pasos de los métodos aqui descritos.

3. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0023]

FIG. 1 muestra una técnica estandar para la generacién de polinucleétidos que codifican variantes de
polipéptidos definidos (a la izquierda) en comparacién con el método descrito en el presente documento para
el uso de bibliotecas de la superposicién de fragmentos de polinucleétidos (a la derecha).

FIG. 2 proporciona un esquema de flujo de trabajo de ejemplo para la generacién de bibliotecas de la
superposicion de fragmentos de polinucleétidos basadas en la generacion de cebadores de oligonucleétidos
para la superposicion de los segmentos de un polinucleétido y el uso de los oligonucleétidos en reacciones de
PCR para generar bibliotecas de la superposicién de fragmentos de polinucleétidos.

FIG. 3 muestra los geles de agarosa de 96 muestras (y 8 controles) resultantes de ensamblaje de los
fragmentos de polinucledtidos se solapan y la reproduccién de los fragmentos de polinucledtidos
ensamblados para sintetizar el variantes de polinucleétido que codifican la variante de polipéptido deseado.
Casi todos los geles mostraron una Unica banda fuerte que indica la secuencia de longitud esperada estaba
presente.

FIG. 4. La figura 4 muestra un diagrama de flujo para la generacién de polinucleétidos que codifican variantes
mediante el uso de la biblioteca de la superposicion de fragmentos de polinucledétidos.

FIG. 5 muestra un diagrama de flujo para la generacién de una biblioteca de cebadores de oligonucle6tidos
para la generacion de una biblioteca de la superposicion de amplicones de polinucledtidos para cada
secuencia de aminoacidos de permutacion.

FIG. 6 muestra un diagrama de flujo de instrucciones para la creacidon y seleccién de cebadores de
oligonucleétidos y fragmentos de oligonucledtidos superpuestos automatizado.

4. DESCRIPCION DETALLADA

[0024] Tal como se utiliza en esta memoria descriptiva y las reclamaciones adjuntas, las formas singulares "un”,
"una" y "el" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la
referencia a "una proteina" incluye mas de una proteina, y la referencia a "un compuesto” se refiere a mas de un
compuesto.

[0025] Ademas, el uso de "0" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario. Del mismo modo, "comprender”,

"comprende”, "que comprende

incluir", "incluye" e "incluyendo" son intercambiables y no pretenden ser limitantes.

[0026] Se ha de entender ademas que en la descripcion de varias formas de realizacion utilizan el término "que
comprende”, los expertos en la técnica entenderan que, en algunos casos especificos, una forma de realizacion
puede describirse, alternativamente, usando el lenguaje "que consiste esencialmente en" o "que consiste de."

[0027] Los titulos de las secciones que aparecen aqui son Unciamente para fines de organizacion y no deben
interpretarse como una limitacion del objeto descrito. En la presente memoria, los siguientes términos estan
destinados a tener los siguientes significados.

4.1 Definiciones

[0028] "Amplificar" y "amplificacidn”, como se usa en el presente documento, incorporan su uso comun y se refieren
al uso de cualquier metodologia de amplificacion adecuada para generar o detectar cualquier polinucleétido,
recombinante o expresado de forma natural, susceptible a la amplificaciéon in vivo o in vitro, tal como mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

[0029] "Amplicén se refiere al producto de la reacciéon de amplificacién generado a través de la extensién de uno o
ambos de un par de cebadores de amplificacion. Un amplicén puede contener exponencialmente acidos nucleicos
amplificados si ambos cebadores utilizados se hibridan a una secuencia diana. Como alternativa, los amplicones se
pueden generar mediante amplificacion lineal si uno de los cebadores utilizados no se hibrida a la secuencia diana.
por lo tanto, este término se utiliza genéricamente en la presente memoria y no implica la presencia de acidos
nucleicos de manera exponencial amplificados.

[0030] "Recocido" 0" "hibridacién" se refiere a las interacciones de apareamiento de bases de un polimero de
nucleobase con otra que resulta en la formacién de una estructura de doble cadena, una estructura triplex o una
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estructura cuaternaria. El recocido o hibridacion puede ocurrir a través de interacciones de apareamiento de bases
Watson Crick, pero puede mediarse por otras interacciones de enlace de hidrégeno, tales como el emparejamiento
de bases de Hoogsteen.

[0031] "Montaje" se refiere a la reunion de una pluralidad de fragmentos de polinucleétidos (por ejemplo,
amplicones) en condiciones en las que las regiones complementarias entre polinucleétidos pueden recocerse
para formar un complejo de hibridacién, por ejemplo, que tenga una doble regién hibridada hebra con voladizos para
las regiones no complementarias. Una pluralidad de polinucleétidos puede ser ensamblada para formar un
polinucleétido mas grande que codifica un polipéptido de interés.

[0032] "Polinucleétido puente" se refiere a un polinucleétido que tiene regiones complementarias a las regiones
terminales de tal manera que un polinucleétido se puede hibridar con una regién terminal y otro polinucleétido puede
hibridarse a la otra regién terminal del polinucleétido de puente.

[0033] "Secuencia de codificacién” se refiere a aquella porcién de un &cido nucleico (por ejemplo, un gen) que
codifica una secuencia de aminoéacidos de una proteina.

[0034] "Optimizado por codones" se refiere a cambios en los codones del polinucleétido que codifica una proteina a
los utilizados preferentemente en un organismo particular de tal manera que la proteina codificada se expresa de
manera eficiente en el organismo de interés. Aunque el cddigo genético es degenerado en que las mayoria de los
aminoacidos estan representados por varios codones, llamados "sinénimos" o codones "sindnimas", es bien
conocido que el uso de codones por organismos particulares no es aleatorio y sesgado hacia determinados tripletes
de codones. Este sesgo del uso de codén puede ser mayor en referencia a un gen dado, genes de la funcion o de
origen ancestral comun, proteinas altamente expresadas frente a las proteinas de bajo niumero de copias, y las
regiones de codificacién de proteinas agregadas del genoma de un organismo.

[0035] "Complementario” se refiere a la hibridacion o la base de emparejamiento entre los nucleétidos o acidos
nucleicos, tales como, por ejemplo, entre las dos hebras de una molécula de ADN de doble hebra o entre un
cebador de oligonucle6tido y un sitio de unidn a cebador en un polinucleétido monocatenario a ser secuenciado o
amplificado. Nucleétidos complementarios son, en general, Ay T (0 Ay A), o Cy G. Se dice que dos moléculas de
ARN o ADN de hebra doble son sustancialmente complementarias cuando una hebra de polinucleétido (ARN o
ADN) se hibridard bajo condiciones de hibridacién selectivas a su complemento. Tipicamente, la hibridacion
selectiva se producira cuando existe al menos aproximadamente 65% complementarias en un tramo de al menos 14
a 25 nucledtidos, preferiblemente al menos aproximadamente 75%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 90% complementarias. Véase, por ejemplo, M. Kanehisa, 1984, Nucleic Acids Res 12:203.
"Complementario a" se utiliza en la presente memoria para significar que la secuencia complementaria es
sustancialmente idéntica o idéntica a el complemento trasero de la totalidad o una porcidon de una secuencia de
referencia o polinucleétido que cada nucledtido en una hebra es capaz de formar un par de bases con un nucleétido
o0 analogo de la misma en la cadena opuesta.

[0036] "Sustituciones conservadoras de aminoacidos" se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen
cadenas laterales similares, y por lo tanto tipicamente implica la sustitucion del aminoé&cido en el polipéptido con
aminoacidos dentro de la misma o similar clase definida de aminoacidos. A modo de ejemplo y no de limitacion, un
aminoacido con una cadena lateral alifatica puede estar sustituido con otro aminoacido alifatico, por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina y metionina; un aminoécido con la cadena lateral de hidroxilo esté sustituido con
otro aminoacido con una cadena lateral hidroxilo, por ejemplo, serina y treonina; un aminoacido que tenga cadenas
laterales arométicas estara sustituido con otro aminoacido que tiene una cadena lateral aromatica, por ejemplo,
fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina, un aminoacido con una cadena lateral basica estara sustituido con otro
aminoacido con una cadena lateral de base, por ejemplo, lisina, arginina, e histidina; un aminoacido con una cadena
lateral acida esta sustituido con otro aminoacido con una cadena lateral acida, por ejemplo, acido aspartico o acido
glutamico; y un aminoacido hidréfobo o hidrofilo se sustituye con otro aminoacido hidréfobo o hidrofilo,
respectivamente.

[0037] "Secuencia de control" se refiere a una secuencia de polinucleétido utilizado para efectuar la expresion de
secuencias de codificacion y de no codificacion a las que estan asociadas. La naturaleza de tales secuencias de
control difiere dependiendo del organismo huésped. Las secuencias de control generalmente incluyen promotor, sitio
de union ribosomal, y la secuencia de terminacion de la transcripcién. El término "secuencias de control" pretende
incluir componentes cuya presencia puede influir en la expresion, y también puede incluir componentes adicionales
cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, el secuencias lideres y secuencias de compafieros de fusion.

[0038] "Diferencia definida" como se usa en la presente memoria en el contexto de mutaciones a una secuencia de
polinucleétido o polipéptido se refiere a un a priori especificado, seleccionado, y/o cambio deseado a la secuencia
(por ejemplo, un cambio de nucleétido de c a g en una posicion seleccionada de una secuencia de polinucle6tidos
gue resulta en un aminoacido diferente en una posicion deseada del polipéptido codificado).

[0039] "Delecion" con respecto a un polipéptido o polinucleétido se refiere a la eliminacion de uno o mas
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aminoacidos o nucleétidos a partir del polipéptido de referencia o polinucleétido, respectivamente. Las deleciones
puede comprender la eliminacién de mas aminoacidos mas aminoacidos o nucleétidos 1 o, 2 0 o nucleétidos, 3 o
mas aminoacidos o nucledtidos, 5 o0 mas aminoacidos, 6 o0 mas aminoacidos o nucleétidos, 10 o0 mas aminoacidos o
nucleétidos, 15 o mas aminoacidos o nucleétidos, o 20 o mas aminoacidos o nucledétidos, de hasta 10% del nimero
total de aminoéacidos o nucleétidos, o hasta el 20% del nimero total de aminoacidos o nucleétidos que componen el
polipéptido de referencia o polinucledtido. Las deleciones pueden ser dirigidas a las partes internas y/o porciones
terminales del polipéptido o polinucleétido. En diversas realizaciones, la eliminacion puede comprender un segmento
continuo o puede ser discontinuo.

[0040] "Heterdlogo" cuando se usa con referencia a un acido nucleico o polipéptido, indica que una secuencia que
comprende dos o mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacién entre si como se encuentra
normalmente en la naturaleza, o se ha disefiado de forma recombinante de modo que su nivel de expresion, o
relaciéon fisica con otros acidos nucleicos u otras moléculas en una célula, o de la estructura, no se encuentra
normalmente en la naturaleza. Por ejemplo, un acido nucleico heterélogo tipicamente se produce de forma
recombinante, teniendo dos 0 mas secuencias de genes no relacionados dispuestos de manera que no se encuentra
en la naturaleza, por ejemplo, un marco de lectura abierta de &cido nucleico (ORF) de la invencién operativamente
unido a una secuencia de promotor insertado en un casete de expresion, por ejemplo, un vector.

[0041] "Inserci6n” o "Adicién" se refiere a un cambio en una secuencia de nucle6tidos o de aminoacidos mediante la
adicion de uno o méas nucledtidos o residuos de aminoacidos, respectivamente, en comparacion con una secuencia
de referencia, tal como por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre.

[0042] "Biblioteca" se refiere a un conjunto (por ejemplo, una pluralidad) de polipéptidos o acidos nucleicos
heterogéneos. Una biblioteca estd compuesta por miembros, que tienen un Unico polipéptido o secuencia de acido
nucleico. En este sentido, "biblioteca" es sindnima de "repertorio”. Las diferencias de secuencia entre miembros de
la biblioteca son responsables de la diversidad presente en la biblioteca. La biblioteca puede tomar la forma de una
simple mezcla de polipéptidos o &cidos nucleicos, o puede ser en los organismos de formulario o células, por
ejemplo, bacterias, virus, animales o células vegetales y similares, transformados con una biblioteca de é&cidos
nucleicos.

[0043] "Sustitucion no conservadora" se refiere a la sustitucion de un aminodcido en el polipéptido con un
aminoacido con propiedades significativamente diferentes de la cadena lateral. Las sustituciones no conservativas
pueden utilizar aminoacidos entre, en lugar de dentro, los grupos definidos y afecta a (a) la estructura del esqueleto
peptidico en el area de sustitucion (por ejemplo, prolina para la glicina) (b) la carga o hidrofobicidad, o (c) el grueso
de la cadena lateral. A modo de ejemplo y no de limitacion, un ejemplar de sustitucion no conservadora puede ser un
aminoacido acido sustituido con un aminoacido basico o alifatico; un aminoacido aromatico sustituido con un
aminoéacido pequefio; y un aminoéacido hidréfilo sustituido con un aminoéacido hidréfobo.

[0044] "De origen natural" o "de tipo silvestre" se refiere a la forma que se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo,
una de origen natural o un polipéptido de tipo silvestre o secuencia de polinucleétidos es una secuencia presente en
un organismo que puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no ha sido modificado intencionadamente por
manipulacion humana.

[0045] "Nucleobase" o "base" se refiere a aquellos de origen natural y fragmentos heterociclicos sintéticos
comunmente conocidos por los que utilizan la tecnologia de acido o polinucleétido nucleico o utilizan poliamida o
tecnologia de acido nucleico peptidico para generar de ese modo los polimeros que pueden hibridar con los
polinucleétidos de una manera especifica de secuencia. Los ejemplos no limitantes de nucleobases adecuadas
incluyen: adenina, citosina, guanina, timina, uracilo, 5-propinilo-uracilo, 2-tio-5-propinil-uracilo, 5-metilcitosina,
pseudoisocitosina, 2-tiouracilo y 2-tiotimina, 2-aminopurina, N9-(2-amino-6-cloropurina), N9-(2,6-diaminopurina),
hipoxantina, N9-(7-deaza-guanina), N9-(7-deaza-8 aza-guanina) y N8-(7-deaza-8-aza-adenina). Otros ejemplos no
limitantes de nucleobases adecuadas incluyen las nucleobases ilustradas en las Figuras 2 (A) y 2 (B), de Buchardt et
al. (WO 92/20702 o WO 92/20703).

[0046] "Polimero de nucleobase" o "Oligémero" se refiere a dos 0 mas nucleobases que estan conectadas por
enlaces que permiten el polimero resultante nucleobase u oligémero para hibridar con un polinucleétido que tiene
una secuencia de nucleobase complementaria. Polimeros u oligdmeros nucleobésicos incluyen, pero no se limitan a,
poli- y oligonucleétidos (por ejemplo, polimeros de ADN y ARN vy oligémeros), analogos poli- y oligonucleétidos e
imitador poli- y oligonucleétidos, tales como acidos nucleicos de poliamida o de péptidos. polimeros u oligomeros
nucleobasicos pueden variar en tamafo desde unas pocas nucleobases, de 2 a 40 nucleobases, a varios cientos de
bases nitrogenadas, a varios miles de nucleobases, 0 més.

[0047] "Vinculado operablemente" se refiere a una relacion funcional entre dos o mas segmentos de &cidos
nucleicos (por ejemplo, ADN). En algunas realizaciones, se refiere a la relacion funcional de una secuencia
reguladora de la transcripcién de una secuencia transcrita. Por ejemplo, un promotor (definido a continuacién) esta
unido operativamente a una secuencia codificante, tal como un &cido nucleico de la invencion, si estimula o modula
la transcripcion de la secuencia codificante en una célula huésped apropiada u otro sistema de expresion. En
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general, el promotor de las secuencias reguladoras de la transcripcién que se unen operativamente a una secuencia
transcrita estan fisicamente contiguas a la secuencia transcrita, es decir, son de actuacion cis. Sin embargo, algunas
secuencias reguladoras de la transcripcion, tales como potenciadores, no necesitan ser fisicamente contiguas o
situado muy cerca de las secuencias codificantes cuya transcripcion potencian, en algunos formas de realizacion, la
secuencia reguladora es una secuencia reguladora de la traduccién unida a una secuencia de codificacion.

[0048] "Zona de solapamiento” se refiere a una regién de un primer polinucleétido que es complementario a un
segundo polinucleétido, donde las zonas de solapamiento son capaces de hibridar entre si para formar un complejo
de hibridacién. En general, el primer polinucleétido y el segundo polinucleétido parcialmente se solaparan de tal
manera que los polinucleétidos tendran regiones no complementarias que no recuecen entre los dos polinucleétidos.

[0049] "Permutaciones" se refiere a la disposicién de los elementos (por ejemplo, mutaciones de sustitucién) de un
conjunto finito dado. En el contexto de las descripciones de la presente memoria para los polipéptidos y
polinucleétidos, las diferencias en los residuos de aminoacidos o residuos de nucledtidos de una secuencia de
referencia, tipicamente caracterizadas como" mutaciones ", se pueden organizar en varias combinaciones en la
secuencia para formar una permutacion de la mutacion establecida. Permutaciones incluyen mutaciones individuales
y todas las combinaciones de mutaciones posibles del conjunto definido.

[0050] "Polinucledtidos” o "Oligonucledtidos” se refieren a base nitrogenada polimeros u oligdmeros en los que las
nucleobases estan unidas por enlaces de fosfato de azlcar (azlcar de la cadena principal de fosfato). Poli- y
oligonucledlidos ejemplares incluyen polimeros de 2' desoxirribonucleétidos (ADN) y polimeros de ribonucleétidos
(ARN). Un polinucledtido puede estar compuesto enteramente de ribonucledtidos, enteramente de 2'
desoxirribonucleétidos o combinaciones de los mismos.

[0051] "Polinucledtido” o "Analogo de Oligonucledétido” se refiere a polimeros de nucleobase u oligdmeros en los que
las nucleobases estan conectadas por una cadena principal de fosfato de azUcar que comprende uno o mas
andlogos de fosfato de azucar. Andlogos tipicos de fosfato de azdcar incluyen, pero no se limitan a, alquilofosfonatos
de azucar, fosforamiditas de azucar, el alquilo de azucar o sustituidos alquilofosfotriésteres, fosforotioatos de azucar,
fosforoditioatos de azucar, fosfatos de azlcares y anélogos de fosfato de azucar en la que el azicar es distinto de 2'
desoxirribosa o ribosa, polimeros de nucleobases que tienen interrelaciones de carga positiva de guanidilo de aztcar
tales como los descritos en la Patente de Estados Unidos N°. 6.013.785 y la Patente de Estados Unidos N°
5.696.253 (véase, también, Dagani 1995, Chem. Eng. News 4-5: 1153; Dempey et al, 1995, J Am Chem Soc
117:6140-6141). Tales analogos de carga positiva en la que el azlcar es 2'-desoxirribosa se conocen como "DNGs",
mientras que aquellos en los que la ribosa de azlcar se les conoce como "generadores de nimeros aleatorios." Se
incluyen especificamente dentro de la definicion de los analogos poli- y oligonucleétidos estan acidos nucleicos
encerrados (LNAs; véase, por ejemplo Elayadi et al, 2002, Biochemistry 41: 9973-9981; Koshkin et al, 1998, J Am
Chem Soc 120: 13252-3; Koshkin et al, 1998, Tetrahedron Letters 39:4381-4384; Jumar et al, 1998, Bioorganic &
amp; Medicinal Chemistry Letters 8:2219-2222; Singh y Wengel, 1998, Chem Commun, 12:1247-1248; WO
00/56746; El documento WO 02/28875; y, WO 01/48190).

[0052] "Cebadores"” se refieren a oligonucledtidos que tienen una secuencia complementaria a una secuencia diana,
se hace referencia generalmente como una secuencia de unién a cebador. La parte complementaria de un cebador
puede ser de cualquier longitud que soporta la hibridacion especifica y estable entre el cebador y la secuencia diana
en la reaccién de condiciones. Los cebadores pueden ser de aproximadamente 5 a 60 nucle6tidos de longitud,
alrededor de 10 a 35 nucleétidos de longitud, o pueden ser de, y, en particular, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
y/o 20 nucledtidos de largo. En general, los cebadores para la replicacion por la polimerasa son capaces de soportar
la extension por la polimerasa cuando el cebador se hibrida con la secuencia diana. "Cebador de amplificacion" se
refiere a un cebador oligonucleétido usado para la amplificaciéon de una secuencia de acido nucleico diana.

[0053] "Cebador delantero" y "Cebador trasero" se refieren a un conjunto de cebadores de amplificacion, donde un
cebador hibrido con el extremo 3' de la diana (cadena molde), mientras que el otro cebador hibrida con el extremo 3'
de la cadena diana complementaria para amplificar un amplicén.

[0054] "Proximal" se refiere a la distancia de nucle6tidos a partir de una base definido (por ejemplo, una primera
mutacion de nucle6tidos) a una segunda base definida (por ejemplo, una segunda mutacion de nucleétidos), donde
la primera y segunda mutaciones pueden ser alojadas en un unico cebador oligonucleétido usado para los
propésitos de amplificacion (por ejemplo, cebador delantero o trasero). por lo tanto, en algunas realizaciones, el
término "proximal" se determina con respecto a la longitud del cebador. En algunas realizaciones, dos mutaciones
pueden ser proxima si estan separados por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, o 25 bases de nucleétidos y
estan dentro de la imprimacion. En algunas realizaciones, la ubicacion de las mutaciones con respecto al extremo 3'
del cebador es tal que un oligonucleétido hibridado con una hebra molde puede someterse a la extension por la
polimerasa, como se describe en detalle a continuacion.

[0055] "Proteina”, "polipéptido”, "oligopéptido”, y "péptido” se utilizan indistintamente para referirse a un polimero de
al menos dos aminoacidos unidos covalentemente mediante un enlace amida, independientemente de la longitud o
modificacion postraduccional (por ejemplo, glicosilacion, fosforilacion, lipidacién, miristilacion, ubiquitinacion, etc.). se
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incluyen dentro de esta definicién son los aminoacidos D y L, y las mezclas de aminoacidos Dy L.

[0056] "Recombinante" cuando se usa con referencia a, por ejemplo, una célula, acido nucleico, polipéptido, casete
de expresion o vector, se refiere a un material, o un material correspondiente a la forma natural o nativa del material,
gue ha sido modificado por la introduccién de un nuevo resto o alteracién de un resto existente mediante técnicas
recombinantes, o es idéntica a las mismas pero producidas o derivadas de materiales sintéticos utilizando técnicas
recombinantes. por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran dentro de la forma
nativa (no recombinante) de la célula (es decir, "acidos nucleicos exdégenos") o0 expresan genes nativos que se
expresan de otra manera en un nivel diferente, por lo general, expresado en menor medida o no expresado en
absoluto.

[0057] "Secuencia de referencia" se refiere a una secuencia definida usada como base para una comparacién de
secuencias. Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, un
segmento de un gen de longitud completa o secuencia de polipéptido. En general, una secuencia de referencia es
de al menos 20 nucle6tidos o amino&cidos residuos de longitud, al menos 25 residuos de longitud, al menos 50
residuos de longitud, o de toda la longitud del acido nucleico o polipéptido. Dado que dos polinucledtidos o
polipéptidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una porcion de la secuencia completa) que
es similar entre las dos secuencias, y (2) puede comprender ademas una secuencia que es divergente entre las dos
secuencias, las comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucledtidos o polipéptidos se realizan
tipicamente por la comparacion de secuencias de los dos polinucleétidos o polipéptidos a través de una "ventana de
comparacion” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia.

[0058] "Replicar" se refiere a la copia de una secuencia de polinucledtido diana para sintetizar una copia
complementaria inversa del polinucleétido. Generalmente, la replicacion se realiza mediante polimerasas que copian
un polinucleétido molde para sintetizar un polinucleétido que es un complemento trasero de la secuencia de
polinucleétido diana.

[0059] "Segmento" se refiere a una secuencia que es una porcion de una secuencia de polinucleétido mMas
grande. La secuencia de polinucledtido mas grande puede ser dividido en una pluralidad de segmentos, en el que la
combinacion de los segmentos comprende la longitud completa de la secuencia de polinucleétido mas grande.

[0060] "Variante de polipéptido” o "analogo de polipéptido” tal como se utiliza aqui, se refiere a polipéptidos que se
componen de un segmento que tiene actividad funcional, con o sin la retencion de cualquier propiedad mejorada, y
tiene una identidad sustancial con una porcién de un polipéptido de referencia. En algunas realizaciones,
polipéptidos analogos comprenden una sustitucion conservadora o no conservadora de aminoacidos, o la adicion o
delecion de uno o més residuos de aminoacidos con respecto a la secuencia de referencia.

[0061] "Watson/Crick base de sincronizacién" se refiere a un patron de pares especificos de nucleobases y analogos
gue se unen juntos a través de enlaces de hidrégeno especificos de la secuencia, por ejemplo, A se aparea con Ty
U, y G se aparea con C.

[0062] "Sustitucion" se refiere a la sustitucion de uno o mas nucleétidos o aminoacidos por diferentes nucle6tidos o
aminoéacidos, respectivamente, con respecto a una secuencia de referencia, tal como, por ejemplo, una secuencia
de tipo silvestre.

[0063] "Sustrato" "Soporte", "Soporte solido," "Vehiculo sélido”, o "Resina" son términos intercambiables y se
refieren a cualquier material en fase solida. El sustrato también incluye términos como "fase sélida", "superficie", y/o
"membrana”. Un soporte sélido puede estar compuesto por polimeros organicos tales como poliestireno, polietileno,
polipropileno, polifluoroetileno, polietilenoxi y poliacrilamida, asi como copolimeros y los injertos de los mismos. Un
soporte solido también puede ser inorganico, tal como vidrio, silice , vidrio de poro controlado (CPG), silice de fase
inversa o de metal, como el oro o el platino. La configuracion de un sustrato puede estar en forma de perlas, esferas,
particulas, granulos, un gel, una membrana o una superficie. Las superficies pueden ser plana, sustancialmente
plana, o no plana. Los soportes sélidos pueden ser porosos 0 no porosos, y pueden tener hinchazén o
caracteristicas no hinchazén. Un soporte sélido puede estar configurado en forma de un pozo, depresion, u otro
recipiente, recipiente, caracteristica o ubicacion. Una pluralidad de soportes se puede configurar en una matriz en
varios lugares, direccionable para la entrega robética de reactivos, o por métodos y/o instrumentos de deteccion.

[0064] "Matriz" se refiere a una disposicion de agentes (por ejemplo, proteinas, anticuerpos, paquetes genéticos
replicables) sobre un sustrato en lugares posicionalmente distintos. En algunas realizaciones, los agentes de la
matriz estan espacialmente codificados de tal manera que la identidad de un agente puede determinarse a partir de
su ubicacion en la matriz. Una "micromatriz" generalmente se refiere a una matriz en la que la deteccion requiere el
uso de deteccién microscopica para detectar los complejos formados con los agentes sobre el sustrato. Un "lugar”
en una matriz se refiere a un area localizada en la superficie de la matriz que incluye agentes, definidos cada uno de
modo que se puede distinguir de sitios adyacentes (por ejemplo, ser colocado en la matriz general, o tener alguna
caracteristica detectable, que permite la ubicacion de distinguirse de otras ubicaciones). La ubicacién puede tener
cualquier forma conveniente (por ejemplo, circular, rectangular, eliptica o en forma de cufia). El tamafio o area de
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una ubicacién pueden variar significativamente. Las matrices se pueden construir sobre sustratos, tales como vidrio
0 plastico de microscopio diapositivas, y configurarse en forma de pozos, depresiones, gotitas, u otros recipientes, o
recipientes de reaccion, tal como un pocillo de la microplaca. En general, no hay ninguna restriccién en el formato de
la matriz proporciona los sitios individuales a los que estan dispuestos pueden ser localizados e identificados los
agentes.

[0065] Camara de reaccion "se entiende que el entorno en el que los agentes y/o de reaccién los componentes se
lleva a cabo. Recipientes de reaccién comercialmente disponibles contienen al menos una camara de reaccion, pero
puede contener camaras de reaccién 8, 24, 96 o 384. Para los fines de la presente descripcion, "camara(s) de
reaccion”, "pocillo(s)", "sitio(s) de reaccion," se utilizan indistintamente. un ejemplo de una camara de reaccion es
uno de los 96 pocillos de microtitulaciéon en una placa de microtitulaciéon de 96 pocillos.

[0066] "Ensayo de cebador" se refiere a la serie de cebadores o conjuntos de cebadores usados en una reaccion de
amplificacion en lugares posicionalmente distintos sobre un sustrato (por ejemplo, sustrato de matriz). En general, el
conjunto de cebadores comprende un par de cebadores delantero y traseros utilizados para amplificar un amplicon.

[0067] "Ensayo de amplicon" se refiere a una disposicion de polinucleétidos amplificados en lugares posicionalmente
distintos sobre un sustrato (por ejemplo, sustrato de matriz). En algunas realizaciones, la matriz de amplicon puede
tener la misma disposicion posicional como ensayo de cebador, tal como cuando la reaccion de amplificacion es
llevada a cabo en la matriz de cebadores para generar polinucleétidos amplificados.

[0068] "Plasmido”, "vector", y "casete" se refieren a un elemento cromosémico adicional, que frecuentamente llevan
genes, y por lo general en forma de moléculas de ADN de doble cadena circular. Tales elementos pueden ser
secuencias de replicacion autbnoma, secuencias de integracion de genoma, secuencias de fagos o nucleotidicas,
lineales o circulares, de un ADN o ARN monocatenario o bicatenario, derivado de cualquier fuente, donde un ndmero
de secuencias de nucle6tidos se han unido o recombinado en una construccion Unica que es capaz de introducir un
fragmento promotor y la secuencia de ADN para un producto génico seleccionado junto con la secuencia no
traducida apropiada 3' en una célula. "Casete de expresion" se refiere a un vector especifico que contiene un gen
extrafio y que tiene elementos ademas del gen extrafio que permiten la expresion de ese gen en un huésped.

4.2 Métodos de sintesis de variantes de polinucleétidos

[0069] La presente descripcion proporciona métodos de generacion de variantes de polinucleétido que tienen un
conjunto definido de la secuencia de diferencias de una secuencia de polinucleétidos de referencia. En algunas
realizaciones, los métodos son aplicables para la generacion de polinucleétidos que codifican variantes de
polipéptidos que tienen diferencias definidas en la secuencia de aminoécidos en comparacion con un polipéptido de
referencia. En algunas realizaciones, las variantes de polinucleédtidos tienen un conjunto definido de diferencias de
nucleétidos en las regiones no codificantes, por ejemplo, mutaciones silenciosas. Los polinucleétidos se generan de
manera eficiente mediante el uso de bibliotecas de fragmentos de polinucleétidos, donde los miembros de la
biblioteca codifican una o mas de las diferencias de aminoacidos en comparacion con una secuencia de polipéptido
de referencia, y los fragmentos de polinucleétidos estan disefiados para tener la superposicion de las regiones
adyacentes de tal manera que la selecciéon de un conjunto apropiado de fragmentos, con y sin mutaciones, permite
su montaje en una variante de polinucledtido, tal como un polinucleétido que codifica una variante del polipéptido
deseado.

[0070] En algunas realizaciones, el método para generar un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos con una o mas diferencias definidas en residuos de aminoacidos, comprende (a)
seleccionar una pluralidad de diferencias de restos de amino4cidos se define con respecto a una secuencia de
aminoacidos de referencia; (b) la definicion de segmentos de superposicion de una secuencia de polinucleétido que
codifica el polipéptido con la diferente secuencia de aminoacidos, u opcionalmente el polipéptido de referencia, con
cada segmento esté limitada por un conjunto de secuencias de union de cebadores delanteros y traseros, donde una
diferencia en la secuencia de polinucleétido que codifica cada uno de la pluralidad de diferencias de restos de
aminoacidos se engloba en las secuencias de unidn de cebadores delanteros y/o traseros que se unen a las
secuencias de union de cebadores; (c) amplificar cada segmento con el conjunto de cebadores delanteros y
traseros, donde un cebador delantero y/o trasero contiene las diferencias en la secuencia de polinucleétidos, para
generar una biblioteca de amplicones que comprenden miembros que codifican las diferencias de aminoéacidos
definidas y donde la biblioteca comprende miembros suficientes para el montaje de dos o mas diferentes
permutaciones de secuencias de aminoacidos de las diferencias de residuos de aminoacidos definidas; (d) realizar
el montaje de la biblioteca de un conjunto de amplicones que tienen regiones adyacentes complementarias que
juntas codifican el polipéptido con una secuencia de aminoacidos de permutaciéon definida, teniendo una o mas
diferencias de residuos de aminoéacidos definidas; y (e) replicar el conjunto de amplicones ensamblados para
sintetizar el polinucleédtido que codifica el polipéptido. Una biblioteca de amplicones que contienen todas las
diferencias de aminoéacidos definidas deberian permitir la sintesis de una pluralidad de polinucleétidos que codifican
para todas las posibles permutaciones de secuencias de aminoacidos.

[0071] Como sera evidente para el experto en la técnica, la seleccion de la pluralidad de residuos de aminoacidos
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definida las diferencias se pueden obtener de diversas fuentes. En algunas realizaciones, las posiciones de residuo
de aminoacido y las mutaciones correspondientes para un polipéptido definido se pueden obtener a partir de
estudios de mutagénesis al azar, tales como los descritos en Crameri et al, 1998, "Barajado de ADN de una familia
de genes de diversas especies acelera la evolucién dirigida";. Nature 391: 288-291 ; . Crameri et al, 1997, "La
evoluciéon molecular de una via de arseniato de desintoxicacion por barajado de ADN," Nature Biotech 15: 436-438; .
Zhang et al, 1997, "Evolucion dirigida de una fruciosidasa efectiva de una galactosidasa mediante barajado de ADN
y la deteccién," Proc Nati Acad Sci EE.UU. 94:45-4-4509; . Crameri y otros, 1996, "Mejora de la proteina verde
fluorescente por la evolucion molecular mediante barajado de ADN, Nature Biotech 14:315-319; Stemmer, 1994, "La
rapida evolucién de una proteina in vitro mediante la transposicion de ADN", Nature 370:389-391; Stemmer , 1994,
"Barajado de ADN mediante fragmentacion aleatoria y reensamblaje: En la recombinacién in vitro para la evolucién
molecular", Proc Nail Acad Sci EE.UU. 91:10747-10751, WO 95/22625; WO 97/0078; WO 97/35966; WO 98/27230;
WO 00/42651; WO 01/75767 y la patente de EE.UU.. 6.537.746.

[0072] Tipicamente, una biblioteca mutagenizada de polinucledtidos se expresa y los polipéptidos expresados
seleccionados para un rasgo propiedad deseada, y las mutaciones asociadas con los cambios en la propiedad
deseada identificada. Un gran nimero de mutaciones que afectan a la funcion del polipéptido se puede obtener
facilmente utilizando estas técnicas.

[0073] En algunas formas de realizacion, las opciones de diferencias de restos de aminoacidos se pueden obtener a
partir de la comparacion de secuencias de aminoacidos de las proteinas relacionadas, tales como las que se
encuentran en una base de datos de secuencia. La comparaciéon de secuencias puede identificar posiciones, por
ejemplo, residuos conservados que pueden ser importantes para la funcién de proteinas, que a su vez pueden ser
objeto de cambios de amino&cidos definidas. Véase, por ejemplo, Wankhade et al., 2000, J. Biol. Chem. 275 (38):
29701-29708 y Reddy et al, 2001, Proteinas:. Estructura, Funcion y Genética 42:148-163.

[0074] En algunas realizaciones, la pluralidad de diferencias de restos de aminoacidos definidas pueden basarse en
diferencias de secuencia que se encuentran en la naturaleza, como los polimorfismos encontrados para un gen
particular. En algunos casos, los polimorfismos estan asociados con efectos biolégicos particulares y los fenotipos
asociados. Véase, por ejemplo, Bidwell et al, 1999, Genes y Inmunidad 1:3-19; Chen et al, 2003, Mol. Biol. Evo. 18:
1771-1788. Las colecciones de polimorfismos pueden formar la base para definir una pluralidad de las diferencias de
residuos de aminoéacidos para la formacién de polipéptidos variantes de una secuencia de aminoacidos de
referencia. Las combinaciones de diferentes polimorfismos de aminoacidos se pueden utilizar para examinar la
funcioén de una proteina particular.

[0075] Cuando la pluralidad de diferencias de restos de aminoacidos se define con respecto a una secuencia de
referencia, el polinucleétido que codifica el polipéptido de referencia o de las variantes de polipéptidos pueden ser
utilizadas como una base para la identificacion de segmentos para la definicibn de los amplicones para ser
generados para crear el fragmento de polinucleétido (es decir, amplificacion) de la biblioteca. En algunas
realizaciones, la secuencia de polinucle6tido no necesita ser restringido a cualquier secuencia particular siempre que
codifica, o se puede utilizar como una base para generar polinucleétidos que codifican, la secuencia de aminoacidos
de interés. El polinuclettido se puede basar en la (por ejemplo, de tipo silvestre) secuencia de origen natural o una
secuencia optimizada para la expresion en un organismo particular de interés (por ejemplo, codones optimizados).
Por ejemplo, si el polipéptido de interés se va a expresar en E. coli., Una secuencia de polinucleétido en el que los
codones han sido optimizados para la expresion en E. coli. puede ser usada. Técnicas de optimizacién de codones
estan bien dentro de la experiencia de expertos en la técnica.

[0076] Como sera evidente para el experto en la materia, dividir el polinucleétido en segmentos definidos para la
amplificacion puede llevarse a cabo utilizando técnicas bien conocidas en la técnica. En algunas realizaciones, ya
gue los segmentos se definen por las secuencias de union a cebador, que a su vez se utilizan para introducir
mutaciones en el amplicén. La division del polinucleétido en segmentos puede tener inicialmente en cuenta la
ubicacion de las mutaciones en el polinucleétido. Las divisiones del polinucleétido en segmentos también pueden
tener en cuenta la longitud total del polinucleétido, la eficiencia de la replicacién (por ejemplo, la amplificacion de
segmentos), y el nimero deseado de amplicones para el montaje. Otras consideraciones seran evidentes para el
experto en la materia.

[0077] Las reacciones de amplificacion pueden ser afectadas por la secuencia, el tipo de polimerasa utilizado, la
eficiencia de los cebadores, y reacciones secundarias no deseadas (por ejemplo, dimeros de cebadores). Por lo
tanto, en algunas realizaciones, dependiendo de la longitud total del polinucleétido a ensamblar, las longitudes de
segmento pueden ser de 2000 bases o menos, 1500 bases o menos, 1200 bases o menos, 1000 bases o menos,
900 bases o0 menos, 800 bases o menos, 700 bases o menos, 600 bases o menos, 500 bases o menos, 400 bases o
menos, 300 bases o menos, 250 bases 0 menos, 0 200 bases 0 menos a aproximadamente 100 o tan pocos como
aproximadamente 50 bases de longitud. En general, la duracion de los segmentos es de aproximadamente 50 a
aproximadamente 1.000 bases, aproximadamente 200 a 1.000 bases, aproximadamente 300 a 700 bases, o
aproximadamente 400 a 600 bases, con alrededor de 500 bases siendo longitud media Gtil dada la eficiencia de las
polimerasas utilizadas en las reacciones de amplificacién. En diversas formas de realizacion, los segmentos se
solapan de tal manera que los amplicones producidos a partir también tendran las regiones adyacentes se
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superponen (es decir, la superposicion de regiones complementarias) para el montaje del polinucleétido.

[0078] En algunas realizaciones, las regiones superpuestas adyacentes deben ser de longitud y complementariedad
suficiente para permitir la formacién de amplicones hibridados estables (es decir, hibridadas) durante el montaje del
polinucleétido. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la longitud del solapamiento puede ser de 4 o mas nucleotidos,
5 0 mas nucleétidos, 6 o mas nucleétidos, 8 o mas nucleétidos, 10 o mas nucledétidos, 15 o mas nucledtidos, 20 o
mas nucledtidos, 25 o mas nucleétidos, 30 o mas nucledtidos, 40 o mas nucledtidos, 50 o mas nucleétidos, y 100 o
menos, 90 o menos, 80 o menos, 70 o menos, 60 o menos nucledtidos de longitud segun lo permitido por la
capacidad de formar amplicones hibridados estables. Dado que las regiones de superposicién generalmente
incluyen la union de secuencias utilizan para generar los amplicones de imprimacion, la longitud de solapamiento
pueden dar cuenta de las diferencias en la secuencia del cebador (por ejemplo, delanteros y/o hacia atras) se utiliza
para generar las diferencias de polinucle6tidos que codifican la mutacion a Ser presentado.

[0079] En algunas formas de realizacién, los segmentos estan delimitadas por las secuencias de unién del cebador
a la que los cebadores recocidos delanteros / traseros. En su caso, las secuencias de unién de cebadores que
definen los segmentos también pueden abarcar la posicion del polinucleétido que codifica una diferencia en la
secuencia de aminoéacidos. La secuencia de union a cebador puede ser de cualquier longitud suficiente para
hibridarse al cebador (adelante o atras) durante la reaccion de amplificacion. Por consiguiente, la secuencia de unién
a cebador puede ser de 100 bases 0 menos, 90 bases o menos, 80 bases o menos, 70 bases o0 menos, 60 bases o
menos, 50 bases o menos, 40 bases o menos, 30 bases o menos, 20 bases o menos 15 bases o menos, a
aproximadamente 8 bases o 10 bases. En algunas realizaciones, la longitud de las secuencias de unién de
cebadores puede comprender de aproximadamente 8 a 50 bases, de aproximadamente 8 a 40 bases,
aproximadamente 10 a 30 bases, o alrededor de 15 a 25 bases.

[0080] Cuando el cebador contiene una secuencia que codifica una diferencia de aminoacidos definidos, la mutacién
puede estar situada en una region del cebador que no interfiera con la extension del cebador. En algunas formas de
realizacién, la mutacién se encuentra en alrededor de la mitad del cebador mutagénico, donde el cebador tiene una
Tm que es suficiente para hibridarse con el &cido nucleico molde y servir como cebador para la reaccion de
extension de la polimerasa mediada. En algunas realizaciones, las diferencias en la secuencia de polinucleétidos
puede ser localizada, en funcién de la longitud del cebador, aproximadamente 5 bases, 6 bases, 8 bases, 10 bases,
12 bases, 15 bases, 20 bases, 25 bases desde el extremo 3 'de el cebador. En consecuencia, en algunas
realizaciones, la longitud del cebadores delanteros/traseros pueden ser de aproximadamente 8 a 50 nucledtidos,
aproximadamente de 8 a 40 nucledtidos, aproximadamente 10 a 30 nucledtidos, o aproximadamente 15 a 25
nucleétidos, y comprenden ademas nucleétidos diferencia en la secuencia en alrededor de la mitad de la
imprimacion. Por lo tanto, en algunas realizaciones los cebadores delanteros/traseros son alrededor de 50
nucleétidos de longitud con una diferencia de nucleétidos aproximadamente 25 nucledtidos a partir del extremo 3',
alrededor de 40 nucleédtidos de longitud con una diferencia de nucledtidos aproximadamente 20 nucleétidos del
extremo 3', alrededor de 30 nucledtidos de longitud con una diferencia de nucleétidos aproximadamente 15
nucleétidos del extremo 3', alrededor de 25 nucledtidos de longitud con una diferencia de nucleétidos sobre 12
nucleétidos desde el extremo 3', o alrededor de 20 nucleétidos de longitud con una diferencia de nucle6tidos
aproximadamente 10 nucleétidos desde el extremo 3',

[0081] La estabilidad de los cebadores de oligonucleétidos, por ejemplo, la temperatura de fusion térmica, es una
funcién de la fuerza iénica, temperatura, contenido de G / C, y la presencia de agentes caotropicos y se puede
calcular usando métodos conocidos para predecir las temperaturas de fusion (véase, por ejemplo, Baldino y otros,
Methods Enzymology 168:761-777; Bolton et al, 1962, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 48:1390; Bresslauer et al, 1986,
Proc Nati Acad Sci EE.UU. 83:8893-8897;. Freier et al, 1986, Proc Nat] Acad. Sci EE.UU. 83:9373-9377; Kierzek et
al, Biochemistry 25:7840-7846; Rychlik et al, 1990, Acidos Nucleicos Res 18:6409-6412 (errata, 1991, Acidos
Nucleicos Res 19:698); Sambrook et al, 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY; Suggs et al., 1981, En biologia de desarrollo utilizando genes purificados (Brown et al., Eds.),
Pp. 683-693,

[0082] Para generar la biblioteca de amplicones, delanteros y cebadores que hibridan con la se utilizan en una
reaccion de amplificacién para generar amplicones de secuencias de cada segmento del polinucleétido de unién a
cebador trasero. Cuando el amplicon tiene una diferencia de polinucleétido que codifica un aminoéacido definido
cambio relativo a la secuencia de referencia, la secuencia de cebadores traseros y/o delanteros se disefian para
introducir la secuencia diferente (es decir, mutacién) en la reaccién de amplificacion. Las combinaciones adecuadas
de cebadores delanteros y traseros se utilizan para generar una biblioteca de amplicones que comprenden
miembros que pueden codificar para cada una de la pluralidad de diferencias de restos de aminoacidos.

[0083] En algunas realizaciones, los conjuntos de cebadores delanteros y traseros pueden ser almacenados en una
matriz, por ejemplo una matriz de imprimacién, de manera que se puede acceder facilmente cuando se necesitan
amplicones para la sintesis de un polinucleétido que codifica una secuencia de amino definida de acido de
permutacion. Como se apreciara en la técnica, los cebadores de oligonucleétidos se pueden usar para introducir
cualquier tipo de mutacion seleccionada en la pluralidad definida de diferencias de restos de aminoéacidos, incluidos,
entre otros, inserciones de aminoacidos, deleciones y sustituciones. Las sustituciones pueden ser mutaciones
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conservativas 0 no conservativas, segun lo dictado por la pluralidad escogida de las diferencias de residuos de
aminoacidos.

[0084] En algunas realizaciones, mas de un acido amino diferencia en la secuencia puede estar presente en la
misma posiciéon de residuos de aminoacidos en una secuencia polipeptidica. En estas realizaciones, diferentes
amplicones desde el mismo segmento de solapamiento se pueden generar, en donde cada amplicén se prepara con
pares de cebadores delanteros y traseros para cada mutacién definida en la posicién de residuo idéntico. Para
preparar un polinucleétido que codifica una permutacion de secuencia particular en esa posicion de residuo de
aminoacido especifico, uno de los amplicones que contienen la mutacion deseada (es decir, diferencia de
nucleétidos definida) se elige y se monta como un miembro del conjunto de amplicons para generar el polinucle 6tido
gue codifica un polipéptido que contiene la mutacién deseada en la posicion de residuo de aminoacido especificado.

[0085] En algunas realizaciones, mas de un par de cebadores (por ejemplo, un conjunto de cebadores degenerados)
se puede utilizar para generar un conjunto de amplicones (es decir, fragmentos de polinucleétidos) que pueden
utilizarse para ensamblar un conjunto de variantes de polinucleétido de polipéptidos que codifican tienen cambios
mas residuos de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones) en una posicion definida especifica. Las variantes de
polinucleétidos ensamblados a partir de los amplicones realizan cebadores degenerados pueden ser secuenciados
antes o después de su polipéptido codificado se ensaya con el fin de determinar la secuencia especifica a la
posicion de interés.

[0086] Como sera evidente para el experto en la materia, en algunas realizaciones, un segmento de solapamiento
definido para una secuencia de polinucleétidos no puede tener ningunas mutaciones asociadas. Ademas, el mismo
segmento puede en una secuencia de aminoacidos de permutacién abarcan una mutacion especificada, pero en
algunas permutaciones de secuencia pueden no tener ninguna mutacion asociada con el segmento. Asi, en algunas
formas de realizacion, la biblioteca de los amplicones pueden contener miembros que no tienen las diferencias de
secuencia de polinucledtido en comparacion con la secuencia de referencia para un segmento particular. Estos
polinucledtidos de puente, que no tienen cambios asociados en la secuencia en comparacién con la secuencia de
referencia, pueden utilizarse como un conector para montar el polinucle6tido completo.

[0087] Con la eleccion apropiada de los segmentos, la biblioteca de amplicén comprende miembros que pueden ser
utilizados para ensamblar al menos dos o mas diferentes permutaciones de secuencias de aminoéacidos de las
diferencias de aminoéacidos definidos en relacién con la secuencia de referencia. Por ejemplo, una pluralidad de
mutaciones definidas por las diferencias de restos de aminoacidos A y B puede tener las siguientes permutaciones:
A solo, B solo, o Ay B. Asi, la biblioteca de amplicén tiene miembros suficiente para generar una permutacion de
secuencia de aminoacidos que tiene, independientemente, A mutacion o B mutacion. En algunas realizaciones, la
biblioteca de amplicon tiene miembros suficientes para generar cada secuencia de aminoacidos de permutacién de
las diferencias de residuos de aminoacidos definidas en relacidn con la secuencia de referencia. Asi, para el ejemplo
dado, la biblioteca de amplicon tiene miembros suficiente para generar permutaciones de secuencias de
aminoacidos que tienen, independientemente, una mutacién A o mutacion B, o una mutacion A + B. Dado que el
tamafio de los amplicones se correspondera con el tamafio de los segmentos, los amplicones pueden ser de 2000
bases o menos, 1500 bases o menos, 1200 bases o menos, 1000 bases o menos, 900 bases o menos, 800 bases o
menos, 700 bases o menos, 600 bases o menos, 500 bases o0 menos, 400 bases o menos, 300 bases o0 menos, 250
bases 0 menos, o 200 bases 0 menos a aproximadamente 100 o tan pocos como aproximadamente 50 bases de
longitud. En general, la longitud de los amplicones es de aproximadamente 50 a aproximadamente 1.000 bases,
aproximadamente 200 a 1000 bases, aproximadamente 300 a 700 bases, 0 aproximadamente 400 a 600 bases, con
alrededor de 500 bases o menos una longitud util, dada la eficiencia de polimerasas utilizadas en las reacciones de
amplificacion. En algunas realizaciones, los amplicones son alrededor de 400 bases o menos de longitud.

[0088] En general, la reaccion de amplificacion puede utilizar cualquier enzima utilizada para la polimerasa mediada
por reacciones de extension, tales como la polimerasa Taq, la polimerasa Pfu, polimerasa Pwo, polimerasa Tfl,
polimerasa rTth, polimerasa Tli, polimerasas Tma, y el fragmento Klenow. Condiciones para la amplificacién de un
segmento de polinucleétido usando la reaccion en cadena de la polimerasa puede seguir condiciones estandar
conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al, 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY y Ausubel et al, 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Associates y Wiley Interscience, NY (actualizaciones hasta 2008).

[0089] En algunas realizaciones, la amplificacion de cada amplificon puede llevarse a cabo en reacciones
separadas, minimizando asi la necesidad de aislar un producto de amplificacion de otro amplicdn. Sin embargo, las
reacciones de amplificacion de dos o mas amplicones pueden llevarse a cabo en una sola reaccion y los productos
aislados, como por electroforesis o cromatografia. En algunas formas de realizacion, los productos de la reaccion de
amplificacion pueden ser tratados con varias combinaciones de exonucleasas y fosfatasas para eliminar restantes
cebadores y nucledtidos libres (por ejemplo, combinacién de exonucleasa | y fosfatasa de alcalina).

[0090] Para generar el polinucledtido que codifica el polipéptido con la secuencia de permutacion de aminoacidos

definida, se selecciona un conjunto de amplicones que tienen regiones solapadas complementarias y montadas en
condiciones que permitan la reasociacion de las regiones solapadas complementarias entre si. Por ejemplo, los
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amplicones se pueden desnaturalizar y luego se dej6 recocido para formar un complejo de amplicones que juntos
codifican el polipéptido con una permutacidon de secuencia de aminoacidos definida que tiene una o mas de las
diferencias de residuos de aminoacidos con relaciéon a una secuencia de referencia. Generalmente, el montaje de
cada conjunto de amplicones puede realizarse por separado de tal manera que el polinucledtido que codifica una
secuencia de aminoacidos de permutacion se distingue facilmente de otro polinucleétido que codifica una secuencia
de aminoacidos diferente de permutacion. En algunas realizaciones, el montaje puede llevarse a cabo en
ubicaciones direccionables sobre un sustrato (por ejemplo, una matriz) de tal manera que una pluralidad de
polinucleétidos que codifican una pluralidad de secuencias de permutaciones de aminoacidos definidas pueden ser
generadas simultaneamente.

[0091] En algunas formas de realizacién, los conjuntos se pueden preparar de tal manera que mdltiples (es decir, 2
0 mas) amplicones estan representados por el mismo fragmento. El producto resultante de esta reaccion de
ensamblaje contendrd una mezcla de polinucleétidos que contienen diferentes permutaciones de secuencia de
diferencias de aminoacido definidas. Esta mezcla se puede clonar directamente y variantes puede ser secuenciadas
antes o después de polipéptidos codificados se ensayan.

[0092] Los amplicones reunidos se replican utilizando una polimerasa para sintetizar el polinucleétido que codifica el
polipéptido de interés. En algunas realizaciones, las condiciones de reaccion pueden utilizar las mismas condiciones
y las polimerasas utilizadas para la reaccion de amplificacion. Los amplicones reunidos actian como iniciadores de
tal manera que una sola ronda de replicacion crea un duplicado de los amplicones reunidos. Generalmente, en la
etapa de replicacion, cebadores que hibridan con secuencias de unidn cebador que flanquean el polinucleétido (es
decir, el regién 5' terminal y el regién 3' terminal) puede ser afiadido para amplificar el producto de polinucleétido
mediante la realizacién de reacciones de amplificacién adicionales. En algunas realizaciones, estos cebadores
flanqueantes pueden incorporar secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion para facilitar la clonacion
del producto polinucledtido sintetizado en plasmidos o vectores, tales como vectores de expresion.

[0093] En algunas realizaciones, los cebadores de flanqueo pueden tener secuencias que permiten la expresion
directa in vitro utilizando un sistema de traduccion acopladas de transcripcion para la sintesis del producto de
proteina sin la necesidad de transformacién en un organismo huésped. Por lo tanto, algunos cebadores que
flanquean puede incorporar secuencias de control para controlar la expresion de la regién codificante del polipéptido.
Las reacciones de amplificacién utilizando dichos cebadores flanqueantes pueden ligarse operativamente las
secuencias de control para el polipéptido de la regidn codificante de interés.

[0094] En algunas realizaciones, la pluralidad de diferencias de aminoacidos es al menos 2. En algunas
realizaciones, la pluralidad de diferencias de aminoacidos es al menos 2,3,4,5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0
més. De acuerdo con ello, el nimero de diferencias de nucleétidos definidas puede variar de 2 a 45, 0 mas. El
numero de permutaciones para pluralidad "n" diferencias de residuo de aminoacidos definidas es dado por la férmula
n!/(k!(n-k)!, donde n es el numero de no mutaciones mutuamente excluyentes y k es el numero de diferencias de
aminoéacidos y n! denota el operador factorial. En algunas realizaciones, el tamafio de la biblioteca de amplificacion,
por ejemplo durante un minimo de 2 diferencias de residuos de aminoéacidos es un tamafio de la biblioteca que
contiene al menos 3 diferentes amplicones. En algunas realizaciones, el tamafio de la biblioteca es de al menos 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, o incluso méas amplicones diferentes. Por ejemplo, para una pluralidad de variantes que comprende al
menos 10 diferencias definidas, asumiendo ninguna de las diferencias se encuentran madamente tal que mas de lo
que puede ser incluido por imprimacién, el montaje de las variantes con 10 diferencias definidas utiliza hasta 11
amplificones por reaccion de ensamblaje. Suponiendo una pluralidad de diferentes mutaciones que se desean en
cualquiera de la pluralidad de posiciones que tienen diferencias definidas, las bibliotecas mucho mas grandes de los
amplicones se pueden utilizar. Por consiguiente, en algunas formas de realizacion, la biblioteca de los amplicones
pueden comprender al menos 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 0 mas amplicones diferentes.

[0095] Una vez que la biblioteca de los amplificones han sido sintetizados, cualquier polinucleétido que codifica una
secuencia de permutacion de aminodacidos especificada en base a una pluralidad de diferencia de residuo de
aminoacidos se puede hacer uso de la biblioteca de los amplicones. En algunas realizaciones, el método de
generacién de un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos con una 0 mas
diferencias definidas en los residuos de aminoacidos en comparacion a una secuencia de polipéptido de referencia
puede comprender las etapas de: (a) el montaje de un conjunto de amplicones que tienen regiones adyacentes
solapadas complementarias, donde el conjunto montado de los amplicones comprende una secuencia de
polinucleétido que codifica una secuencia de aminoacidos con una o mas diferencias definidas de residuo de
aminoacido en comparacién con una secuencia de referencia, en donde se seleccionan los amplicones de una
biblioteca de amplicones que tienen miembros que codifican una pluralidad de diferencias de aminoacidos, y (b)
reproducir el conjunto de fragmentos de polinucleétidos superpuestos ensamblados a sintetizar el polinucleétido de
interés.

[0096] En algunas realizaciones, la biblioteca de amplicon se puede utilizar para generar polinucleétidos que
codifican cualquier permutacion de una pluralidad definida de diferencias de aminoacidos definidas, comprendiendo
el método: (a) la generacion de permutaciones de secuencias de aminoacidos que difieren de una secuencia de
aminoacidos de referencia basado en una pluralidad de diferencias de restos de aminoacidos definidas en
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comparacion con una secuencia de aminoacidos de referencia, (b) seleccionar una secuencia de permutacion de
aminoacidos definidas y determinar una secuencia correspondiente de polinucleétidos basada en una secuencia de
referencia, (c) seleccionar un conjunto de la superposicion de fragmentos de polinucleétido que codifica las
permutaciones de secuencias de aminoacidos definidas, donde al menos cada fragmento de polinucleétido de
superposicion que codifica una diferencia de un aminoacido es de una pluralidad de fragmentos de codificacion de
polinucleétido diferente de aminoacidos que conocida las diferencias de residuos, en el que la pluralidad de
fragmentos tiene miembros suficientes para ensamblar polinucleétidos que codifican al menos dos diferentes
permutaciones de secuencias de aminoacidos, (d) montar el conjunto de fragmentos de polinucleétidos que tiene
regiones adyacentes solapadas complementarias, y (e€) que replican el conjunto de fragmentos superpuestos
montados para sintetizar el polinucleétido que codifica el polipéptido. Para cada secuencia de permutacién de
aminoacidos deseada, las etapas de (b) a (e) pueden repetirse.

[0097] un proceso ejemplar para la generacion de los amplicones para el nUmero "n" de variantes se muestra en la
FIG. 4. En la realizacion ilustrada, el procedimiento comprende: (a) la importacién de una secuencia de referencia y
una lista de mutaciones asociadas con la secuencia, (b) la creacién de una lista de variaciones basada en la lista de
mutaciones, (c) seleccionar una permutacion definida de la secuencia de aminoacidos (es decir, la variante 1), (d) la
identificacion de la superposicion de fragmentos de polinucleétidos de una biblioteca de amplicones (por ejemplo,
como la preparada en la FIG. 5), (e) determinar el nimero de variantes y si el nimero de variantes es menor que el
namero total de variantes deseadas, reiterando las etapas (a) a (d).

[0098] Para la sintesis eficiente de las bibliotecas de amplificacion, cebadores disefiados apropiadamente
oligonucleotidc se utilizan en una reaccién de amplificacion. En algunas realizaciones, el método de generacion de
una biblioteca de la superposicién de fragmentos de polinucledtidos puede comprender: (a) generar una pluralidad
de permutaciones de secuencias de aminoacidos que difieren de una secuencia de aminoacidos de referencia
basado en una pluralidad de diferencias de restos de aminoacidos definida a partir de una secuencia de
aminoacidos de referencia, y para cada permutacion (i) la determinacion de una secuencia de polinucleétido que
codifica la secuencia de aminoacidos basadas en un polinucleétido de referencia secuencia; (ii) exploracion de una
secuencia de polinucledtidos y la identificacion de un cambio en la secuencia de polinucledtido que codifica una
diferencia residuo de aminoécido, y determinar opcionalmente la proximidad de un préximo cambio en la secuencia
de polinucleétidos que codifica un siguiente diferencia residuo de aminoéacido en la secuencia de aminoacidos de
permutacion; (iii) seleccionar un oligonucleétido cebador delanteros que tiene una secuencia que codifica la
diferencia de un aminoacido, y opcionalmente incluyendo el siguiente cambio en la secuencia de polinucledtido en el
mismo cebador directo si proximo a el cambio en la secuencia de polinucleoétido; (iv) la exploraciéon de una secuencia
de polinucledtidos de la ubicacion del cebador delantero hasta que se identifica el siguiente cambio en la secuencia
de polinucleétido o hasta que el extremo del polinucledtido, y la seleccion de un oligonucleétido de cebador trasero
para amplificar un fragmento de polinucleétido con el cebador de oligonucleétido directo, en el que el cebador
trasero tiene una secuencia que codifica opcionalmente el siguiente cambio en la diferencia de residuo de
aminoécido; (v) reiterar las etapas (ii) a (iv) para cada cambio en la secuencia de polinucleétido que codifica una
diferencia de residuo de aminoéacido hasta que todos los cambios en la secuencia de polinucle6tidos que estan
presentes en los cebadores de oligonucleodtidos y los fines de que se alcance la secuencia de polinucleétido; y (g)
amplificar con cada conjunto de cebadores delanteros y traseros de oligonucledtidos para generar la biblioteca de
amplicones que tienen miembros que codifican las diferencias de aminoacidos superpuestas. En estas realizaciones,
cuando la exploracion de la secuencia de polinucleétidos se encuentra con el extremo del polinucleétido, cebadores
flanqueantes se pueden utilizar en combinacion con los cebadores internos para completar la generacion de los
amplicones.

[0099] Un proceso ejemplar para la seleccion de cebadores adecuados delanteros y traseros se ilustra en la figura.
5. En la fig. 5, el proceso de seleccién de los cebadores de oligonucledtidos comprende: (a) seleccionar una variante
(un aminoacido de secuencia de permutacion) y la generacion de la secuencia de polinucleétido correspondiente
sobre la base de una secuencia de referencia, (b) la creaciéon de un cebador de oligonucleétidos delanteros para un
fragmento con una primera mutacion, (c) exploracion de la secuencia a partir de la primera mutacion a la siguiente
mutacion o hasta el final del gen y la creacién de un cebador de oligonucleétido trasero para la proxima mutacion, (d)
y si el siguiente mutacion es préxima a la primera mutacién, colocando la siguiente mutacion en el mismo cebador
de oligonucledtidos delanteros, (e) reiterar las etapas (b) a (d) hasta que los extremos de la variante de
polinucleétido n se alcance.

[0100] Como se ha sefialado anteriormente, en algunas realizaciones en las que el polinucleétido ha separado en
segmentos superpuestos definidos por un conjunto de cebadores delanteros y traseros, cebadores delanteros y
traseros pueden no tener mutaciones asociadas. Un contexto en el que esto puede ocurrir es que si los segmentos
de polinucledtidos deben ser restringidos en tamafio, por ejemplo, aproximadamente menos de 1000 bases, debido
a la necesidad para la sintesis eficiente de un amplicén, tales cambios que no todos los segmentos han definido en
la secuencia de polinucleétido. En algunas formas de realizacion, en la preparacion de los oligonucle6tidos basados
en el método anterior, la busqueda de la secuencia se puede limitar a un tamafo particular "I", por ejemplo en
alrededor de 1.200 bases en la etapa (iv) para la seleccion de un cebador trasero. En otras palabras, tras la
identificacion de un cebador delantero basado en una diferencia en la secuencia, una exploracion se realiza en uno
o el otro sentido de la secuencia de polinucledtidos para determinar la distancia de nuclettidos a la siguiente
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mutacion. Si la distancia excede el limite establecido, un segmento que no abarca ningunas mutaciones puede ser
creadas para tender un puente sobre dos segmentos que contienen las dos mutaciones distantes. El proceso de
digitalizacién puede ser reiterado en el punto de la siguiente mutacion.

[0101] Como se sefialé anteriormente, los cebadores de oligonucleétidos, ya sea solos o en conjunto (por ejemplo,
delanteros y traseros) oligonucleétidos, asi como los amplicones correspondientes se pueden colocar sobre
sustratos direccionables para la automatizacién y/o almacenamiento. Los cebadores de oligonucle6tidos en los
sustratos direccionables, también descritos en el presente documento como un ensayo de cebador, pueden ser
accedidos robéticamente para sintetizar bibliotecas de amplicones para una pluralidad definida de diferencias de
aminoacidos. Del mismo modo, los amplicones en los sustratos direccionables, también aqui se describen como
matrices de amplicon, se puede acceder para generar una secuencia de polinucleétidos que codifica un aminoacido
deseado de secuencia de permutacion de acido basado en la pluralidad definida de diferencias de residuos de
aminoacidos. Un sustrato o soporte sdlido para la matriz pueden estar compuestas de polimeros organicos tales
como poliestireno, polietileno, polipropileno, polifluoroetileno, polietilenoxi y poliacrilamida, asi como copolimeros e
injertos de los mismos. Un soporte sélido también puede ser inorgénico, tal como vidrio, silice, vidrio de poro
controlado (CPG), silice de fase inversa o de metal, como el oro o el platino. La configuracion de un sustrato puede
estar en forma de perlas, esferas, particulas, granulos, un gel, una membrana o una superficie. Las superficies
pueden ser planas, sustancialmente planas, o no planas. Los soportes sdélidos pueden ser porosos 0 no porosos, y
pueden tener hinchazon o inflamacion no caracteristicas. Un soporte sélido puede estar configurado en forma de un
pozo, depresion, u otro recipiente, recipiente, caracteristica, o la ubicacidon. Una pluralidad de soportes pueden
configurarse en una matriz en varios lugares, direccionable para la entrega roboética de reactivos, o por métodos y/o
instrumentos de deteccion, en algunas realizaciones, el sustrato es una cdmara de reaccion. Comercialmente
recipientes de reaccién disponibles contienen al menos una camara de reaccién, pero pueden contener camaras de
reaccion 8, 24, 96 o 384. Un ejemplo de una cadmara de reaccion es uno de los 96 pocillos de microtitulacion en una
placa de microtitulacién de 96 pocillos.

[0102] En algunas realizaciones, un sistema robotico y un sistema de ordenador asociado capaz de cebadores de
muestreo o pares de cebadores a partir de las matrices se pueden utilizar para entregarlos a una camara de
reaccion. Los reactivos para la amplificacion de la polimerasa mediada también pueden ser entregada a cada
conjunto de cebadores en la cAmara de reaccién, seguida de la aplicacién de una rutina de amplificacion (por
ejemplo, en un termociclador automatizado). Esto permite la formacién de un sustrato que contiene amplicones
direccionables definidos basados en segmentos de una secuencia de polinucledtidos que se superponen. El sistema
robotico puede elegir el conjunto apropiado de los amplicones en base a la permutacién deseada de la secuencia de
aminoacidos, los cebadores flanqueantes para la amplificacion del producto de polinucleétido final, y entregar los
reactivos para la reaccion de ensamblaje y amplificacion. Un sistema robético ejemplar se proporciona en la FIG. 6.
El sistema robotico en la FIG. 6 comprende instrucciones para (a) seleccionar un segmento y amplicén asociado
para la amplificacion, (b) la identificacion de oligonucleétidos delanteros y traseros para el fragmento seleccionado
(es decir, amplificacién), el almacenamiento de la informacion de datos en los oligonucleétidos en la lista de
oligonucledtidos Unicos (por ejemplo, 96 placa de microtitulacion de pozo), y la colocacién de los oligonucleétidos en
un primer sustrato direccionable (c) almacenar la informacion de datos en fragmento sintetizado (por ejemplo, la
posicion en la matriz, la secuencia, los oligonucleétidos utilizados, etc) a la lista de fragmentos Unicos, y colocando el
oligonucledtido en un sustrato segundo direccionable, (d) determinar el nimero de fragmentos seleccionados contra
el numero total de fragmentos necesarios para el montaje, y reiterando las etapas (a) a (d) hasta que todos los
fragmentos se han seleccionado, (e) colocar el gen de montaje en un tercer sustrato direccionable y pasos
reiterando (a) a (d) hasta que todas las variantes deseadas que se han generado.

[0103] En algunas formas de realizacion, la presente descripcion también proporciona bibliotecas de fragmentos de
polinucleétidos (es decir, amplicones) para el montaje de una pluralidad de polinucleétidos que codifican diferentes
secuencia de permutaciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, la pluralidad de polinucleétidos comprende:
fragmentos de polinucleétidos con la superposicion de las regiones adyacentes, cada fragmento de polinucle6tido
estando limitada por las secuencias de union del cebador para los cebadores delanteros y traseros, en el que la
pluralidad de polinucleétidos tienen miembros que codifican en las secuencias de una diferencia de residuo de
aminoacido especifica de unién a partir de una pluralidad definida de las diferencias de residuos de aminoacidos con
respecto a una secuencia de aminoacidos de referencia de cebador de tal modo que la pluralidad de fragmentos de
polinucleétido codifica toda una pluralidad seleccionada de restos de aminoacidos de diferencias de pluralidad de
diferencias definidas de residuos de aminoacidos; y en el que la pluralidad de fragmento de polinucleétido
comprende miembros para el montaje de dos o mas diferentes permutaciones de secuencias de aminoacidos de las
diferencias de aminoéacidos definidas. En algunas realizaciones, la pluralidad de fragmentos de polinucleotido
comprende miembros suficientes para el montaje de todas las posibles permutaciones de la secuencia de
aminoacidos de la pluralidad seleccionada de las diferencias de residuos de aminoacidos. En algunas realizaciones,
los miembros de la pluralidad son amplicones formadas utlizando los cebadores delanteros y traseros.

[0104] Como sera evidente para el experto artesano, los métodos descritos en el presente documento se puede
practicar usando técnicas estandar disponibles para el experto en la técnica, tales como los descritos en Sambrook
et al, 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed. , Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York y
Ausubel et al., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley Interscience,
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Nueva York (actualizaciones hasta 2008). Los oligonucleétidos se pueden sintetizar utilizando metodologias
quimicas conocidas, tales como los basados en metodologias de sintesis en fase sélida de fosforamidita (Véase, por
ejemplo, Wright, et al, 1993, Tetrahedron Letters 34, 3373-3376; Caruthers, 1991, Acc. Chem. Res. 24, 278-284; y
las referencias citadas en este documento).

[0105] También se describe aqui sistemas informaticos implementados en forma de software de ordenador para
llevar a cabo los métodos descritos anteriormente. En algunas realizaciones, el producto de programa de ordenador
comprende un medio de almacenamiento legible por maquina que tiene instrucciones de programa que comprenden
cédigos para cada una de las etapas de: (a) la importacién de una secuencia de referencia y una lista de mutaciones
asociadas con la secuencia, (b) lista de permutaciones creadas basadas en la lista de mutaciones, (c) seleccionar
una permutacion definida de la secuencia de aminoacidos, (d) la identificacién de la superposicién de fragmentos de
polinucleétidos de una biblioteca de amplicones (por ejemplo, como se preparé en la FIG. 5), (e) determinar el
namero de variantes y si el niUmero de variantes es menor que el nimero total de variantes deseadas, reiterando las
etapas (a) a (d).

[0106] En algunas realizaciones, el producto de programa de ordenador comprende un medio de almacenamiento
legible por maquina que tiene instrucciones de programa que comprenden codigos para cada una de las etapas de:
(a) seleccionar una variante (un aminoacido de secuencia de permutacion) y la generacion de la secuencia de
polinucledtido correspondiente basado en una referencia secuencia, (b) la creacion de un cebador de oligonucleétido
delantero para un fragmento con una primera mutacion, (c) exploracion de la secuencia a partir de la primera
mutacion a la siguiente mutacion o hasta el final del gen y la creacién de un cebador trasero de oligonucle6tidos para
la proxima mutacion, (d) y si el siguiente mutacion es proxima a la primera mutacion, la colocacion de la siguiente
mutacion en el mismo oligonucleétido delantero, (e) las medidas que reiteran (b) a (d) hasta que extremos de la
variante de polinucleétido n se alcanza.

[0107] Como se muestra en las ilustraciones de la FIG. 4, FIG. 5, y FIG. 6, el equipo llevé a cabo programas para la
seleccion de los amplicones, la seleccion de cebadores de oligonucledtidos, y el almacenamiento en formatos
direccionables pueden ser integrados para permitir la automatizacion de las diversas etapas de los métodos de la
descripcion.

[0108] Como se describe en el presente documento, en algunas realizaciones, el método se puede utilizar para
sintetizar polinucledtidos que codifican polipéptidos que tienen un conjunto definido de mutaciones seleccionadas de
entre una pluralidad de diferencias definidas en los residuos de aminoacidos de una secuencia de referencia. Los
métodos de la presente memoria permiten la sintesis eficiente de varias permutaciones de secuencias de
aminoacidos sobre la base de las diferencias de residuos de aminoacidos. Sintesis eficiente de los polinuclettidos
que codifican diferentes secuencias de permutaciones de aminoacidos es Util para una variedad de aplicaciones de
ingenieria de proteinas. Véase, por ejemplo, la publicacién de solicitud de EE.UU. US20060195947; La publicacion
de solicitud de Estados Unidos. US20050153417; y la patente de Estados Unidos N° 7.220.566. En algunas
realizaciones, los métodos se pueden utilizar para sintetizar polinucleétidos que codifican enzimas variantes que
tienen propiedades mejoradas sobre la base de un conjunto de mutaciones que se sabe afectan diferentes
propiedades de la enzima. Por ejemplo, algunas mutaciones pueden afectar, entre otros, la actividad enzimatica,
estabilidad térmica, especificidad de sustrato, estereoselectividad, estereospecificidad, y refractariedad a la
inhibicion del producto. Mientras que las técnicas tradicionales de mutagénesis aleatoria y técnicas de evolucion de
proteinas pueden conducir a la identificacion de mutaciones que afectan a estas diversas propiedades de las
enzimas, muchas de estas mutaciones pueden ocurrir independientemente de los otros. Utilizando los métodos en el
presente documento, varias permutaciones de mutaciones que afectan a diferentes rutas, tales como la actividad
enzimatica, especificidad de sustrato, estabilidad térmica y se pueden hacer y se cribaron para identificar enzimas
de ingenieria que tienen multiples alterado rasgos deseados.

[0109] Los métodos proporcionados en este documento proporcionan eficiencia y precision sorprendente en la
generacién de grandes bibliotecas de variantes de polinucleétido que comprende varias permutaciones de la
secuencia de cambios. Por ejemplo, la secuencia de la proteina para la gulonolactona (L-) oxidasa (GLO) de Railus
norvegicus (adhesion: gi-92090602-sp-P10867,3-GGLO_RAT) se puede traducir al revés para proporcionar una
secuencia de ADN de 1,3 kb que se puede utilizar como una plantilla para disefiar 90 variantes de polinucleoétido,
cada uno codifica una variante de polipéptido que tiene una combinacion diferente de tres a cinco sustituciones de
aminoacidos. Por ejemplo, una lista de 90 permutaciones de sustituciones de 3-5 aminoacidos se puede seleccionar
de la siguiente lista de 10 posibles sustituciones: T28S, D95A, S156N, G175S, R212D, 1251E, F302S, H330l,
Y370G y K423N:. Las 90 diferentes permutaciones de sustituciones de aminoacidos codificadas por las variantes de
polinucledtidos fueron las siguientes: D95A/F302S/H3301/K423N; D95A/F302S/Y370G;
D95A/G1755/H3301/Y370G/K423N; D95A/G175S/R212D/F302S/Y370G; D95A/G175S/R212D/H330I;
D9SA/G175S/R212D/Y370G/K423N; D95A/1251E/F302S/K423N; D95A/1251E/H3301; D95A/I125E/K423N; D95A/
I1251E/Y370G; D95A/R212D/F302; D95A/R212D/I1251E/F302S; D95A/S156N/F302S/H3301/K423N;
D95A/S156N/G175S; D95A/S156N/G175S/H3301/Y370G; D95A/S1S6N/G175S/1251E/F302S;
D95A/S156N/1251E/H330I; D95A/S156N/1251E/K423N; D95A/S156N/K423N; D95A/S156N/R212D/1251E;
F302S/H3301/K423N; G175S/F302/Y370G/K423N; G175S/H3301/K423N; G175S/1251E/F302; G175S/R212D/H330I;
Gl 75S/R212D/K125E/H3301; G175S/R212D/K423N; S175S/R212D/Y370G; G175S/R212D/Y370G/K423N;
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H3301/Y370G/K423N; 1251E/H3301/Y3700; 1251E/H3301/Y370G; 1251E/Y370G/K423N;
R212D/F302S/Y370G/K423N; R212D/H3301/K423N; R212D/1251E/F302S; R212D/1251E/F302S/H330I;
R212D/I251E/Y370G; R212D/I251E/Y370G; S156N/F302S/H3301; S156N/F3025/K423N; S156N/F302/Y370G;
S156N/G175S/F302S/Y370G; S156N/G17SS/1251E/F302S; S156N/G175S/K423N,; S156N/G175S/K423N,;
S156N/GI75S/R212D/F302S/H330I; S156N/1251E/F302S/H3301; S156N/1251E/H3301/Y370G;
SI56N/1251E/H3301/Y3700/K423N; S156N/I251E/Y370G; S156N/R212D/F302S/H3301/Y370G;
S156N/R212D/K423N; T28S/D95A/G175S/F302; T28S/D95A/G175S/F302S/Y3700; T285/D95A/H3301;
T285/D95A/I251E;  T28S/D95A/I251E/F302/K423N;  T28S/D95A/R212D;  T28S/D95A/S156N/H3301/Y370G;
T28S/D95A/S156N/R212D; T28S/D95A/S156N/R212D; T28S/D95A/S156N/R212D/Y370G; T28S/D95A/Y370G;
T28S/D95A/Y3700/K423N,; T28S/F302S/K423N; T28S/G175S/H3301; T28S/G175S/H3301/Y3700;
T28S/GI75S/1251E/F302; T28S/GI75S/1251E/F302S/Y370G; T28S/G175S/1251E/H3301;
T28S/G175S/1251E/K423N; T28S/H3301/K423N; T28S/1251E/F302S/H3301/K423N; T2SS/R212D/F302S/H3301;
T28S/R212D/H3301; T28S/R212D/1251E/F302; T28S/R212D/1251E/Y370G/K423N,; T28S/R212D/Y370G;
T28S/S156N/F302S/H3301/Y370G; T28S/S156N/F302S/Y3700; T28S/S156N/F302S/Y370G; T28S/S156N/G175S;
T28S/S156N/G175S; T28S/S156N/G175S/1251E; T28S/S156N/G175S/1251E/K423N;
T28S/S156N/R212D/1251E/H3301; T28S/S156N/R212D/I251E/K423N; y T28S/S156N/R212D/K423N.

[0110] Software (por ejemplo, como se describe en las figuras 5-7) se puede utilizar para determinar un total de sélo
55 amplicones, que corresponden a fragmentos de variantes de polinucledtido con regiones de secuencia de la
superposicion, pueden ser utilizados para montar las 90 variantes de polinucleétidos en una reaccién de Ronda 2
SOE-PCR. El software también se puede utilizar para determinar que se necesita un total de s6lo 22 cebadores de
oligonucleétidos en 55 reacciones separadas Ronda 1 de PCR con el polinucleétido de referencia 1,3 kb como
molde para generar los necesarios 55 amplicones. Los cebadores de oligonucledtidos 22 son so6lo 30 o 33
nucleétidos de longitud, e incluyen cebadores mutagénicos que comprenden cambios de nucleétidos en el medio de
la secuencia (por ejemplo, en los nucleétidos 15-17).

[0111] Por lo tanto, de acuerdo con los métodos descritos en este documento, la construccion de las 90 diferentes
variantes de polinucleétidos requiere sintesis de s6lo 22 oligonucleétidos relativamente cortos (30-mer a 33-mer),
una primera reaccion de Redonda 1 PCR para crear los 55 amplicones (es decir, la variante de fragmentos de
polinucledtido), y una segunda reaccion de la Ronda 2 SOE-PCR en la que los 55 amplicous se agrupan en diversas
combinaciones (con cebadores flanqueantes delanteros y traseros) para permitir el montaje de SOE-PCR de las 90
variantes de polinucledtidos. En la preparacion de las reacciones de Ronda 2 de PCR-SOE, cada uno de los 55
amplicones pueden ser reutilizados en promedio 7,8 veces, con ciertos fragmentos utilizados sélo una vez o dos
veces, y otros utilizados hasta 36 veces.

[0112] EI flujo de trabajo de las reacciones Ronda 1 y Ronda 2 y pueden ser controladas por listas de trabajo
generadas por software (por ejemplo, como en Figs. 4 y 6) que se utilizan para ejecutar la robética Tecan para el
manejo de liquidos. Las listas de trabajo de esta construccién de biblioteca ilustrativa llamada 90 variantes para sélo
110 operaciones de manejo de liquidos para las reacciones de Ronda 1 de PCR para generar los 55 amplificones
utilizando 22 cebadores, y so6lo 430 operaciones de manejo de liquidos para las reacciones de Ronda 2 de
ensamblaje SOE-PCR para preparar 90 variantes completas de longitud de polinucleétidos de 55 amplicones.

[0113] La precisién de las secuencias de variantes de polinucledtidos proporcionadas por los métodos descritos en
el presente documento se puede determinar mediante etapas adicionales de clonacién y secuenciacion de cada una
de la pluralidad de construcciones de las reacciones de Ronda 2. Como se ilustra por los Ejemplos (mas abajo), los
métodos descritos en el presente documento como resultado sorprendentemente de alto nivel de las secuencias
correctas (secuencias perfectas de larga duracion de (FLP))... es decir secuencias que tienen el nucleétido
deseadas relativas al polinucleétido de referencia.

[0114] Al menos algunas de las sorprendentes ventajas de los métodos descritos en este documento estan en la
mayor precision de las grandes bibliotecas de variantes de polinucledétidos producidos. En algunas realizaciones, los
métodos se pueden utilizar para preparar una biblioteca direccionable de al menos 10 variantes de polinucledtidos
diferentes, comprendiendo cada una al menos una diferencia en la secuencia definida con respecto a una secuencia
de polinucledtidos de referencia, en el que al menos una media de 75% de las secuencias variantes de
polinucleétidos son secuencias correctas (por ejemplo, las secuencias que comprenden la secuencia de referencia
de longitud completa con las diferencias de nucledtidos definidas introducidas por los cebadores utilizados en el
método). En algunas realizaciones, los métodos proporcionan una biblioteca direccionable de al menos 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 o mas diferentes variantes de polinucleétidos, que comprende cada uno al
menos una diferencia secuencia definida relativa a una secuencia de polinucleétidos de referencia, donde al menos
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 mas de las secuencias variantes de polinuclettidos son correctas, por ejemplo, FLP
por andlisis de secuencia.

[0115] En ciertas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento comprenden una pluralidad de
reacciones de Ronda 1 de PCR utilizando una plantilla de polinucleétido de referencia y una pluralidad de Ronda 2
SOE-PCR reacciones de montaje amplicon se puede utilizar para preparar una biblioteca direccionable de 10 o mas
variantes de polinucleotidos de referencia de polinucleétido de al menos 500 pb, 750 pb, 1000 pb, 1250 pb, 1500 pb
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0 mas, cada variante que comprende de aproximadamente 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 3-30, 3-20, o 3-15 nucleétidos
cambios relativos con el polinucledtido de referencia, en el que las reacciones Ronda 1 de PCR comprenden
aproximadamente 6-300, 6-200, 6-100, 6-50, 6-40, 6-30, 6-25, 6-20, 6-15, o tan so6lo 6-10 cebadores diferentes de
oligonucledtidos, y al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 mas de las secuencias de variantes de polinucledtido son
de longitud perfecta completa.

[0116] En algunas realizaciones, varias permutaciones de fragmentos de polinucleétidos (por ejemplo, seleccionado
de una biblioteca direccionable) se puede montar en una biblioteca direccionable de variantes de polinucleotido cada
codifica una variante diferente de polipéptido que tiene una diferencia definida de residuos de aminoacido. Cada una
de estas variantes de polinucleétidos a continuaciéon se puede clonar en un sistema de expresion para generar una
biblioteca de clones direccionable, cada uno capaz de generar una variante de polipéptido diferente. Esta biblioteca
de clones direccionable se puede transformar en células (por ejemplo, E. coli), para la traduccién, y de las placas
automatizadas y recogiendo de colonias (es decir, transformantes viables). La secuenciacion entonces se puede
ganar a cabo para confirmar la combinacién de mutaciones en cada secuencia de variante de polipéptido asi
generada. Ensayo (por ejemplo, a través del examen de alto rendimiento) de las variantes de polipéptidos para los
rasgos alterados deseados puede llevarse a cabo en todas las variantes de polipéptidos, u opcionalmente solo en
aquellas variantes de polipéptidos confirmadas por secuenciacion que tienen la combinacion deseada de
mutaciones.

[0117] Alternativamente, la biblioteca direccionable de la variante de polinucleétido que codifican cada uno un
polipéptido de variante diferente que tiene una diferencia de residuos de aminoacidos definida se puede combinar
(por ejemplo, agrupado) y se cloné en un sistema de expresién, creando de este modo una biblioteca agrupada de
clones. Esta biblioteca combinada de los clones puede ser transformada (por ejemplo, en una Unica etapa de
transformacion) en células para la traduccion, enchapada y recogida de colonias (es decir, transformantes viables).
Ensayo de las colonias de esta biblioteca agrupada de clones puede llevarse a cabo (por ejemplo, mediante examen
de alto rendimiento) antes de la secuenciacion para identificar polinucleétidos que codifican variantes de polipéptidos
gue tienen los rasgos alterados deseados. Una vez que tal "éxito" se identifica por un rasgo alterado, se puede
secuenciar para determinar la combinacién especifica de las mutaciones presentes en la secuencia variante de
polinucleétido. Opcionalmente, las variantes que codifican polipéptidos que tienen los rasgos no alterados deseados
buscados en el ensayo no necesitan ser secuenciados. De acuerdo con ello, la biblioteca combinada de método de
clones puede dar mas eficiencia requeriendo sé6lo una sola transformacién en lugar de un conjunto de reacciones de
transformacion paralelas.

[0118] Analogamente, el método puede también ser usado para generar varias permutaciones de combinaciones de
mutacion para examinar las caracteristicas estructurales de las proteinas biol6gicamente importantes. Por ejemplo,
receptores implicados en la transduccion de sefiales de moléculas extracelulares actian a través de la interaccion
con otros receptores, asi como diversas proteinas intracelulares. Estas interacciones complejas pueden afectar a
diferentes procesos de sefializacién celulares del mismo tipo de molécula de receptor. Tanto la sefializacién negativa
y positiva puede ser iniciada por el mismo receptor. Un ejemplo especifico es receptores de proteina de
acoplamiento G, que interactian con proteinas, By Gsa, y Gia. Véase, por ejemplo, las madres et al., 1999, Physiol.
Rev. 79:1373-1430. Debido a que las mutaciones en diferentes dominios del receptor pueden tener diferentes
efectos, los métodos de la presente memoria proporcionan un procedimiento eficaz para la generacion de diferentes
permutaciones de combinaciones de mutaciones que se sabe afectan diferentes aspectos de la funcién del receptor,
lo que permite estudios sobre las funciones bioldgicas y estructurales asociadas de la proteina de interés.

[0119] Si bien los métodos para la generacién de diferentes permutaciones de una secuencia de polinucledtidos se
han ilustrado para la generacion de polinucledtidos que codifican varias permutaciones de un polipéptido a partir de
un conjunto definido de diferencias de residuos de aminoéacidos, es de entenderse que los métodos pueden
adaptarse generalmente para generar permutaciones de secuencias de polinucleétidos. Por ejemplo, los métodos de
este documento pueden usarse para generar diferentes permutaciones de polinucleétidos funcionales, tales como
los genes de ARNSs ribosomales. Varios ARNs forman complejos de nucleoproteina que participan en la sintesis de
proteinas en procariotas y eucariotas. Muchos antibidticos funcionan mediante la interrupcion de la funcién de
ribosoma y se sabe que interactian con regiones definidas de ARNs determinadas. Varias mutaciones se han
identificado que afectan a la sintesis de proteinas y estas regiones se correlaciona con los sitios de interacciéon con
antibidticos. Véase, por ejemplo, Yassin et al., 2005, Proc Natl Acad Sci. EE.UU. 102(46):16620-16625.

[0120] Utilizando los métodos descritos en el presente documento, varias permutaciones de mutaciones conocidas
gue afectan a la funcion del ARN ribosomal pueden ser sintetizados y los efectos de cierta combinacion de mutacion
examinada. Otras aplicaciones seran evidentes para el experto en la materia.

5. EJEMPLOS

Ejemplo 1: Preparacion de amplicones

[0121] Preparacion de oligonucleétidos. Cebadores de oligonucleétidos a una concentracion 200uM se diluyen a
4uM con agua estéril en una placa Axygen HalfDeep 96 (1,1 ml). Para la mayoria de las posiciones en la placa de
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microtitulacién, la adicién de 10 pl de oligo a 490 ul dH20O sera suficiente. Para los puestos de A01 y DO1 en la placa
de oligonucleétido, los cebadores comunes delanteros y traseros, un mayor volumen puede ser necesario. Los
volimenes maximos de aspiracion en el informe de salida en la seccién de volimenes aspiradas y dispensadas se
verifica antes de la siguiente etapa.

[0122] Ronda 1 - Formacién de Amplicones por PCR. Tecan robético se utilizan para alicuota de 5 pL de cada
cabador delantero y trasero de oligonucle6tido en placas BioRad HardShellPCR96 (salida del script Tecan) y afiadir
40 pL de la mezcla maestra. Realizar la Ronda 1 PCR vy verificar la amplificacion utilizando un 2% de 96 pocillos e
gel. Reactivo para la PCR es el siguiente: 5 pL 10x tampdn Herculase, 1 uL 40 mM dNTPs, 1 pL AL de 100 ng/uL de
plantilla de SOE, 2,5 unidades de la polimerasa de Herculasa (Stratagene, LaJolla, CA, EE.UU.). PCR se lleva a
cabo de la siguiente manera: 2 min de desnaturalizacion a 95 ° C seguido de un ciclo a 95 ° C durante 30 s, 56 ° C
durante 30 s, 72 ° C durante 1 min/Kb. El nUmero de ciclos es 17.

[0123] Tratamiento con ExoSAP-it. Para la Ronda 1 de PCR, 25 pl del producto de reaccién se transfiere a una
placa fresca 96, y 2 ul ExoSAP-It (USB Corp., Ohio, EE.UU.) mas 0,5 ul Dpnl se afiade y el ciclaje se lleva a cabo
(transferencia manual de 37 ° C 1 hora 80 ° C 15 mm). Las muestras se diluyeron a un volumen final de 100 pl por la
adicion de 73 pl dH2O y se agruparon en otra placa BioRad HardShellPCR96 PCR utilizando una secuencia de
comandos Tecan.

Ejemplo 2: Montaje de amplicones y andlisis de los productos

[0124] Ronda 2 - Asamblea y SOE-PCR La robética Tecan se utiliza para alicuotar un conjunto de fragmentos de 15
ul (es decir, amplicones de Ronda 1) en placas BioRad HardShellPCR96 (secuencia de comandos Tecan) y afadir
35 pl de mezcla maestra (5 pl de 10X Tampon de Herculasa, 1 pl de 40 mM dNTPs, 0,2 pl de cebadores directos,
0,2 pl de cebadores delanteros, 2,5 unidades de enzima de Herculasa y 28.1 pl dH20. La realizacién de PCR y
verificar la amplificacion usando un e-gel de 2% 96. PCR se lleva a cabo como sigue: 2 mm de desnaturalizacién a
95 ° C después de un ciclo a 95 ° C durante 30 s, 56 ° C durante 30 s, 72 ° C durante 1 min / Kb El nimero de ciclos
es 17.

[0125] Purificacidn de placa de 96 pocillos. La purificacién de todas las muestras usando Zymo ZR-96 PCR limpian
placas de 96 pocillos (protocolo del fabricante con las siguientes modificaciones) (Investigacion Zymo, CA, EE.UU.).
La realizacion de todos los pasos de centrifugacion a 2800 rpm durante 10 minutos. Para eluir el ADN, se aplican 25
pl dH.O de temperatura de 55 ° C directamente a la membrana de silice, centrifugado durante 10 minutos y
derogacion. Usando este método 48-50 pl de producto se recupera.

[0126] Enzima de digestion de restriccion Bgll. Transferencia 30 pl. de cada insercion purificada es una placa de
PCR medio skirt fresca, afiadir 20 pl de Bgll maestro de mezcla de digestién (5 pl 10X Tampon NEB 3, 20 unidades
de Bgll (New England Biolabs, MA, EE.UU), que 13uL dH»0O) a todas las muestras e incubar a 37 ° C durante 4
horas. La digestion Bgl es para la clonacion en Bgll sitio de un vector de expresion.

[0127] Purificacion de 96 pocillos. Purificar todas las muestras usando Zymo ZR-96 PCR limpiar placas de 96
pocillos (protocolo del fabricante con las siguientes modificaciones). Realizar todos los pasos de centrifugacion a
2800 rpm durante 10 minutos. Para eluir el ADN, aplique 25 pl H»,O destilada a la temperatura de 55 ° C
directamente a la membrana de silice, giro de 10 mm, y repetir. Usando este método, se recupera 48 50 pl de
producto. Verificar la recuperacion de producto usando un gel e de 2% de 96.

[0128] Ligaduras a vector de expresion. Transferencia 3 ul de cada insercién purificada a una placa fresca y afiadir
27 ul de mezcla maestra de la ligadura de las muestras. Se incubaron durante 14 horas a 16 ° C seguido de 15
minutos en 65 ° C, seguido de retencion 8 ° C. Mezcla de ligadura: 3 pl 10X Tampon de Ligasa (New England
Biolabs, MA, EE.UU.), | pl Bgll vector digerido (50 ng/pl), 400 unidades de ligasa T4 (New England Biolabs, MA,
EE.UU.), 22 pl dH20.

[0129] Transformacion-HTP. Transferencia 2uL de cada reaccion de ligacion a 20uL de células quimicamente
competentes TSS e incubar en hielo en un bloque de metal durante al menos 15 mm. choque térmico a 42 ° C
durante 35 segundos y volver al bloque de metal de 2 min. Afiadir 80 pl de 37 ° C medios SOC a cada muestra.
Incubar a 37 ° C durante 1 hora antes del enchapado.

[0130] Enchapado: Enchapar la mezcla de transformacion de 48 bandejas Q bien divididas utilizando el Tecan.
Dispensar tres 5 mm grano a cada pocillo de la bandeja Q usando un dispensador de cuentas. Utilice la dispensa
Tecan para 40 pl por pocillo de mezcla de transformacion. Cultiva los transformantes durante la noche a 37 ° C.

[0131] Recoleccion y el cultivo para placas de secuencia verificada, solicitar dos colonias por bandeja Q bien
recogidas a dos placas de fondo plano Nunc separadas que contienen LB, CAM, y 1% de glucosa. Para placas
variantes no secuencia verificadas, solicitan que tres colonias por bandeja Q se recogeran por separado a tres
placas de fondo plano Nunc que contienen LB, CAM, y 1% de glucosa.
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[0132] PCR de colonias Para llevar a cabo la PCR de colonias en una de las dos placas maestras replicadas, afadir
2uL de cultivo a la colonia estandar de PCR Master Mix y llevar a cabo la PCR de colonias. ExoSAP se utiliza para
limpiar el producto del PCT de la siguiente manera: Transferencia 5 pl de la muestra de PCR a una nueva placa de
PCR que contiene 2 pl ExoSap-it. Incubar a 37 ° C durante 15 min y 80 ° C por 15 min. Diluir las muestras a un
volumen final de 40 pl mediante la adicion de 33 pl de dH20.

[0133] Secuenciacidon de productos PCR Afadir 4 pl del cebador de secuenciacion 1mM a la placa de
secuenciacion. Afadir 4 pl de limpiado de muestra de PCR.

Ejemplo 3: Generacién de un conjunto de 190 variantes de polinucleétido diferentes cada una codificando de un
polipéptido que tiene un solo cambio de aminoacido con relacion a un polipéptido de referencia

[0134] Disefio experimental: Se seleccion6 un polinucleétido de referencia de 1.359 pb (que codifica una enzima de
453 aminoécidos). Un total de 190 diferencias de aminoacidos de restos de acido a partir de la secuencia de
referencia fueron seleccionados en base a la secuencia de cambios observados en las enzimas homologas. Las 190
variantes se hicieron como polinucleétidos individuales que codifican las 190 proteinas diferentes que se expresan y
se ensayaron. Cada una de las 190 variantes de polinucleétidos se ensamblé mediante la combinacién de dos
amplicones que comprenden el cambio de codén Unico deseado en su zona de solapamiento (como se preparé en
Ronda | a continuacion) en una reaccion de SOE (Ronda 2 a continuacion).

[0135] Preparacién de oligonucleétidos: Un total de 382 cebadores de oligonucleétidos para la PCR se disefiaron y
se sintetiza de acuerdo con métodos estandar. Los oligonucleétidos fueron generalmente 31 nucleétidos (nt) de
longitud con el cambio deseado para el coddn de interés situado en el centro (- base 15) del cebador de
oligonucledtido. Todos los oligonucleétidos se diluyeron a 4 pm con agua estéril en una placa Axygen HalfDeep 96
(1,2 ml).

[0136] Ronda 1 - Formacion de Amplicaones por PCR: Cada amplicon, correspondiente a un fragmento de variante
de polinucledtidos, se generd en una reacciéon PCR utilizando un vector que comprende 1359 nt de polinucleétidos
de referencia como molde y utilizando un cebador mutagénico en combinaciéon con un comun cebador flanqueante
(recocido al vector de aguas arriba 0 aguas abajo del gen que no contiene la mutacion). Reaccion de flujo de trabajo,
las condiciones y la limpieza eran como se describe en el Ejemplo 1.

[0137] Ronda 2 - Amplicones de Ensamblaje. Amplicones purificados a partir de Ronda | se agruparon de tal manera
que 2 amplicones con regiones superpuestas que comprende el cambio de la secuencia de codones deseada para
cada una de las 190 variantes de polinucleétidos y cada grupo se dividi6 en alicuotas en el pocillo de una placa de
96 pocillos como se describe en los Ejemplos 1 y 2. Cebadores flanqueantes comunes delanteros y traseros se
afiadieron a cada conjunto y PCR se llevo a cabo como se describe en el Ejemplo 2 que resulta en el montaje de los
amplicones (i.e., fragmentos de polinucleétidos) para formar la variante de polinucleétido de longitud completa.
Inspeccidn de las reacciones de ensamblaje se realizé en un gel de agarosa y se encontrd que contienen el producto
del tamafio esperado. (Ver por ejemplo, Fig. 3.)

[0138] Analisis de Seguencia de Variantes de Polinucledtidos. Después de la purificacion mediante Xymo ZR-
96PCR limpiar, los productos se clonaron en un vector de expresion, y cada ligacién se transformé en células
huésped de E. coli. Dos colonias de cada transformacién se recogieron y se prepar6 ADN plasmidica para la
secuenciacion de ADN. Una muestra de cada transformacion se secuencié usando cebadores de secuenciacion
internos para y flanqueando el gen. De las 190 variantes de polinucle6tidos, 160 (84%) mostraron tener secuencia
de longitud perfecta completa (FLP) con los cambios de secuencia de codones deseados. Al secuenciar la segunda
preparacion de pldsmido de las 30 variantes que eran incorrectas, se identificaron 25 secuencias correctas
adicionales. Con ello, el porcentaje de éxito global de las secuencias correctas 97%. (185 de los 190 polinucleétidos
deseados se identificaron). Los polinuclettidos se expresaron y se ensayaron los variantes de polipéptidos.

Ejemplo 4: Generaciéon de un conjunto de 96 diferentes variantes de polinucledtidos que codifican cada uno un
polipéptido, teniendo cambio de uno de tres amino&cidos en relacion a un polipéptido de referencia.

[0139] Disefio Experimental: Se selecciond un polinucledtido de referencia de 1359 nt. 96 variantes se disefiaron,
que contienen cada uno tres mutaciones relativas con la secuencia de referencia. Las 96 variantes se hicieron como
polinucledtidos individuales de cada uno de codificacion de 96 proteinas diferentes que se expresaron y se
ensayaron. Cada una de las variantes de polinucleétidos 96 se ensamblé mediante la combinacion de cuatro
amplicones que comprende los cambios de codon deseados en su zona de solapamiento (como se prepar6 en
Ronda 1 a continuacion) en una reaccion de SOE (Ronda 2 a continuacion).

[0140] Preparacion de Oligonucleétido: Un total de 130 cebadores de oligonucledtidos fueron disefiados y
sintetizados de acuerdo con métodos estandar. Los oligonucle6tidos fueron generalmente 31 nt de longitud con el
cambio deseado para el codédn de interés en el medio (- base 15) del oligonucleétido. Todos los oligonucleétidos se
diluyeron a 4uM con agua estéril en una placa Axygen HalfDeep 96 (1.1ml).
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[0141] Ronda 1 - Formacién de los Amplicones por PCR: Cada amplicon, correspondiente a un fragmento de
variante de polinucleétido, se generd en una reaccion PCR utilizando un vector que comprende 1359 nt referencian
polinucleétido como molde y utilizando un cebador mutagénico en combinacién con otro cebador mutagénico o un
cebador flanqueante comun (recocido al vector de aguas arriba o aguas abajo del gen que no contiene la mutacion).
Reaccion de flujo de trabajo, las condiciones y la limpieza eran como se describe en Ejemplo 1.

[0142] Ronda 2 - Amplicones de Ensamblaje. Amplicones purificados de Ronda 1 se agruparon de tal manera que 4
amplicones con regiones superpuestas que comprende la secuencia de codones deseada cambia para cada una de
las variantes de polinucleétidos 96 y cada grupo se dividié se alicuotaron en el pocillo de una placa de 96 pocillos
como se describe en Ejemplos 1 y 2. Cebadores comunes de flanqueo delanteros y traseros se afiadieron a cada
conjunto y PCR se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 2 que resulta en el montaje de los amplicones (es
decir, fragmentos de polinucledtidos) para formar la variante de polinucleétido de longitud completa. Inspeccion de
las reacciones de ensamblaje se realiz6 en un gel de agarosa y se encontré que contienen el producto del tamafio
esperado. (Véase, por ejemplo, Fig. 3.)

[0143] Analisis de secuencias de producto de Polinucledtido. Después de la purificacion mediante PCR Xymo ZR-96
limpiar, los productos se clonaron en un vector de expresion, y cada ligacion se transformé en células huésped de E.
coli. Dos colonias de cada transformacion se recogieron y se prepar6 ADN plasmidica para la secuenciacion de
ADN. Una muestra de cada transformacion se secuencié usando cebadores de secuenciacion interna para y
flanquear el gen. De las variantes de polinucleétidos 96, 82 (85%) fueron determinadas a tener sélo la secuencia
correcta de FLP con los cambios deseados.

Ejemplo 5: Generaciéon de un conjunto de 96 variantes diferentes de polinucleétidos cada una codificando de un
polipéptido que tiene de uno a seis cambios de aminoacidos con relacion a un polipéptido de referencia.

[0144] Disefio experimental: Se seleccioné una referencia de polinucleétidos de 1,056 nt. 96 variantes se disefiaron,
cada uno que contiene de uno (1) a seis (6) mutaciones de la secuencia de referencia. Las 96 variantes se hicieron
como polinucledtidos individuales cada una codificando una de las 96 proteinas diferentes que se expresa y se
ensayaron. Cada una de las variantes de polinucledtidos 96 se ensambl6 mediante la combinacién de dos (por
ejemplo, para la variante que codifica un Unico cambio de aminoéacido) a siete (por ejemplo, para la variante de
codificacidon de seis cambios de aminoacido) amplicones que comprenden los cambios de codén deseados en su
zona de solapamiento (como se prepar6 en Ronda 1 a continuacién) en una reaccion de SOE (Ronda 2 a
continuacion).

[0145] Preparacion de olionucledtido: Un total de 108 cebadores de oligonucleétidos fueron disefiados y sintetiza de
acuerdo con métodos estandar. Los oligonucleétidos fueron generalmente 31 nt de longitud con el cambio deseado
para el codén de interés en el medio (- base 15) del oligonucleétido. Si dos cambios de aminoacidos estaban muy
juntos, un oligo mas largo se disefi6 para codificar para que los cambios se introduzcan. Todos los oligonucle6tidos
se diluyeron a 4uM con agua estéril en una placa de Axygen HalfDeep 96 (1,1 ml).

[0146] Ronda 1 - Formacion de los amplificones por PCR: Cada amplicon, correspondiente a un fragmento de
variante de polinucledtido, se generd en una reaccion PCR utilizando un vector que comprende 1056 nt de
referencia de polinucleétido como molde y utilizando un cebador mutagénico en combinacion con otro cebador
mutagénico o un flanqueo comun cebador (hibridacién al vector de aguas arriba o aguas abajo del gen que no
contiene la mutacién). flujo de trabajo de reaccion, condiciones y limpieza fueron como se describe en el Ejemplo 1.

[0147] Ronda 2 - Asamblea de Amplicones. Amplicones purificados agrupados (a partir de 2 a 7
amplicones/polinucleétidos) se dividen en partes alicuotas en placas como se describe en el Ejemplo 1. Cebadores
delanteros y traseros comunes flanqueados se afiadieron y la PCR se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo
1.

[0148] Analisis de Secuencia de Producto de Polinucledétido. Después de la purificacion mediante Xymo ZR-96 PCR
limpiar, los productos se clonaron en un vector de expresion, y cada ligacion se transformo en células huésped de E.
coli. Dos colonias de cada transformacién se recogieron y se prepar6 ADN plasmidica para la secuenciacion de
ADN. Una muestra de cada transformacion se secuencié usando cebadores de secuenciacién internos para y que
flanquean el gen. Como se muestra en la Tabla 1 (a continuacién), de las variantes de polinucleétidos 96, 72 (75%)
mostraron tener solo la secuencia correcta FLP con cambios deseados de 2-7 codones.
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Tabla 1: 96 Variantes Construidas - 88 variantes requeridas para hacer la placa final
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Conjunto de 1(n = 96) 2(n =96) 3(n=16
secuenciacion
Total correcto 72 84 92
Secuencias fallidas 5 3 2
Contaminacion cruzada 5 2 0
Mutacién de 8 2 0
codificacién
Indeles 6 4 2
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Reivindicaciones

1. Un procedimiento de sintesis de una pluralidad de variantes de polinucleétido teniendo cada uno al menos una
diferencia de un nucleétido definido con respecto a una secuencia de polinucleétido de referencia, comprendiendo el
método:

(a) amplificar por separado una plantilla de polinucleétido de referencia con cada uno de una pluralidad de
pares de cebadores delanteros y traseros, en el que la pluralidad de pares de cebadores delanteros y
traseros comprende la pluralidad de diferencias de nucle6tidos definidas y en las que cada par genera un
amplicén que comprende una secuencia capaz de unirse a una secuencia de solapamiento adyacente de al
menos otro amplicén, generando de ese modo una biblioteca direccionable de amplicones en los que:

() la biblioteca de amplicones comprende miembros para el montaje de dos o mas diferentes
variantes de polinucleétido que comprende diferencias definidas de nucleétidos con respecto a una
secuencia de polinucleétido de referencia; y

(ii) los miembros de la biblioteca estan dispuestos en lugares posicionalmente distintos sobre un
sustrato;

(b) ensamblar por separado una pluralidad de conjuntos de amplicones, en los que cada conjunto
comprende amplicones que tienen secuencias adyacentes superpuestas capaces de unirse para formar la
longitud completa de la secuencia de polinucleotidos de referencia;
(c) la replicacién de la pluralidad de conjuntos de amplicones reunidos, generando de ese modo una
biblioteca de variantes de polinucledtidos direccionables en los que los miembros de la biblioteca estan
dispuestos en ubicaciones posicionalmente distintas en un sustrato.

2. El método de la reclamacion 1, en la que el polinucledtido de referencia codifica un polipéptido de referencia y
cada uno de la pluralidad de variantes de polinucle6tido codifica un polipéptido que tiene al menos una diferencia de
secuencia de aminoacido.

3. El método de la reclamacién 2, en la que el método comprende ademas la etapa de clonacién de cada una de la
pluralidad de variantes de polinucle6tido en un vector de expresion.

4. El método de la reclamacion 3, en la que el método comprende ademas la transformacion de células con los
vectores de expresion.

5. El método de la reclamacion 4, en la que el método comprende ademas la deteccion de las células transformadas
para la actividad de los polipéptidos codificados por las variantes de polinucledtidos.

6. El método de la reclamacion 5, en la que el método comprende ademas el aislamiento de al menos un polipéptido
codificado por las variantes de polinucleétidos.

7. El método de la reclamacion 1, en la que:

() la pluralidad de variantes de polinucle6tidos comprende al menos 10 variantes de polinucle6tidos
diferentes, o la pluralidad de variantes de polinucledtidos comprende al menos 40 variantes de
polinucledtidos diferentes;

(i) cada una de la pluralidad de variantes de polinucledtidos comprende al menos 3 diferencias de
nucleodtidos definidos en relacion con la secuencia de referencia de polinucleétido;

(iii) al menos una de la pluralidad de variantes de polinucleétidos comprende al menos 5, 6, 9, 12, 15, 18,
21, 24, 27 o 30 diferencias de nuclettidos definidos en relacion con la secuencia de polinucleétidos de
referencia;

(iv) al menos una de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende al menos 3 amplicones
diferentes, o al menos uno de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende al menos 5 diferentes
amplicones;

(v) al menos uno de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende un polinucleétido puente que
comprende ninguna diferencia de nucle6tidos con respecto a la secuencia de polinucledtidos de referencia;
(vi) las longitudes de los cebadores delanteros y traseros son de aproximadamente 20 a 50 nucleétidos, o
las longitudes de los cebadores delanteros y traseros son de aproximadamente 25 a 35 nucleétidos;

(vii) la longitud de la secuencia de polinucleétidos de referencia es de al menos 500 pb, 750 pb, 1000 pb,
1250 bp, o la longitud de la secuencia de polinucleétidos de referencia es de al menos 1500 pb; y/o

(viii) la pluralidad de pares de cebadores delanteros y traseros comprende de aproximadamente 6 a 50
oligonucledtidos diferentes, o la pluralidad de pares de cebadores delanteros y traseros comprende de
aproximadamente 6 a 25 oligonucleétidos diferentes.

8. El método de la reclamacién 1, en la que las secuencias de la pluralidad de secuencias de cebadores delanteros y
traseros son generadas por:
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(i) la identificacién de una primera diferencia definida en la secuencia de variante de polinucleétido en
comparacion con la secuencia de referencia y la determinacion de la proximidad de un vecino mas cercano
define diferencia en la secuencia de polinucleétido;

(ii) la seleccion de un cebador delantero que tiene una secuencia que comprende la primera diferencia de
nucledtidos definida, y, opcionalmente, incluyendo cualquier diferencia definida de vecino mas cercano en
el mismo cebador delantero si la proximidad de la primera diferencia definida de nucleétidos;

(i) la identificacion de una préxima diferencia definida en la secuencia de variante de polinucleétido en
comparacién con la secuencia de referencia, y la determinacién de la proximidad de una diferencia definida
de vecino mas proxima en la secuencia de polinucleétidos, o la identificacion de que el final de la variante
de polinucleétido se ha alcanzado;

(iv) la seleccion de un cebador trasero que tiene una secuencia que comprende la siguiente diferencia de
nucledtidos definida, y, opcionalmente, incluyendo cualquier diferencia de vecino mas cercana definida en
el mismo cebador trasero si la proximidad de la siguiente diferencia de nucleétidos definida; y

(v) repetir las etapas (iii) a (iv) para cada diferencia definida en la secuencia de variante de polinucledétido tal
que toda diferencia definida esta presente en los cebadores.

9. El método de la reclamacién 8, en la que el método comprende ademas la seleccion de cebadores de
oligonucledtidos delanteros y traseros no mutagénicos para segmentos de polinucleotido no definidos por cebadores
delanteros y traseros de (i) y (iv).

10. El método de la reclamacion 1, en la que la amplificacién y replicacion es por reaccién en cadena de polimerasa.

11. Una biblioteca direccionable de amplicones que comprenden una pluralidad de amplicones, en el que cada
miembro de la biblioteca de los amplicones comprende al menos una diferencia de nucleétidos definida en relacién
con una secuencia de polinucleétidos de referencia y una region adyacente superpuesta capaz de unirse a la region
adyacente superpuestas de al menos otro amplicon en la biblioteca, en el que la pluralidad de amplicones
comprende una pluralidad de conjuntos de amplicones capaz de unirse para formar la longitud completa de la
secuencia de polinucledtidos de referencia, en la que la pluralidad de amplicones comprende miembros para el
montaje de dos o més diferentes variantes de polinucledtidos de longitud completa comprende diferencias de
nucleétidos definidas en relacion con la secuencia de polinucleétidos de referencia, en donde:

(i) al menos uno de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende miembros para el montaje de una
variante de polinucleétido que comprende al menos 5 diferencias de nucleétidos definidas relativas a la
secuencia de polinucledtidos de referencia;

(ii) al menos uno de la pluralidad de conjuntos de amplicones comprende al menos 3 diferentes amplicones;
o

(i) la longitud de la secuencia de polinucleétidos de referencia es de al menos 500bp, y en el que los
miembros de la biblioteca estan dispuestos en ubicaciones posicionalmente distintas en un sustrato.

12. La biblioteca de la reclamacion 11 direccionable, en la que la secuencia de polinucleétido de referencia codifica
un polipéptido de referencia y la pluralidad de amplicones comprende miembros suficientes para el montaje de todas
las diferencias posibles de nucleétidos que codifica una pluralidad seleccionada de las diferencias de residuo de
aminoacidos.

26



ES 2575005 T3

B T L L L LI TR eI
H

Libreria

D L L L T T I T I T T T T TP T TP PR PRSP

choques

FIG. 1

27



ES 2 575 005

T3

mezcla de patran PCR

A \__ g-::gfw;:-v"-; ..,a?%
T B > i
J:":Ir . recrganizacidn i
' : BALRL AL > i
Placa de oligo {100uM) Oligos diluidos (Rub) Ciclo =
(pozo profundo) SOE-PCRrondat
- I/.-EMSP;FJE
mezcla de patran PCR s
!_t:‘#.,“ﬂ,.a;w'xg ﬁd&fu\—r SR ;,, I;}‘J:',: A
;L i “il {‘n j} 1 =, X E {- . i 'ﬁi
R < =
A EASES reorganizacion BY SEaen
Ciclo: ExoSAP-I diluido: reacciones Ciclo :
SOE-PCRronda2 : ExoSAP-IL
J PCR )
{ Purificacian
| Zymo ZR-38
- PCR
I bgamezcla de patrén Purificacian
¥y £ ] tH v R Zymo ZR-96 }ﬁ_?‘_, ..x_%
; M., R RS H
ng s
Tl HATAARIR AR

Genes purificados/digeridos de largo

completo
Ligado mezcla de patran
SOC medu
T i P T M s =
e N o
; i r,':‘_\r_m _______ _‘} g ] ;f
e iersiid 38
Recuperacion .

B Transformacian

i

7

Blindaje/recoleccion

FIG. 2

28



ES 2575005 T3

M a2 A3 M AS AS A7 A3 A AlOATL A12AM 31 8” R 3( 3.5 25 B? B2 59 B0 31 BI2BM

El E2 E3 Bt ZS E6 E7 E8 591:10 11 EI2EN n rz r4 13 /s £7 FE F9 FI0 F1} FI2FM

FIG. 3

29



ES 2575005 T3

Secuencials) de

referencia de
Importacion

Lista importada
de mutaciones

I

Creacion de lista de
Mutaciones{mutaciones
permanentes)

I

Seleccion de Variante
n = 1 (variante)

l

Identificar la superposicion de

fragmentos de polinucledtidos
en la biblioteca

n«<#of Variantes

n=n+l

No

F

Muestra de resultados

Creaccion de listas de
trabajo roboticas

FIG. 4

30

Si




ES 2575005 T3

.[ Seleccionar Variante
n =1 (Variante)

Crear oligo adelante paral

"| el fragmento con mutacion

Ir a la siguiente mutacion
el final del gen

k. i

Colocar la siguiente mutacion
en el oligo de adelante

Crear oligo inverso
para el fragmento

Es la siguiente mutacion
proxima a la mutacidn

previa

-

Mo

¢Creado oligo inverso?
(e]., ¢ estd presente en

No

la libreria de oligo)

Si

Crear fragmento con oligo
adelante e inverso

iFin del gen para la variante n?

Si

Terminar con los oligos y
fragmentos de la variante n

FIG. 5

31

5i




ES 2575005 T3

Seleccionar Variante
v n =1 (Variante)

seleccionar fragmento

& n=1(fragmento)

w

Anadir oligos para fragmentos
j para lista de oligos Gnicos

k

Colocar oligos dnicos en la
placa fuente 96

j :j +1 L
Afiadir fragmento para la
[ wariante n a la lista de
[fragmentos tinica

Colocar fragmento unico en
la placa fuente 96

n=n+1
5i f<# fragmentos
Mo
k.
Colocar gen en la Si i < # of éVariantes?
placa fuente 96
Mo

w

Exportar placa de oligo y
lista de trabajos Tecan

FIG. 6

32



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

