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DESCRIPCION
Transcriptasas inversas termoestables y usos de las mismas
Antecedentes de lainvencion
Campo de la invencion

La presente invencién pertenece a los campos de la biologia molecular y de la biologia celular. La invencion se
refiere en general a enzimas transcriptasas inversas y a métodos para la transcripcién inversa de moléculas de acido
nucleico, especialmente moléculas de ARN mensajero. Especificamente, la invencion se refiere a enzimas
transcriptasas inversas que han sido mutadas o modificadas para aumentar la termoestabilidad, reducir la actividad
de desoxinucleotidil transferasa terminal, y/o aumentar la fidelidad, y a métodos para producir, amplificar o
secuenciar moléculas de &cido nucleico (particularmente moléculas de cADN) utilizando estas enzimas o
composiciones de transcriptasas inversas. La invencion se refiere también a moléculas de acido nucleico producidas
por estos métodos y al uso de tales moléculas de &cido nucleico para producir los polipéptidos deseados. La
invencion se refiere también a kits o composiciones que comprenden tales enzimas.

Técnica relacionada
cADN y genotecas de cADN

Examinar la estructura y fisiologia de un organismo, tejido o célula, es deseable a menudo para determinar su
contenido genético. El marco genético de un organismo esta codificado en la secuencia de doble hebra de las bases
nucleotidicas del &cido desoxirribonucleico (ADN) que estd contenido en las células somaticas y germinales del
organismo. El contenido genético de un segmento particular de ADN, o gen, se manifiesta tipicamente por la
produccién de la proteina que codifica el gen. Para producir una proteina, se produce una copia complementaria de
una hebra de la doble hélice de ADN mediante las enzimas ARN polimerasas, dando como resultado una secuencia
especifica de acido ribonucleico (ARN). Este tipo particular de ARN, puesto que contiene el mensaje genético del
ADN para la produccién de una proteina, se llama ARN mensajero (MARN).

Dentro de una célula, tejido u organismo dado, existen miriadas de especies de mARN, codificando cada una de
ellas una proteina separada y especifica. Este hecho proporciona una herramienta potente a los investigadores
interesados en el estudio de la expresién genética en un tejido o célula. Las moléculas de mARN se pueden aislar y
se pueden manipular después por diferentes técnicas de biologia molecular, permitiendo de este modo la
elucidacion de todo el contenido funcional genético de una célula, tejido u organismo.

Un método comin para el estudio de la expresion génica es la produccion de clones de ADN complementario
(cADN). En esta técnica, las moléculas de mARN de un organismo se aislan de un extracto de las células o tejidos
del organismo. Este aislamiento emplea a menudo matrices de cromatografia soélidas, tales como celulosa o
agarosa, con las cuales han sido complejados oligémeros de timidina (T). Puesto que el 3' termini en la mayor parte
de las moléculas eucaridticas de mMARN contiene una cadena de bases de adenosina (A), y puesto que la base A se
empareja con T, las moléculas de mARN se pueden purificar rdpidamente de otras moléculas y sustancias en el
extracto de tejido o células. A partir de estas moléculas de mARN purificadas, se pueden hacer copias de cADN
utilizando la enzima transcriptasa inversa (RT), lo que da como resultado la produccién de moléculas de cADN de
una sola hebra. Esta reaccion se denomina tipicamente reaccion de la primera hebra. Los cADNs de una sola hebra
se pueden convertir entonces en una copia de ADN completo de doble hebra (es decir, un cADN de doble hebra) del
mARN original (y por lo tanto de la secuencia original del ADN de doble hebra, que codifica este mARN, contenido
en el genoma del organismo) por la accién de una ADN-polimerasa. Los cADNs de doble hebra especificos de la
proteina se pueden insertar entonces en un plasmido o vector viral, que se introduce después en una célula
hospedante, bacteriana, de levadura, animal o vegetal. Las células hospedantes se hacen crecer entonces en medio
de cultivo, dando como resultado una poblacion de células hospedantes que contienen (0 en muchos casos, que
expresan) el gen de interés.

Este procedimiento completo, desde el aislamiento del mMARN de un organismo o tejido fuente hasta la insercién del
cADN en un plasmido o vector para el crecimiento de poblaciones celulares que contienen el gen aislado, se
denomina “clonacién de cADN." El conjunto de los cADNs preparados a partir de una fuente dada de mARNSs se
denomina una “genoteca de cADN." Los clones de cADN en una genoteca de cADN corresponden a los genes
transcritos en el tejido fuente. El analisis de una genoteca de cADN puede aportar mucha informacién sobre el
modelo de expresién génica en el organismo o tejido del cual se derivo la genoteca.

Enzimas transcriptasas inversas retrovirales

Se han estudiado a fondo tres formas prototipicas de transcriptasa inversa retroviral. La transcriptasa inversa del
virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV) contiene una Unica subunidad de 78 kDa con actividad de ADN-
polimerasa dependiente de ARN y actividad de RNasa H (ribonucleasa H). Esta enzima ha sido clonada y expresada
en una forma totalmente activa en E. coli (revisado en Prasad, V.R., Reverse Transcriptase, Cold Spring Harbor,
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, p. 135 (1993)). La transcriptasa inversa del virus de la
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inmunodeficiencia humana (VIH) es un heterodimero de subunidades p66 y p51 en las que la subunidad mas
pequefia se deriva de la mas grande por escision proteolitica. La subunidad p66 tiene ambos, un dominio de ADN-
polimerasa dependiente de ARN y un dominio de RNasa H, mientras que la subunidad p51 tiene solamente un
dominio de ADN-polimerasa. La transcriptasa inversa de p66/p51 del VIH activa ha sido clonada y expresada
satisfactoriamente en una serie de hospedantes de expresion, incluyendo E. coli (revisado en Le Grice, S.F.J.,
Reverse Transcriptase, Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, p. 163 (1993)). Dentro
del heterodimero p66/p51 de VIH, la subunidad 51-kD es cataliticamente inactiva, y la subunidad 66-kD tiene
actividad tanto de ADN-polimerasa como de RNasa H (Le Grice, S.F.J., et al., EMBO Journal 10:3905 (1991);
Hostomsky, Z., et al., J. Virol. 66:3179 (1992)). La transcriptasa inversa del virus de la leucosis-sarcoma aviar
(ASLV), que incluye pero no se limita a la transcriptasa inversa del virus de sarcoma de Rous (RSV), transcriptasa
inversa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV), transcriptasa inversa del virus de la eritroblastosis aviar (AEV) y
virus auxiliar MCAV, transcriptasa inversa del virus de la mielocitomatosis aviar MC29 y virus auxiliar MCAV,
transcriptasa inversa del virus de la reticuloendoteliosis aviar (REV-T) y virus auxiliar REV-A, transcriptasa inversa
del virus del sarcoma aviar UR2 y virus auxiliar UR2AV, transcriptasa inversa del virus del sarcoma aviar Y73 y virus
auxiliar YAV, transcriptasa inversa del virus asociado a Rous (RAV), y transcriptasa inversa del virus asociado a la
mieloblastosis (MAV), es también un heterodimero de dos subunidades, a (aproximadamente 62 kDa) y B
(aproximadamente 94 kDa), en el cual a se deriva de 3 por escision proteolitica (revisado en Prasad, V.R., Reverse
Transcriptase, Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1993), p. 135). La transcriptasa
inversa de ASLV puede existir en dos formas estructurales adicionales cataliticamente activas, Bf y a (Hizi, A. and
Joklik, W.K., J. Biol. Chem. 252: 2281 (1977)). El analisis de sedimentacion da a entender que af y Bp son dimeros
y que la forma a existe en equilibrio entre las formas monoméricas y diméricas (Grandgenett, D.P., et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 70:230 (1973); Hizi, A. and Joklik, W.K., J. Biol. Chem. 252:2281 (1977); y Soltis, D.A. and Skalka,
A.M., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85:3372 (1988)). Las transcriptasas inversas de ASLV af y BB son los Unicos
ejemplos conocidos de transcriptasa inversa retroviral que incluye tres actividades diferentes en el mismo complejo
proteinico: actividades de ADN-polimerasa, RNasa H, y ADN-endonucleasa (integrasa) (revisado en Skalka, A.M.,
Reverse Transcriptase, Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1993), p. 193). La
forma a carece del dominio y actividad de integrasa.

Diversas formas de las subunidades individuales de la transcriptasa inversa de ASLV han sido clonadas y
expresadas. Estas incluyen un polipéptido precursor de 98 kDa que normalmente es procesado proteoliticamente a
B y un polipéptido de 4 kDa separado del extremo carboxi $ (Alexander, F., et al., J. Virol. 61:534 (1987) y Anderson,
D. et al., Focus 17:53 (1995)), y la subunidad B madura (Weis, J.H. and Salstrom, J.S., Patente de Estados Unidos
N° 4.663.290 (1987); y Soltis, D.A. and Skalka, A.M., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85:3372 (1988)). (Véase también
Werner S. and Wohrl B.M., Eur. J. Biochem. 267:4740-4744 (2000); Werner S. and Wohrl B.M., J. Virol. 74:3245-
3252 (2000); Werner S. and Wohrl B.M., J. Biol. Chem. 274:26329-26336 (1999).) La transcriptasa inversa af
heterodimérica de RSV ha sido purificada también de células de E. coli que expresan un gen RSV P clonado
(Chernov, A.P., et al., Biomed. Sci. 2:49 (1991)).

Eficiencia de la transcripcion inversa

Como se ha indicado antes, la conversion de mARN en cADN por transcripcién inversa mediada por transcriptasa
inversa, es una etapa esencial en el estudio de las proteinas expresadas de genes clonados. Sin embargo, el uso de
transcriptasa inversa sin modificar para catalizar la transcripcion inversa es ineficaz por una serie de razones. En
primer lugar, la transcriptasa inversa algunas veces degrada un molde de ARN antes de que se inicie o se complete
la reaccion de primera hebra, principalmente debido a la actividad intrinseca de RNasa H presente en la
transcriptasa inversa. En adicion, el cebado defectuoso de la molécula del molde de mARN puede llevar a la
introduccion de errores en la primera hebra de cADN mientras que la estructura secundaria de la propia molécula de
mMARN puede hacer a algunos mARNSs refractarios a la sintesis de la primera hebra.

La eliminacion de la actividad de RNasa H de la transcriptasa inversa puede eliminar el primer problema y mejorar la
eficiencia de la transcripcién inversa (Gerard, G.F., et al., FOCUS 11(4):60 (1989); Gerard, G.F., et al., FOCUS
14(3):91 (1992)). Sin embargo, dichas transcriptasas inversas (formas "RNasa H”) no resuelven los problemas
adicionales de cebado defectuoso y estructura secundaria de mARN.

Otro factor que influye en la eficiencia de la transcripcion inversa es la capacidad del ARN para formar estructuras
secundarias. Dichas estructuras secundarias se pueden formar, por ejemplo, cuando regiones de las moléculas de
ARN tienen suficiente complementariedad para hibridarse y formar ARN de doble hebra. Generalmente, la formacion
de estructuras secundarias de ARN se puede reducir aumentando la temperatura de las soluciones que contienen
las moléculas de ARN. Por lo tanto, en muchos casos, es deseable la transcripcion inversa del ARN a temperaturas
por encima de 37 °C. Sin embargo, las transcriptasas inversas conocidas en la técnica, generalmente pierden
actividad cuando se incuban a temperaturas muy superiores a 37 °C (p. €j., 50 °C).

Los métodos para generar e identificar enzimas que tienen la fidelidad alterada son conocidos en la técnica (véase
p. €j. Publicacién PCT No. WO 98/23733 o Cadwell R. et al., PCR Methods and Applications 2:28-33). Por ejemplo,
Kaushik N. et al., (Biochemistry 9:2617-2627) han identificado un residuo cataliticamente esencial de transcriptasa
inversa de MLV por mutagénesis y Halvas E.K. et al. (J. Virol. 74:312-319 (2000)) han desarrollado un ensayo para
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identificar los determinantes estructurales en la transcriptasa inversa de MLV importantes para la fidelidad de la
enzima.

Han sido descritas ciertas formas RNasa H de la transcriptasa inversa de M-MLV que presentan un aumento o
mejora de la termoestabilidad en comparacion con la enzima natural (véase la publicacién PCT No. WO 98/47912;
Gerard G.F. et al., Molecular Biotechnology, 8:61-77 (1997) o el documento JP 2000/139457) y los métodos de
produccién de dichos mutantes de transcriptasa inversa que carecen de actividad RNasa H estan descritos p. €j. en
la patente de Estados Unidos N° 5.405.776.

Sumario de lainvencion

La presente invencion proporciona enzimas transcriptasas inversas, composiciones que comprenden dichas
enzimas y métodos Utiles para resolver las limitaciones de la transcripcién inversa expuestas antes. En general, la
invencion proporciona composiciones para uso en la transcripcién inversa de una molécula de acido nucleico que
comprende uno o mas (p. €j., uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, quince, etc.) polipéptidos que tienen la actividad de
transcriptasa inversa de la invencion. Dichas composiciones pueden comprender ademas uno o mas (p. €j., uno,
dos, tres, cuatro, cinco, etc.) nucleétidos, un tampon adecuado, y/o uno o mas (p. €j., uno, dos, tres, cuatro, cinco,
diez, quince, etc.) ADN-polimerasas. Las composiciones de la invencién pueden comprender también uno o mas (p.
ej., uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, quince, etc.) cebadores oligonucleotidos.

La transcriptasa inversa de la invencion es una transcriptasa inversa de M-MLV en donde la histidina de la posicién
natural 204 estd reemplazada con arginina para aumentar o mejorar la termoestabilidad. En realizaciones
especificas, las transcriptasas inversas descritas pueden ser de cadena Unica (subunidad Unica) o de multi-cadenas
(multi-subunidades) y pueden tener actividad de RNasa H reducida o sustancialmente reducida. Las enzimas
descritas se seleccionan del grupo que consiste en RNasa H-transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina
de Moloney (M-MLV), RNasa H-transcriptasa inversa del virus de sarcoma de Rous (RSV), RNasa H-transcriptasa
inversa del virus de mieloblastosis aviar (AMV), RNasa H-transcriptasa inversa del virus asociado a Rous (RAV),
RNasa H-transcriptasa inversa del virus asociado a mieloblastosis (MAV) u otras RNasa H-transcriptasas inversas
de ASLV y RNasa H- transcriptasa inversa del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y mutantes de las
mismas. En las composiciones preferidas, las transcriptasas inversas se presentan en concentraciones de trabajo.

En ciertos aspectos, las transcriptasas inversas descritas han sido modificadas o mutadas para aumentar o mejorar
la termoestabilidad. Los ejemplos de dichas transcriptasas inversas incluyen enzimas que tienen una 0 mas
modificaciones o mutaciones en posiciones que corresponden a aminoacidos seleccionados del grupo que consiste
en:

(a) leucina 52 de la transcriptasa inversa de M-MLV;

(b) tirosina 64 de la transcriptasa inversa de M-MLYV;

(c) lisina 152 de la transcriptasa inversa de M-MLV;

(d) histidina 204 de la transcriptasa inversa de M-MLV;

(e) metionina 289 de la transcriptasa inversa de M-MLV; y
(f) treonina 306 de la transcriptasa inversa de M-MLV.

En realizaciones especificas, la descripcion se dirige a las transcriptasas inversas de M-MLV en donde la leucina 52
esta reemplazada con prolina, la tirosina 64 estd reemplazada con arginina, la lisina 152 esta reemplazada con
metionina, la histidina 204 esta reemplazada con arginina, la metionina 289 esta reemplazada con leucina y/o la
treonina 306 esta reemplazada con lisina o con arginina. Se describen ademas transcriptasas inversas, aparte de la
transcriptasa inversa de M-MLV, que contienen alteraciones que corresponden a las indicadas anteriormente.

En aspectos adicionales, la invencion incluye también transcriptasas inversas termoestables que retienen al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos
aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 97 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o al menos aproximadamente 100 % de actividad de
transcriptasa inversa después de calentamiento a 50 °C durante 5 minutos.

Como se ha indicado antes, las enzimas descritas incluyen transcriptasas inversas que presentan actividad de
transcriptasa inversa o después de la formacién de multimeros (p. €j., dimeros) o como moléculas de proteinas
individuales (es decir, en forma monomérica). Los ejemplos de transcriptasas inversas que presentan actividad de
transcriptasa inversa después de la formacion de multimeros incluyen las transcriptasas inversas de AMV, RSV y
VIH. Un ejemplo de una transcriptasa inversa que presenta actividad de transcriptasa inversa como proteinas
individuales, separadas (es decir, en forma monomérica) es la transcriptasa inversa de M-MLV.

Las transcriptasas inversas multiméricas pueden formar homo-multimeros o hetero-multimeros. En otras palabras,
las subunidades del complejo proteinico multimérico pueden ser idénticas o diferentes. Un ejemplo de una
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transcriptasa inversa hetero-dimérica es la transcriptasa inversa de AMV, que esta compuesta de dos subunidades
que difieren en la secuencia primaria de aminoacidos. Mas especificamente, como ya se ha expuesto, la
transcriptasa inversa de AMV puede estar compuesta de dos subunidades en donde una de estas subunidades se
genera por un proceso proteolitico de la otra. Por lo tanto, la transcriptasa inversa de AMV dimérica puede estar
compuesta de subunidades de diferente tamafio que comparten regiones de identidad de la secuencia de
aminoacidos.

La presente descripcion se refiere en particular a transcriptasas inversas mutantes o modificadas en donde se han
realizado uno o mas (p. €j., uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, etc.) cambios de aminoacidos
que hacen a la enzima mas termoestable en la sintesis de acido nucleico, en comparacién con las transcriptasas
inversas no mutadas o no modificadas. Los sitios para mutacion o modificacion para producir las enzimas
transcriptasas inversas termoestables de la presente invencion y/o transcriptasas inversas que presentan otras
caracteristicas (p. ej., aumento de la fidelidad, reduccién de la actividad TdT, etc.) se listan para algunas
transcriptasas inversas en la Tabla 1. Las modificaciones descritas en la Tabla 1 producen preferiblemente
transcriptasas inversas termoestables. Sitios similares o equivalentes o sitios correspondientes en otras
transcriptasas inversas pueden ser mutados o modificados para producir transcriptasas inversas termoestables
adicionales, asi como transcriptasas inversas que presentan otras caracteristicas (p. €j., aumento de la fidelidad,
reduccion de la actividad TdT, etc.).

Tabla 1

Transcriptasa |Aminoacidos
inversa (RT)

M-MLV L52, Y64, L135, H143, K152, Q165, G181, H204, 1218, N249, M289, T306, A517, D524, T544, V546,
W548, E562, H577, D583, L604, S606, G608, F625, L626, H629, H631, H638, G641

AMV V2, L4, W12, P14, H16, T17, W20, 121, Q23, W24, L26, P27, G29, V32, Q36, L42, Q43, L44, G45,
H46, 147, P49, S50, L51, S52, C53, W54, F59, 161, A64, S65, G66, S67, Y68, L70, L71, A76, A79,
P83, A86, V87, Q88, Q89, G90, A91, W101, P102, L108, Q120, S131, V132, N133, N134, Q135,
P137, A138, Q142, Q148, T151, Y180, M181, S190, H191, G193, A196, 1201, S202, P214, V217,
Q218, P221, G222, Q224, L226, G227, Y228, G231, T233, Y234, A236, P237, G239, L240, P244,
1246, T248, W250, Q252, G257, Q260, W261, P264, L266, G267, L272, Y277, Q279, L280, G282,
5283, P285, N286, A288, N292, L293, M297, 1302, V303, L305, S306, T308, L311, L320, 1332, G333,
V334, G336, Q337, G338, P345, W348, L349, F350, S351, P354, A357, F358, A360, W361, L362,
V364, L365, T366, T370, A374, V377, G381, C392, P400, G402, L405, G412, 1414, FA23, 1425, A426,
P428, L433, H440, P441, V443, G444, P445, A451, S453, S454, T455, H456, G458, V459, V460,
W462, W468, 1470, 1473, A474, LAT6, GAT7, A478, S479, V480, Q481, Q482, L483, A491, WA495,
P496, T497, T498, P499, T500, A507, F508, M512, L513, G520, V521, P522, S523, T524, A525,
A527, F528, L534, S535, Q536, S538, V543, S548, H549, S550, V552, P553, F556, T557, N560,
A562

RSV V2, L4, W12, P14, H16, T17, W20, 121, Q23, W24, L26, P27, G29, V32, Q36, L42, Q43, L44, G45,
H46, 147, P49, S50, L51, S52, C53, W54, F59, 161, A64, S65, G66, S67, Y68, L70, L71, A76, A79,
P83, A86, V87, Q88, Q89, G90, A91, W101, P102, L108, Q120, S131, V132, N133, N134, Q135,
P137, A138, Q142, Q148, T151, Y180, M181, S190, H191, G193, Al196, 1201, S202, P214, V217,
Q218, P221, G222, Q224, L226, G227, Y228, G231, T233, Y234, A236, P237, G239, L240, P244,
1246, T248, W250, Q252, G257, Q260, W261, P264, L266, G267, L272, Y277, Q279, L280, G282,
S283, P285, N286, A288, N292, L293, M297, 1302, V303, L305, S306, T308, L311, L320, 1332, G333,
V334, G336, Q337, G338, P345, W348, L349, F350, S351, P354, A357, F358, A360, W361, L362,
V364, L365, T366, T370, A374, V377, G381, C392, P400, G402, L405, G412, 1414, FA423, 1425, A426,
P428, L433, H440, P441, V443, G444, P445, A451, S453, S454, T455, H456, G458, V459, V460,
W462, W468, 1470, 1473, A474, LAT76, GAT7, A478, S479, V480, Q481, Q482, L483, A491, WA495,
P496, T497, T498, P499, T500, A507, F508, M512, L513, G520, V521, P522, S523, T524, A525,
A527, F528, L534, S535, Q536, S538, V543, S548, H549, S550, V552, P553, F556, T557, N560,
A562

VIH 11, P3, L11, P13, G14, M15, Q22, W23, L25, T26, T38, G44, 146, S47, G50, P51, N53, P54, Y55, F60,
162, S67, T68, W70, L73, V89, Q90L91, G92, 193, S104, V110, G111, S133, 1134, N135, N136, P139,
G140, 1141, Q144, N146, Q150" Y182, M183, 1194, G195, Q106, T,199, Q206, L209, P216, Q221,
P224, P225, L227, M229, G230, Y231, H234, Q241, P242, V244, 1245, S250, T252, N254, Q257,
G261, N264, W265, Q268, P271, G272, Q277, C279, L281, L282, G284, T285, A287, L288, T289,
V291, P293, L294, T295, L300, A303, 1308, L309, P312, H314, Y317, L324, 1328, Q329, G332, Q333,
G334, Y341, P344, F345, Y353, M356, G358, A359, H360, T361, Q372, T376, V380, Q392, W405,
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Transcriptasa |Aminoacidos
inversa (RT)

Q406, A407, F415, V416, N417, T418, P419, P420, L424, W425, P432, V434, G435, A436, A444,
A445, N446, T449, L451, N459, G461, Q463, V465, V466, P467, L468, T469, N470, T471, T472,
N473, Q474, Y482, Q486, S488, G489, L490, Q499, Y500, G503, 1504, S512, S514, L516, N518,
Q519, Q523, 1525, W534, P536, A537, H538, G540, 1541, G542, Q546, L550, S552, A553, V554,
1555

Los expertos en la técnica apreciaran que un aislado de virus diferente puede codificar una enzima transcriptasa
inversa que tiene un aminodacido diferente en las posiciones identificadas antes. Dichos aislados pueden ser
modificados para producir las transcriptasas inversas termoestables de la presente invencion.

Las transcriptasas inversas termoestables de la invencion pueden tener también una o mas propiedades: (a)
actividad de RNasa H reducida o sustancialmente reducida, (b) actividad de desoxinucleotidil-transferasa terminal
reducida o sustancialmente reducida, y/o (c) aumento de la fidelidad.

Las enzimas de la invencion que tienen actividad de desoxinucleotidil-transferasa terminal reducida o
sustancialmente reducida, pueden tener una o mas modificaciones o mutaciones en las posiciones que
corresponden a los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) tirosina 133 de la transcriptasa inversa de M-MLV;
(b) treonina 197 de la transcriptasa inversa de M-MLV; y
(c) fenilalanina 309 de la transcriptasa inversa de M-MLV.

En realizaciones especificas, la descripcion se dirige a las transcriptasas inversas de M-MLV en donde la tirosina
133 esta reemplazada con alanina, la treonina 197 estd reemplazada con acido glutamico, y/o la fenilalanina 309
esta reemplazada con asparagina. Se describen ademas transcriptasas inversas, aparte de la transcriptasa inversa
de M-MLV, que contienen alteraciones que corresponden a las indicadas anteriormente.

En otras realizaciones determinadas, las transcriptasas inversas pueden no incluir combinaciones especificas de
mutaciones, tales como transcriptasas inversas que combinan una mutacion de la histidina 204 a arginina (H204R) y
una mutacién de la treonina 306 a lisina (T306K); transcriptasas inversas que combinan H204R y T306K con una
mutacion de la fenilalanina 309 a asparagina (F309N); y transcriptasas inversas que combinan H204R, T306K y
F309N con una mutacién de la valina 223 a histidina (V223H).

Adicionalmente, las enzimas que han presentado un aumento de la fidelidad pueden tener una o0 mas modificaciones
0 mutaciones en posiciones que corresponden a los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) tirosina 64 de la transcriptasa inversa de M-MLYV;

(b) arginina 116 de la transcriptasa inversa de M-MLV;

(c) glutamina 190 de la transcriptasa inversa de M-MLV; y
(d) valina 223 de la transcriptasa inversa de M-MLV.

En realizaciones especificas, las transcriptasas inversas pueden no incluir transcriptasas inversas de M-MLV,
transcriptasas inversas de HTV, transcriptasas inversas de AMV, y/o transcriptasas inversas de RSV. Asi, por
ejemplo, en ciertas realizaciones, la descripciobn se dirige a transcriptasas inversas con aumento de la
termoestabilidad que no son una transcriptasa inversa de VIH. En otras realizaciones, la descripciéon se dirige a
transcriptasas inversas con aumento de la termoestabilidad que no son una transcriptasa inversa de M-MLV. En ain
otras realizaciones, la descripcion se dirige a transcriptasas inversas con aumento de la termoestabilidad que no son
una transcriptasa inversa de AMV. En otras realizaciones mas, la descripcién se dirige a transcriptasas inversas con
aumento de la termoestabilidad que no son una transcriptasa inversa de RSV.

La presente invencion se dirige también a moléculas de acido nucleico (p. €j., vectores) que contienen un gen o
acido nucleico que codifica las transcriptasas inversas mutantes o modificadas de la presente invencion y a las
células hospedantes que contienen dicho ADN u otras moléculas de acido nucleico. Se puede utilizar cualquier
namero de hospedantes para expresar el gen o la molécula de acido nucleico de interés, incluyendo células
procariotas y eucariotas. En realizaciones especificas, se utilizan las células procariotas para expresar las
transcriptasas inversas de la invencién. Un ejemplo de un hospedante procariota apropiado para uso con la presente
invencién es Escherichia coli. Los ejemplos de hospedantes eucariotas apropiados para uso con la presente
invencion incluyen células fungicas (p. €j., células de Saccharomyces cerevisiae, células de Pichia pastoris, etc.),
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células de plantas, y células de animales (p. ej., células de Drosophila melanogaster, células de Spodoptera
frugiperda Sf9 y Sf21, células de Trichoplusia High-Five, células de C. elegans, células de Xenopus laevis, células
CHO, células COS, células VERO, células BHK, etc.).

La invencion se refiere también a un método para producir las transcriptasas inversas de la invencion,
comprendiendo dicho método:

(a) cultivar una célula hospedante que comprende un gen u otra molécula de acido nucleico que codifica una
transcriptasa inversa de la invencion (preferiblemente dicho gen u otra molécula de acido nucleico de la transcriptasa
inversa, esta contenido en un vector dentro de la célula hospedante);

(b) expresar el gen o molécula de acido nucleico; y
(c) aislar dicha transcriptasa inversa de la célula hospedante.

La invencion se dirige también a métodos para preparar una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce,
quince, etc.) moléculas de acido nucleico, que comprenden mezclar uno o mas (p. €j., uno, dos, tres, cuatro, cinco,
diez, doce, quince, etc.) moldes de acido nucleico (preferiblemente uno o mas moldes de ARN y lo més
preferiblemente uno o mas moldes de ARN mensajero) con una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez,
quince, etc.) transcriptasas inversas de la invencion e incubar la mezcla en condiciones suficientes para preparar
una primera molécula o moléculas de &cido nucleico complementarias de todo o parte del uno o mas moldes de
acido nucleico. En algunas realizaciones, la mezcla se incuba a una temperatura elevada. En realizaciones
especificas, la temperatura elevada puede ser de aproximadamente 40 °C o superior, de aproximadamente 45 °C o
superior, de aproximadamente 50 °C o superior, de aproximadamente 51 °C o superior, de aproximadamente 52 °C
0 superior, de aproximadamente 53 °C o superior, de aproximadamente 54 °C o superior, de aproximadamente 55
°C o superior, de aproximadamente 56 °C o superior, de aproximadamente 57 °C o superior, de aproximadamente
58 °C o superior, de aproximadamente 59 °C o superior, de aproximadamente 60 °C o superior, de
aproximadamente 61 °C o superior, de aproximadamente 62 °C o superior, de aproximadamente 63 °C o superior,
de aproximadamente 64 °C o superior, de aproximadamente 65 °C o superior, de aproximadamente 66 °C o
superior, de aproximadamente 67 °C o superior, de aproximadamente 68 °C o superior, de aproximadamente 69 °C
o superior, de aproximadamente 70 °C o superior, de aproximadamente 71 °C o superior, de aproximadamente 72
°C o superior, de aproximadamente 73 °C o superior, de aproximadamente 74 °C o superior, de aproximadamente
75 °C o superior, de aproximadamente 76 °C o superior, de aproximadamente 77 °C o superior, 0 de
aproximadamente 78 °C o superior; 0 a un intervalo de temperatura de aproximadamente 37 °C a aproximadamente
75 °C, de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 75
°C, de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 51 °C a aproximadamente 75 °C,
de aproximadamente 52 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 53 °C a aproximadamente 75 °C, de
aproximadamente 54 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 75 °C. En otras
realizaciones, la temperatura elevada esta dentro del intervalo de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70
°C, de aproximadamente 51 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 52 °C a aproximadamente 70 °C,
de aproximadamente 53 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 54 °C a aproximadamente 70 °C, de
aproximadamente 55 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 65 °C, de
aproximadamente 56 °C a aproximadamente 65 °C, de aproximadamente 56 °C a aproximadamente 64 °C o de
aproximadamente 56 °C a aproximadamente 62 °C. En otras realizaciones, la temperatura elevada puede estar
dentro del intervalo de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 46 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 47 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 48 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 49 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 50 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 51 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 52 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 53 °C a aproximadamente 60 °C, o de aproximadamente 54 °C a
aproximadamente 60 °C. En realizaciones especificas adicionales, la primera molécula de &acido nucleico es cADN
de una uUnica hebra.

Los moldes de &cido nucleico adecuados para la transcripcion inversa segun este aspecto de la invencién incluyen
cualquier molécula de acido nucleico o poblacion de moléculas de acido nucleico (preferiblemente ARN y lo mas
preferiblemente mARN), particularmente las derivadas de una célula o tejido. En un aspecto especifico, se utiliza
una poblacion de moléculas de mMARN (un nimero de diferentes moléculas de mARN, tipicamente obtenidas de un
tipo particular de célula o tejido) para preparar una genoteca de cADN. Los ejemplos de fuentes celulares de moldes
de acido nucleico incluyen células bacterianas, células flngicas, células de plantas y células de animales.

La invencién se refiere también a métodos para preparar una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce,
quince, etc.) moléculas de acido nucleico de doble hebra. Tales métodos comprenden (a) mezclar uno 0 mas moldes
de &cido nucleico (preferiblemente ARN o mARN, y mas preferiblemente una poblacion de moldes de mARN) con
una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, quince, etc.) transcriptasas inversas de la invencién; (b) incubar
la mezcla en condiciones suficientes para preparar una primera molécula o moléculas de &cido nucleico
complementarias de todo o parte del uno o mas moldes; y (c) incubar la primera molécula o moléculas de acido
nucleico en condiciones suficientes para preparar una segunda molécula o moléculas de &acido nucleico
complementarias de todo o parte de la primera molécula o moléculas de acido nucleico, formando de este modo una
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0 mas moléculas de acido nucleico de doble hebra que comprenden la primera y la segunda moléculas de acido
nucleico. En algunas realizaciones, la incubacion de la etapa (b) se realiza a una temperatura elevada. En
realizaciones especificas, la temperatura elevada puede ser de aproximadamente 40 °C o superior, de
aproximadamente 45 °C o superior, de aproximadamente 50 °C o superior, de aproximadamente 51 °C o superior,
de aproximadamente 52 °C o superior, de aproximadamente 53 °C o superior, de aproximadamente 54 °C o
superior, de aproximadamente 55 °C o superior, de aproximadamente 56 °C o superior, de aproximadamente 57 °C
0 superior, de aproximadamente 58 °C o superior, de aproximadamente 59 °C o superior, de aproximadamente 60
°C o superior, de aproximadamente 61 °C o superior, de aproximadamente 62 °C o superior, de aproximadamente
63 °C o superior, de aproximadamente 64 °C o superior, de aproximadamente 65 °C o superior, de
aproximadamente 66 °C o superior, de aproximadamente 67 °C o superior, de aproximadamente 68 °C o superior,
de aproximadamente 69 °C o superior, de aproximadamente 70 °C o superior, de aproximadamente 71 °C o
superior, de aproximadamente 72 °C o superior, de aproximadamente 73 °C o superior, de aproximadamente 74 °C
0 superior, de aproximadamente 75 °C o superior, de aproximadamente 76 °C o superior, de aproximadamente 77
°C o superior, o de aproximadamente 78 °C o superior; 0 a un intervalo de temperatura de aproximadamente 37 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 45 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 51 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 52 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 53 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 54 °C a aproximadamente 75 °C, o de aproximadamente 55 °C a
aproximadamente 75 °C. En algunas realizaciones, la temperatura elevada estd dentro del intervalo de
aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 51 °C a aproximadamente 70 °C, de
aproximadamente 52 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 53 °C a aproximadamente 70 °C, de
aproximadamente 54 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 70 °C, de
aproximadamente 55 °C a aproximadamente 65 °C, de aproximadamente 56 °C a aproximadamente 65 °C, de
aproximadamente 56 °C a aproximadamente 64 °C, o de aproximadamente 56 °C a aproximadamente 62 °C. En
otras realizaciones, la temperatura elevada puede estar dentro del intervalo de aproximadamente 45 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 46 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 47 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 48 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 49 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 51 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 52 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 53 °C a
aproximadamente 60 °C, o de aproximadamente 54 °C a aproximadamente 60 °C. Tales métodos pueden incluir el
uso de una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, etc.) ADN-polimerasas como parte del
procedimiento de preparacion de una o mas moléculas de acido nucleico de doble hebra. Dichas ADN-polimerasas
son preferiblemente ADN-polimerasas termoestables y lo méas preferiblemente la sintesis del acido nucleico
conseguida con dichas ADN-polimerasas se realiza a temperaturas elevadas, esto es, superiores a 37 °C. La
descripcion se refiere también a composiciones (tiles para preparar dichas moléculas de &cido nucleico de doble
hebra. Tales composiciones comprenden una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte,
etc.) transcriptasas inversas y opcionalmente una o mas ADN-polimerasas, un tampo6n adecuado, uno o mas (p. €j.,
uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, etc.) cebadores, y/o uno o mas (p. €j., uno, dos, tres, cuatro, cinco,
etc.) nucleétidos.

La invencion se refiere también a métodos para amplificar una molécula de &cido nucleico. Dichos métodos de
amplificacion comprenden mezclar la molécula o moléculas de &cido nucleico de doble hebra producidas como se ha
descrito antes con una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, etc.) ADN-polimerasas
(preferiblemente ADN-polimerasas termoestables) e incubar la mezcla en condiciones suficientes para amplificar la
molécula de &cido nucleico de doble hebra. En una primera realizacion, la invencién se refiere a un método para
amplificar una molécula de acido nucleico, comprendiendo el método (a) mezclar uno o mas (p. €j., uno, dos, tres,
cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, etc.) moldes de acido nucleico (preferiblemente uno o mas moldes de ARN
o0 mMARN y mas preferiblemente una poblacién de moldes de mARN) con una o mas transcriptasas inversas de la
invencion y con una o mas ADN-polimerasas y (b) incubar la mezcla en condiciones suficientes para amplificar las
moléculas de acido nucleico complementarias de todo o parte del uno o mas moldes. En algunas realizaciones, la
incubacién de la etapa (b) se realiza a una temperatura elevada. En realizaciones especificas, la temperatura
elevada puede ser de aproximadamente 40 °C o superior, 45 °C o superior, 50 °C o superior, 51 °C 0 superior,
aproximadamente 52 °C o superior, aproximadamente 53 °C o superior, aproximadamente 54 °C o superior,
aproximadamente 55 °C o superior, aproximadamente 56 °C o superior, aproximadamente 57 °C o superior,
aproximadamente 58 °C o superior, aproximadamente 59 °C o superior, aproximadamente 60 °C o superior,
aproximadamente 61 °C o superior, aproximadamente 62 °C o superior, aproximadamente 63 °C o superior,
aproximadamente 64 °C o superior, aproximadamente 65 °C o superior, aproximadamente 66 °C 0 superior,
aproximadamente 67 °C o superior, aproximadamente 68 °C o superior, aproximadamente 69 °C o superior,
aproximadamente 70 °C o superior, aproximadamente 71 °C o superior, aproximadamente 72 °C o superior,
aproximadamente 73 °C o superior, aproximadamente 74 °C o superior, aproximadamente 75 °C o superior,
aproximadamente 76 °C o superior, aproximadamente 77 °C o superior, o aproximadamente 78 °C o superior; 0 a un
intervalo de temperatura de aproximadamente 37 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 40 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 50 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 51 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 52 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 53 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 54 °C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 75 °C. En algunas realizaciones, la
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temperatura elevada esta dentro del intervalo de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C, de
aproximadamente 51 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 52 °C a aproximadamente 70 °C, de
aproximadamente 53 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 54 °C a aproximadamente 70 °C, de
aproximadamente 55 °C a aproximadamente 70 °C, de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 65 °C, de
aproximadamente 56 °C a aproximadamente 65 °C, de aproximadamente 56 °C a aproximadamente 64 °C o de
aproximadamente 56 °C a aproximadamente 62 °C. En otras realizaciones, la temperatura elevada puede estar
dentro del intervalo de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 46 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 47 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 48 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 49 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 50 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 51 °C a aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 52 °C a
aproximadamente 60 °C, de aproximadamente 53 °C a aproximadamente 60 °C, o de aproximadamente 54 °C a
aproximadamente 60 °C. Preferiblemente, las transcriptasas inversas (1) tienen actividad RNasa H reducida o
sustancialmente reducida, (2) tienen actividad TdT reducida o sustancialmente reducida, y/o (3) presentan aumento
de la fidelidad. Preferiblemente, las ADN-polimerasas comprenden una primera ADN-polimerasa que tiene actividad
de 3’ exonucleasa y una segunda ADN-polimerasa que tiene actividad de 3’ exonucleasa sustancialmente reducida.

La descripcion se refiere también a composiciones que comprenden una 0 mas transcriptasas inversas y una o mas
ADN-polimerasas para uso en reacciones de amplificacion. Tales composiciones pueden comprender ademas uno o
mas nucledtidos y/o un tampén adecuado para amplificacion. Las composiciones pueden comprender también uno o
mas cebadores oligonucledtidos.

La descripcién se dirige también a moléculas de &cido nucleico (particularmente moléculas de cADN de una hebra o
de doble hebra) o moléculas amplificadas de &cido nucleico producidas segun los métodos descritos anteriormente y
a vectores (particularmente vectores de expresion) que comprenden estas moléculas de acido nucleico o moléculas
amplificadas de acido nucleico.

La descripcion se dirige ademas a células hospedantes recombinantes que comprenden las moléculas de acido
nucleico, moléculas amplificadas de &cido nucleico o vectores, descritos anteriormente. Los ejemplos de dichas
células hospedantes incluyen células bacterianas, células de levaduras, células de plantas y células de animales
(incluyendo células de insectos y células de mamiferos).

La invencién se dirige adicionalmente a métodos para producir polipéptidos codificados por las moléculas de acido
nucleico producidas por los métodos de la invencién. Dichos métodos comprenden cultivar las células hospedantes
recombinantes descritas anteriormente y aislar los polipéptidos codificados, y a los polipéptidos producidos por
dichos métodos.

La invencion se refiere también a métodos para secuenciar una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez,
doce, quince, etc.) moléculas de &cido nucleico utilizando las composiciones o enzimas de la invencion. Dichos
métodos comprenden (a) mezclar una o mas moléculas de &cido nucleico (p. €j., una 0 mas moléculas de ARN o
ADN) a secuenciar con uno 0 mas cebadores, una 0 mas transcriptasas inversas de la invencion, uno o mas
nucleétidos y uno o méas agentes de terminacion, tal como uno o més didesoxinucledsidos trifosfatos; (b) incubar la
mezcla en condiciones suficientes para sintetizar una poblacién de moléculas de acido nucleico complementarias de
todo o parte de la una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, treinta, cincuenta, cien,
doscientas, etc.) moléculas de acido nucleico a secuenciar; y (c) separar la poblacién de moléculas de acido
nucleico para determinar la secuencia de nucleétidos de todo o parte de la una o mas moléculas de acido nucleico a
secuenciar. Dichos métodos pueden comprender también (a) mezclar una molécula de &cido nucleico (p. €j., una o
mas moléculas de ARN o ADN) a secuenciar con uno 0 mas cebadores, una o mas transcriptasas inversas de la
invencion, uno o mas nucledtidos y uno o mas agentes de terminacion, tal como uno o mas didesoxinucledsidos
trifosfatos; (b) incubar la mezcla en condiciones suficientes para sintetizar una poblacién de moléculas de &cido
nucleico complementarias de todo o parte de la molécula de acido nucleico a secuenciar; y (c) separar los miembros
de la poblacion de moléculas de acido nucleico para determinar la secuencia de nucleétidos de todo o parte de la
molécula de &cido nucleico a secuenciar. En algunas realizaciones, dicha incubaciéon se puede llevar a cabo a
temperaturas elevadas como se describe en este documento.

La invencion se refiere también a kits para uso en métodos de la invencién. Tales kits se pueden utilizar para
preparar, secuenciar o amplificar moléculas de acido nucleico (de Unica hebra o doble hebra), preferiblemente a las
temperaturas elevadas descritas en la presente memoria. Los kits comprenden un soporte, tal como una caja o
carton, que tiene en estrecho confinamiento en la misma, uno o mas (p. €j., uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce,
quince, etc.) recipientes, tales como viales, tubos, frascos y similares. En los kits de la invencién, un primer
recipiente contiene una o mas de las enzimas transcriptasas inversas de la presente invencion. Los kits de la
invencion pueden comprender también, en el mismo o diferentes recipientes, una o mas ADN-polimerasas
(preferiblemente ADN-polimerasas termoestables), uno o mas (p. €j., uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce,
quince, etc.) tampones adecuados para la sintesis de acido nucleico, uno o mas nucleétidos y uno o mas (p. €j., uno,
dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, etc.) cebadores oligonucledtidos. Alternativamente, los componentes del
kit se pueden dividir en recipientes separados (p. €j., un recipiente para cada enzima y/o componente). Los kits de la
invencion pueden comprender también instrucciones o protocolos para llevar a cabo los métodos de la invencion. En
los kits a modo de ejemplo, las transcriptasas inversas tienen actividad de RNasa H reducida o sustancialmente
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reducida, y se seleccionan lo mas preferiblemente del grupo que consiste en RNasa H-transcriptasa inversa de M-
MLV, RNasa H- transcriptasa inversa de RSV, RNasa H- transcriptasa inversa de AMV, RNasa H- transcriptasa
inversa de RAV, RNasa H- transcriptasa inversa de MAV y RNasa H- transcriptasa inversa de VIH. En otros kits
preferidos, las transcriptasas inversas tienen actividad TdT reducida o sustancialmente reducida, y/o presentan
aumento de la fidelidad, como se describe en otra parte en este documento.

En kits adicionales preferidos de la invencion, las enzimas (transcriptasas inversas y/o ADN-polimerasas) de los
recipientes estan presentes en concentraciones de trabajo.

Por lo tanto, la invencion se dirige ademas a kits para uso en la transcripcion inversa, amplificacion o secuenciacién
de una molécula de acido nucleico, comprendiendo el kit una o mas transcriptasas inversas termoestables.

En realizaciones especificas, las transcriptasas inversas de los kits descritos pueden tener una o mas
modificaciones 0 mutaciones en posiciones que corresponden a los aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en:

(a) leucina 52 de la transcriptasa inversa de M-MLV;

(b) tirosina 64 de la transcriptasa inversa de M-MLYV;

(c) lisina 152 de la transcriptasa inversa de M-MLV;

(d) arginina 204 de la transcriptasa inversa de M-MLV;

(e) metionina 289 de la transcriptasa inversa de M-MLV; y
(f) treonina 306 de la transcriptasa inversa de M-MLV.

Las transcriptasas inversas de la descripcion incluyen cualquier transcriptasa inversa que tiene aumento de la
termoestabilidad. Dichas transcriptasas inversas incluyen transcriptasas inversas retrovirales, transcriptasas inversas
bacterianas, transcriptasas inversas de retrotransposones (p. €j., transcriptasas inversas de los retrotransposones
Tyl y/o Ty3), y ADN-polimerasas que tienen actividad de transcriptasa inversa. Las transcriptasas inversas descritas
incluyen transcriptasas inversas de una sola subunidad y de multi-subunidades y preferiblemente transcriptasas
inversas retrovirales. En particular, la descripcién se refiere a transcriptasas inversas de M-MLV y transcriptasas
inversas de ASLV (tales como AMV-RT y RSV-RT). Dichas transcriptasas inversas preferiblemente tienen actividad
de RNasa H reducida o sustancialmente reducida.

En otros ejemplos determinados, las transcriptasas inversas pueden no incluir combinaciones especificas de
mutaciones, tales como las transcriptasas inversas que combinan una mutacion de la histidina 204 a arginina
(H204R) y una mutacién de la treonina 306 a lisina (T306K); las transcriptasas inversas que combinan H204R y
T306K con una mutacion de fenilalanina 309 a asparagina (F309N); y transcriptasas inversas que combinan H204R,
T306K y F309N con una mutacién de valina 223 a histidina (V223H).

Otras realizaciones de la presente invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a la vista de los
siguientes dibujos y descripcion de la invencion, y de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos/figuras
La Figura 1 es un mapa del plasmido pBAD-6-His-M-MLV H- (F1).

La Figura 2 es una representacion lineal de la secuencia codificadora de la transcriptasa inversa de M-MLV que
muestra las localizaciones de los sitios de escision de la enzima de restriccidn utilizados para generar los segmentos
del gen utilizado para generar mutaciones.

La Figura 3 representa una fosfoimagen de barrido de un ensayo de extension utilizando (1) transcriptasa inversa
SuperScript™Il, y (2) F309N. El cebador de 18-meros marcado con [¥?P], anillado a un molde de ADN de 47-meros
(5 nM) se extendié por unidades iguales de transcriptasa inversa a 37 °C durante 30 minutos como se ve en las
reacciones de extension con los 4 nucleétidos. Las reacciones de extension se analizaron por electroforesis en gel
desnaturalizante al 6 %. P, cebador no extendido.

La Figura 4 representa una fosfoimagen de barrido que muestra un ensayo de extensién de TdT de transcriptasa
inversa SuperScript™Il y los mutantes F309N, T197E, yY133A. El cebador de 18-meros marcado con [32P], anillado
a un molde de ADN de 47-meros (5 nM) se extendi6 con unidades decrecientes de transcriptasa inversa (pista (1)
646 unidades, pista (2) 200 unidades, pista (3) 50 unidades, y pista (4) 20 unidades) a 37 °C durante 30 minutos con
los cuatro nucleoétidos (véase la seccion de Métodos mas adelante en el ejemplo 3). Las reacciones de extensién se
analizaron por electroforesis en gel desnaturalizante al 6 %. En este ensayo, la extensién mas alla de los moldes de
47 nucleétidos se considera adicion no dirigida al molde o actividad TdT. P, cebador no extendido.
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La Figura 5 representa una fosfoimagen de barrido que muestra ensayos de insercion defectuosa de transcriptasa
inversa SuperScript™II (1) y transcriptasa inversa F309N de proteina mutante (2) con molde de ADN. EI cebador de
18-meros marcado con [*?P], anillado a un molde de ADN de 47-meros (5 nM) se extendié con unidades iguales de
proteina de transcriptasa inversa a 37 °C durante 30 min. como se ve en las reacciones de extensién con los cuatro
nucleétidos. Las reacciones de extension se realizaron también en presencia de solamente 3 dNTPs
complementarios; minus dCTP, minus dATP, minus TTP, y minus dGTP. Las reacciones de extension se analizaron
por electroforesis en gel desnaturalizante al 6 %. En este ensayo, una eficiencia mas alta de elongacién del cebador
terminado con solo tres nucledtidos reflejara una fidelidad mas baja de la transcriptasa inversa SuperScript™I|
ensayada. P, cebador no extendido.

La Figura 6 representa una fosfoimagen de barrido que muestra un ensayo de insercion defectuosa de transcriptasa
inversa SuperScript™II (1) y transcriptasa inversa T197A/F309N de proteina mutante (2) y V223H/F309N (3) con
molde de ADN. El cebador de 18-meros marcado con [3?P], anillado a un molde de ADN de 47-meros (5 nM) se
extendié con unidades iguales de proteina de transcriptasa inversa a 37 °C durante 30 min. como se ve en las
reacciones de extension con los cuatro nucleotidos. Las reacciones de extension se realizaron también en presencia
de solamente 3 dNTPs complementarios; minus dATP, y minus dCTP. Las reacciones de extensién se analizaron
por electroforesis en gel desnaturalizante al 6 %. En este ensayo, una eficiencia mas alta de elongacién del cebador
terminado con solo tres nucledtidos reflejara una fidelidad mas baja de la transcriptasa inversa SuperScript™I|
ensayada. P, cebador no extendido.

Descripcion detallada de la invencién

En la descripciébn que sigue, se utilizan una serie de términos utilizados en ADN recombinante, virologia e
inmunologia. Para proporcionar una comprension mas clara y consistente de la memoria descriptiva y de las
reivindicaciones, incluyendo el alcance a dar a dichos términos, se proporcionan las siguientes definiciones.

Vector de clonacion. Como se usa en la presente memoria, “vector de clonacidn” significa una molécula de &cido
nucleico tal como un plasmido, coésmido, fago, fagémido u otra molécula de &cido nucleico que es capaz de
replicarse de modo autbnomo en una célula hospedante, y que se caracteriza por uno o un pequefio nimero de
sitios de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion en los cuales dichas secuencias de acido nucleico
pueden ser cortadas de una manera determinable, y en los cuales se puede insertar ADN para llevar a cabo su
replicacién y clonacion. El vector de clonacion puede contener ademas un marcador adecuado para uso en la
identificacion de células transformadas con el vector de clonacion. Los marcadores, por ejemplo, son genes que
confieren un fenotipo reconocible a las células hospedantes en las que se expresan dichos marcadores. Los
marcadores utilizados cominmente incluyen, pero no se limitan a, genes de resistencia a antibidticos tales como
resistencia a tetraciclina o resistencia a ampicilina.

Vector de expresion. Como se usa en la presente memoria, “vector de expresion” significa una molécula de acido
nucleico similar a un vector de clonacién pero que puede comprender adicionalmente secuencias de acido nucleico
capaces de aumentar y/o controlar la expresién de un gen u otra molécula de acido nucleico que ha sido clonada en
él, después de la transformacién en un hospedante. Las secuencias de acido nucleico adicionales pueden
comprender secuencias promotoras, secuencias de unidn represoras y similares. El gen clonado o la molécula de
acido nucleico, estan usualmente ligados operativamente a una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, etc.) de dichas
secuencias de control tal como las secuencias promotoras.

Hospedante recombinante. Como se usa en la presente memoria, "recombinante” significa cualquier organismo
procariota o eucariota 0 microorganismo que contiene los genes clonados o moléculas de acido nucleico deseados,
por ejemplo, en un vector de expresion, vector de clonacion o cualquier molécula de acido nucleico. El término
"hospedante recombinante” quiere incluir también aquellas células hospedantes que han sido manipuladas
genéticamente para contener el gen deseado u otra molécula de acido nucleico en el cromosoma o genoma del
hospedante.

Hospedante. Como se usa en la presente memoria, "hospedante" significa cualquier organismo procariota o
eucariota que es el receptor de un vector de expresion, vector de clonacién o cualquier molécula de acido nucleico,
replicable. La molécula de acido nucleico puede contener, pero no se limita a, un gen estructural, un promotor y/o un
origen de replicacion.

Promotor. Como se usa en la presente memoria, "promotor" significa una secuencia de &cido nucleico
generalmente descrita como la region 5' de un gen, en localizacion proximal al codon de partida que es capaz de
dirigir la transcripcion de un gen u otra molécula de acido nucleico. En la regién promotora, se inicia la transcripcion
de un gen o genes o acido nucleico o acidos nucleicos, adyacentes.

Gen. Como se usa en la presente memoria, "gen" significa una secuencia de acido nucleico que contiene la
informacién necesaria para la expresién de un polipéptido o proteina. Incluye el gen promotor y el gen estructural,
asi como otras secuencias implicadas en la expresion de las proteinas.
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Gen estructural. Como se usa en la presente memoria, “gen estructural” significa un ADN u otra secuencia de acido
nucleico que es transcrita en el ARN mensajero que se traduce después en una secuencia de aminoacidos
caracteristica de un polipéptido especifico.

Ligado operativamente. Como se usa en la presente memoria, "ligado operativamente" significa que un elemento
de acido nucleico estd posicionado de tal manera que influye en la iniciacion de la expresién del polipéptido
codificado por el gen estructural u otra molécula de acido nucleico.

Expresiéon. Como se usa en la presente memoria, "expresion” se refiere al proceso por el cual un gen u otra
molécula de acido nucleico produce un polipéptido. Incluye la transcripciéon del gen o molécula de acido nucleico en
el ARN mensajero (mMARN) y la traduccién de dicho mARN en polipéptido o polipéptidos.

Sustancialmente puro. Como se usa en la presente memoria, "sustancialmente puro” significa que el material
deseado esta esencialmente libre de componentes celulares contaminantes que se asocian con el material deseado,
en la naturaleza. Los componentes celulares contaminantes pueden incluir, pero no se limitan a, actividades
enzimaticas tales como fosfatasas, exonucleasas, endonucleasas o enzimas ADN-polimerasas indeseables.
Preferiblemente, las transcriptasas inversas de la invencién son sustancialmente puras.

Cebador. Como se usa en la presente memoria, "cebador” se refiere a un oligonucledtido de una sola hebra que se
extiende mediante unién covalente de los mondmeros de nucleétidos durante la amplificacion o polimerizaciéon de
una molécula de ADN.

Molde. El término "molde" como se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula de acido nucleico de
doble hebra o de simple hebra que se va a amplificar, copiar o secuenciar. En el caso de una molécula de ADN de
doble hebra, la desnaturalizacion de sus hebras para formar una primera y una segunda hebras de hebra Unica se
puede llevar a cabo antes de que estas moléculas sean amplificadas, copiadas o secuenciadas. Un cebador
complementario a una parte de un molde de &cido nucleico se hibrida en condiciones apropiadas y entonces una
acido nucleico-polimerasa, tal como las enzimas transcriptasas inversas de la invencion, puede afiadir monémeros
de nucledtidos al cebador sintetizando de este modo una molécula de acido nucleico complementario a dicho molde
0 a una parte del mismo. La molécula de &cido nucleico nuevamente sintetizada, segun la invencion, puede ser igual
0 mas corta en longitud que el molde original. El desajuste en la incorporacion durante la sintesis o extension de la
molécula de &cido nucleico nuevamente sintetizada puede dar como resultado uno o una serie de pares de bases
desajustados. Por lo tanto, la molécula de &cido nucleico sintetizada no es necesario que sea exactamente
complementaria al molde.

Incorporacién. El término incorporacion como se usa en la presente memoria, significa llegar a ser parte de una
molécula de acido nucleico o cebador.

Oligonucledtido. "Oligonucledtido” se refiere a una molécula sintética o natural que comprende una secuencia,
unida covalentemente, de nuclettidos que estan unidos por un enlace de fosfodiéster entre la posicion 3' de la
pentosa de un nucleétido y la posicion 5' de la pentosa del nucleotido adyacente.

Nucledtido. Como se usa en la presente memoria, "nucleétido” se refiere a una combinacién de base-azlcar-
fosfato. Los nucledtidos son unidades monoméricas de una secuencia de &cido nucleico (ADN y ARN) y los
desoxirribonucleétidos son incorporados al ADN por las ADN-polimerasas. El término nucledtido incluye
desoxirribonucledsidos trifosfatos tales como dATP, dCTP, dITP, dUTP, dGTP, dTTP, o derivados de los mismos.
Tales derivados incluyen, por ejemplo, [(aS]dATP, 7-desaza-dGTP y 7-desaza-dATP. El término nucleétido como se
usa en la presente memoria, se refiere también a didesoxirribonucledsidos trifosfatos (ddNTPs) y sus derivados.
Ejemplos ilustrativos de didesoxirribonucleosidos trifosfatos incluyen, pero no se limitan a, ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddITP, y ddTTP. Segun la presente invencion, un "nucledtido” puede estar sin marcar o marcado detectablemente
por técnicas bien conocidas. Las marcas detectables incluyen, por ejemplo, isotopos radioactivos, marcas
fluorescentes, marcas quimioluminiscentes, marcas bioluminiscentes y marcas enzimaticas.

Hibridacién. Como se usa en la presente memoria, hibridacion (hibridar) se refiere al emparejamiento de dos
moléculas de acido nucleico complementarias de una sola hebra (ARN y/o ADN) para dar una molécula de doble
hebra. Como podran apreciar los expertos en la técnica, dos moléculas de &cido nucleico se pueden hibridar,
aunque el emparejamiento de las bases no sea totalmente complementario. En consecuencia, las bases
desajustadas no evitan la hibridacién de dos moléculas de acido nucleico siempre que se usen las condiciones
apropiadas, bien conocidas en la técnica.

Transcriptasa inversa termoestable. Para los fines de esta descripcion, una transcriptasa inversa termoestable se
define como una transcriptasa inversa que retiene un mayor porcentaje de su actividad después de un tratamiento
térmico que el porcentaje retenido por una transcriptasa inversa que tiene termoestabilidad natural después de un
tratamiento idéntico. Por lo tanto, una transcriptasa inversa que tiene una termoestabilidad aumentada/mejorada se
define como una polimerasa que tiene un aumento de la termoestabilidad, preferiblemente de aproximadamente 1,2
a aproximadamente 10.000 veces, de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 10.000 veces, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5000 veces, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 2000 veces
(preferiblemente mayor que aproximadamente 5 veces, mas preferiblemente mayor que aproximadamente 10 veces,
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todavia mas preferiblemente mayor que aproximadamente 50 veces, aun mas preferiblemente mayor que
aproximadamente 100 veces, aun mas preferiblemente mayor que aproximadamente 500 veces, y lo mas
preferiblemente mayor que aproximadamente 1000 veces) de retencion de la actividad después de un tratamiento
térmico suficiente para causar una reduccion en la actividad de una transcriptasa inversa que es natural para la
termoestabilidad. Preferiblemente, la transcriptasa inversa mutante o modificada de la invenciéon se compara con la
correspondiente transcriptasa inversa no modificada o natural para determinar la mejora o aumento relativo de la
termoestabilidad. Por ejemplo, después de un tratamiento térmico a 52 °C durante 5 minutos, una transcriptasa
inversa termoestable puede retener aproximadamente el 90 % de la actividad presente antes del tratamiento
térmico, mientras que una transcriptasa inversa que es natural para la termoestabilidad, puede retener el 10 % de su
actividad original. Asimismo, después de un tratamiento térmico a 53 °C durante cinco minutos, una transcriptasa
inversa termoestable puede retener aproximadamente un 80 % de su actividad original, mientras que una
transcriptasa inversa que es natural para la termoestabilidad puede no tener ninguna actividad medible.
Similarmente, después de un tratamiento térmico a 50 °C durante cinco minutos, una transcriptasa inversa
termoestable puede retener aproximadamente 50 %, aproximadamente 55 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %,
aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, o aproximadamente 95 % de su actividad original, mientras que
una transcriptasa inversa que es natural para la termoestabilidad puede no tener ninguna actividad medible o puede
retener 10 %, 15 % o 20 % de su actividad original. En el primer caso (esto es, después de tratamiento térmico a 52
°C durante 5 minutos), la transcriptasa inversa termoestable se podria decir que es 9 veces mas termoestable que la
transcriptasa inversa natural. Ejemplos de condiciones que se pueden utilizar para medir la termoestabilidad de las
transcriptasas inversas se indican méas adelante en el ejemplo 2.

La termoestabilidad de una transcriptasa inversa se puede determinar comparando la actividad residual de una
muestra de la transcriptasa inversa que ha sido sometida a un tratamiento térmico, esto es, incubada a 52 °C
durante un periodo de tiempo dado, por ejemplo, cinco minutos, con una muestra control de la misma transcriptasa
inversa que ha sido incubada a temperatura ambiente durante el mismo periodo de tiempo que el tratamiento
térmico. Tipicamente la actividad residual se puede medir siguiendo la incorporacion de un desoxirribonucleétido
radiomarcado a un cebador oligodesoxirribonucledétido utilizando un molde de oligorribonucleétido complementario.
Por ejemplo, se puede ensayar la capacidad de la transcriptasa inversa para incorporar [a-3?P]-dGTP a un cebador
de oligo-dG utilizando un molde de poli(riboC) para determinar la actividad residual de la transcriptasa inversa.

En otro aspecto, las transcriptasas inversas termoestables se definen como cualquier transcriptasa inversa que se
inactiva a una temperatura mas alta en comparaciéon con la correspondiente transcriptasa inversa natural, no
mutada, o no modificada. Preferiblemente, la temperatura de inactivacién para las transcriptasas inversas
termoestables de la invencion es de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 50 °C (p. €j., aproximadamente 2
°C, aproximadamente 4 °C, aproximadamente 5 °C, aproximadamente 8 °C, aproximadamente 10 °C,
aproximadamente 12 °C, aproximadamente 14 °C, aproximadamente 16 °C, aproximadamente 18 °C,
aproximadamente 20 °C, aproximadamente 24 °C, aproximadamente 26 °C, aproximadamente 28 °C,
aproximadamente 30 °C, aproximadamente 33 °C, aproximadamente 35 °C, aproximadamente 38 °C,
aproximadamente 40 °C, aproximadamente 42 °C, aproximadamente 44 °C, aproximadamente 46 °C,
aproximadamente 48 °C, o aproximadamente 50 °C) méas alta que la temperatura de inactivacion para la
correspondiente transcriptasa inversa natural, no mutada, o no modificada. Mas preferiblemente, la temperatura de
inactivacion para las transcriptasas inversas de la invencion es de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 50 °C,
de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 40 °C, de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 30 °C, o de
aproximadamente 5 °C a aproximadamente 25 °C mayor que la temperatura de inactivacion para la correspondiente
transcriptasa inversa natural, no mutada, o no modificada; cuando se comparan en las mismas condiciones.

La diferencia en la temperatura de inactivacién para la transcriptasa inversa de la invencién comparada con su
correspondiente transcriptasa inversa natural, no mutada, o no modificada, se puede determinar tratando muestras
de dichas transcriptasas inversas a diferentes temperaturas durante un periodo de tiempo definido y midiendo
después la actividad residual de transcriptasa inversa, si la hubiera, una vez que las muestras han sido tratadas por
calor. La determinacion de la diferencia o delta en la temperatura de inactivacion entre la transcriptasa inversa de
ensayo comparada con el control natural, no mutado, o no modificado, se realiza comparando la diferencia de
temperatura a la que cada transcriptasa inversa es inactivada (es decir, ninguna actividad residual de transcriptasa
inversa es medible en el ensayo particular utilizado). Como se podra apreciar, se pueden utilizar cualquier nimero
de ensayos de transcriptasa inversa para determinar la diferencia o delta de las temperaturas de inactivacién para
todas las transcriptasas inversas ensayadas.

Actividad de extension terminal. Como se usa en la presente memoria, actividad de extension terminal se refiere a
la capacidad de una transcriptasa inversa (RT) para afiadir bases adicionales al extremo 3' de una hebra de cADN
nuevamente sintetizada, mas alla del extremo 5' del molde de ADN o mARN. La actividad de extensién terminal
puede afadir bases especificamente (con preferencia un nucleétido) o aleatoriamente.

La actividad de extensién terminal es conocida también como actividad de desoxinucleotidil-transferasa terminal
(TdT). Una transcriptasa inversa que tiene actividad TdT reducida, sustancialmente reducida, o eliminada, se define
como cualquier transcriptasa inversa que tiene una actividad TdT mas baja que la actividad especifica de la
correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada, particularmente, inferior a aproximadamente 90 % de la
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actividad especifica de la correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada, inferior a aproximadamente
85 % de la actividad especifica de la correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada, inferior a
aproximadamente 80 % de la actividad especifica de la correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada,
inferior a aproximadamente 75 % de la actividad especifica de la correspondiente enzima natural, no mutada o no
modificada, inferior a aproximadamente 50 % de la actividad especifica de la correspondiente enzima natural, no
mutada o no modificada, inferior a aproximadamente 25 % de la actividad especifica de la correspondiente enzima
natural, no mutada o no modificada, inferior a aproximadamente 15 % de la actividad especifica de la
correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada, inferior a 10 % de la actividad especifica de la
correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada, inferior a aproximadamente 5 % de la actividad
especifica de la correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada, o inferior a aproximadamente 1 % de la
actividad especifica de la correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada. La actividad TdT eliminada,
se define como un nivel de actividad que es indetectable por los métodos de ensayo indicados aqui en el ejemplo 3.

Como se indica méas adelante en el ejemplo 3, se conocen en la técnica transcriptasas inversas que extienden las
moléculas de acido nucleico 2-3 nuclettidos méas alla del extremo de los moldes (p. €j., moldes de ARN o ADN).
Ademas, en cualquier mezcla de reaccion en la que tiene lugar la transcripcién inversa, pueden estar presentes
mezclas de moléculas que contienen diferentes nimeros de nucledtidos que se extienden mas alla del extremo del
molde. La actividad TdT se determina en esta memoria en referencia al nimero o porcentaje de moléculas que
contienen uno 0 mas nucleodtidos que se extienden més alla del extremo del molde. Por ejemplo, si una transcriptasa
inversa natural afiade 1 o méas nucleétidos mas alla del extremo de un molde al 90 % de las moléculas generadas
durante la transcripcion inversa y una transcriptasa inversa modificada afiade 1 o mas nucle6tidos més alla del
extremo de un molde al 45 % de las moléculas en las mismas o similares condiciones, entonces se podria decir que
la transcriptasa inversa modificada presenta una reduccion del 50 % en la actividad TdT en comparacion con la
enzima natural. Ademas, se ha generado un mutante F309N, T306K, H204R de SuperScript™Il de M-MLV que
presenta aproximadamente 0 % de la actividad TdT presentada por SuperScript™Il cuando se utiliza ADN como un
molde y aproximadamente 10-20 % de la actividad TdT presentada por SuperScript™ cuando se utiliza ARN como
un molde. Sin embargo, otras realizaciones determinadas de la descripcion excluyen especificamente al mutante
F309N, T306K, H204R.

Fidelidad. La fidelidad se refiere a la certeza de polimerizacion, o a la capacidad de la transcriptasa inversa para
discriminar los sustratos correctos de los incorrectos, (p. €j., nucleétidos) cuando se sintetizan moléculas de &cido
nucleico que son complementarias a un molde. Cuanto mas alta es la fidelidad de una transcriptasa inversa, menos
nucleédtidos incorpora erréneamente la transcriptasa inversa en la hebra creciente durante la sintesis de &cido
nucleico; esto es, un aumento o mejora en la fidelidad tiene como resultado una transcriptasa inversa mas exacta
con reduccion de la tasa de error o reduccion de la tasa de incorporacion errénea.

Una transcriptasa inversa que tiene una fidelidad aumentada/mejorada/mas alta, se define como una polimerasa que
tiene algin aumento en la fidelidad, preferiblemente una reduccion en el nimero de nucleétidos incorporados
erroneamente de aproximadamente 1,2 a aproximadamente 10.000 veces, aproximadamente 15 a
aproximadamente 10,000 veces, aproximadamente 2 a aproximadamente 5000 veces, 0 aproximadamente 2 a
aproximadamente 2000 veces (preferiblemente mayor que aproximadamente 5 veces, mas preferiblemente mayor
que aproximadamente 10 veces, aln mas preferiblemente mayor que aproximadamente 50 veces, aun mas
preferiblemente mayor que aproximadamente 100 veces, aun mas preferiblemente mayor que aproximadamente 500
veces y lo mas preferiblemente mayor que aproximadamente 100 veces), durante la sintesis de cualquier molécula
dada de acido nucleico de una longitud dada en comparacion con la transcriptasa inversa control. Preferiblemente, la
transcriptasa inversa mutada o modificada de la invencion, se compara con la correspondiente transcriptasa inversa
no modificada o natural para determinar la mejora 0 aumento relativo en la fidelidad. Por ejemplo, una transcriptasa
inversa mutada puede incorporar errdneamente un nucleétido en la sintesis de un segmento de una molécula de
acido nucleico de 1000 bases en comparacion con una transcriptasa inversa no mutada que incorpora erroneamente
10 nucleétidos en el segmento del mismo tamafo. Se podria decir que dicha transcriptasa inversa mutante tiene un
aumento de la fidelidad de 10 veces.

La fidelidad se puede medir también por la reduccion de la incidencia de desplazamiento del marco de lectura, como
se describe mas delante en el ejemplo 5. Una transcriptasa inversa que tiene aumento de la fidelidad se define como
una polimerasa o transcriptasa inversa que tiene algin aumento en la fidelidad con respecto al desplazamiento del
marco de lectura, en comparacion con una transcriptasa inversa control (p. €j., una transcriptasa inversa natural), por
ejemplo, una transcriptasa inversa que tiene un aumento de la fidelidad mayor que aproximadamente 1,2 veces con
respecto al desplazamiento del marco de lectura, que tiene un aumento de la fidelidad mayor que aproximadamente
1,5 veces con respecto al desplazamiento del marco de lectura, que tiene un aumento de la fidelidad mayor que
aproximadamente 5 veces con respecto al desplazamiento del marco de lectura, que tiene un aumento de la
fidelidad mayor que aproximadamente 10 veces con respecto al desplazamiento del marco de lectura, que tiene un
aumento de la fidelidad mayor que aproximadamente 20 veces con respecto al desplazamiento del marco de lectura,
que tiene un aumento de la fidelidad mayor que aproximadamente 30 veces con respecto al desplazamiento del
marco de lectura, o que tiene un aumento de la fidelidad mayor que aproximadamente 40 veces con respecto al
desplazamiento del marco de lectura.
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Una transcriptasa inversa que tiene una fidelidad aumentada/mejorada/mas alta, con respecto al desplazamiento del
marco de lectura, se puede definir también como una transcriptasa inversa o polimerasa que tiene algin aumento en
la fidelidad, tal como de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 10.000 veces, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 5.000 veces, de aproximadamente 2 a aproximadamente 2000 veces, de aproximadamente 1,5 a
aproximadamente 40 veces, de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 veces, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 40 veces, de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 veces, de aproximadamente 30 a
aproximadamente 40 veces, de aproximadamente 5 a aproximadamente 30 veces, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 veces, de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 veces, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 30 veces, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 veces, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 veces, de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 veces, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 veces, de aproximadamente 15 a aproximadamente 100 veces, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 100 veces, de aproximadamente 30 a aproximadamente 100 veces, o de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100 veces de aumento de la fidelidad con respecto al desplazamiento del marco de lectura.

Una transcriptasa inversa que tiene una reduccion de la incorporacion errénea, se define en la presente memoria
como una transcriptasa inversa mutada o modificada que tiene aproximadamente o menos del 90 %, que tiene
aproximadamente o menos del 85 %, que tiene aproximadamente o menos del 75 %, que tiene aproximadamente o
menos del 70 %, que tiene aproximadamente o menos del 60 %, o preferiblemente que tiene aproximadamente o
menos del 50 %, preferiblemente que tiene aproximadamente o menos del 25 %, mas preferiblemente que tiene
aproximadamente o menos del 10 %, y lo mas preferiblemente que tiene aproximadamente o menos del 1 % de
incorporacion errénea relativa en comparacion con la correspondiente enzima natural, no mutada o no modificada.

La fidelidad o la tasa de incorporacion erronea de una transcriptasa inversa se puede determinar por secuenciacion
0 por otros métodos conocidos en la técnica (Eckert & Kunkel, 1990, Nucl. Acids Res. 18:3739-3744). En un
ejemplo, la secuencia de una molécula de ADN sintetizada por las transcriptasas inversas no mutadas y mutadas, se
puede comparar con la secuencia esperada (conocida). De este modo, se puede determinar el niUmero de errores
(incorporacioén errénea o desplazamientos del marco de lectura) para cada enzima y se puede comparar. En otro
ejemplo, las transcriptasas inversas no mutadas y mutadas, se pueden utilizar para secuenciar una molécula de
ADN que tiene una secuencia conocida. Se puede comparar el nimero de errores de secuenciacion (incorporacion
erronea o desplazamientos del marco de lectura) para determinar la fidelidad o la tasa de incorporacién erronea de
las enzimas. Otros medios para determinar la fidelidad o la tasa de incorporaciéon errénea incluyen un ensayo de
complementacioén directa utilizando un molde de ARN como se describe mas adelante y se ha descrito previamente
en Boyer J.C. et al. Methods Enzymol. 275:523 (1996), y se indica en los ejemplos. Otros métodos para determinar
la fidelidad o la tasa de incorporacion erronea seran reconocidos por los expertos en la técnica.

Salto de hebra. El salto de hebra, como se usa en la presente memoria, se refiere a un tipo de mutacién aleatoria
causada por una transcriptasa inversa "que salta” mas de uno (p. e€j., dos, cinco, diez, cincuenta, cien, etc.)
nucleétidos en el molde de mARN, dando como resultado la delecién de los correspondientes nucleétidos en el
cADN resultante.

Dominio de la mano. El dominio de la mano, como se usa en la presente memoria, se refiere a aquellos
aminoacidos que estan en el area o areas que controlan la interaccién del molde, cebador, o nucleétido de la
transcriptasa inversa. Este dominio se caracteriza ademas por un grupo de tres regiones de estructura secundaria
en una enzima transcriptasa inversa, las regiones del pulgar, dedos y palma. La region del pulgar se define como
situada entre los aminoacidos 240-315 de la transcriptasa inversa de VIH, o entre los aminoacidos 280-355 de la
transcriptasa inversa de M-MLV. La regién de los dedos se define como situada entre los aminoacidos 1-85 y 120-
154 de la transcriptasa inversa de VIH, o entre los aminoacidos 1-124 y 161-193 de la transcriptasa inversa de M-
MLV. La region de la palma se define como situada entre los aminoacidos 86-199 y 155-239 de la transcriptasa
inversa de VIH, o entre los aminoacidos 126-160 y 193-279 de la transcriptasa inversa de M-MLV. Estas areas se
definen de modo general, y los aminoacidos que definen los N-termini y C-termini son aproximados. También
pueden ser definidas las regiones correspondientes para otras transcriptasas inversas. Las transcriptasas inversas
preferidas tienen una o mas modificaciones o mutaciones dentro del dominio de la mano. Méas particularmente, las
transcriptasas inversas comprenden una o mas mutaciones o modificaciones dentro de una o mas regiones,
incluyendo las regiones del pulgar, dedos y palma.

En general, la descripcién proporciona composiciones para uso en la transcripcion inversa de una molécula de acido
nucleico que comprenden una transcriptasa inversa con una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce,
quince, veinte, treinta, etc.) mutaciones o modificaciones que hacen que la transcriptasa inversa sea mas
termoestable. La descripcién proporciona también composiciones para uso en la transcripciéon inversa de una
molécula de acido nucleico que comprenden una transcriptasa inversa con una 0 mas mutaciones o modificaciones
que hacen a la transcriptasa inversa mas eficiente, que tenga una fidelidad mas alta, y/o que tenga actividad TdT
mas baja. La descripciéon proporciona ademas composiciones que comprenden una transcriptasa inversa con una o
mas mutaciones o modificaciones que hacen a la transcriptasa inversa mas termoestable y mas eficiente.

Las enzimas en estas composiciones estan presentes preferiblemente en concentraciones de trabajo y tienen
también preferiblemente una actividad RNasa H reducida o sustancialmente reducida. Alternativamente, las
transcriptasas inversas utilizadas en las composiciones descritas pueden tener actividad RNasa H. Las
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transcriptasas inversas preferidas incluyen transcriptasas inversas retrovirales tales como la transcriptasa inversa de
M-MLV, transcriptasa inversa de VIH, transcriptasa inversa de RSV, transcriptasa inversa de AMV, transcriptasa
inversa de RAV, y la transcriptasa inversa de MAV u otras transcriptasas inversas de ASLV o sus correspondientes
derivados de RNasa H. Las transcriptasas inversas adicionales que se pueden utilizar para preparar las
composiciones descritas incluyen transcriptasas inversas bacterianas (p. €j., transcriptasa inversa de Escherichia
coli) (véase, p. €., Mao et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 227:489-93 (1996)) y transcriptasas inversas de
Saccharomyces cerevisiae (p. ej., transcriptasas inversas de los retrotransposones Tyl o Ty3) (véase, p. €j.,
Cristofari et al., Jour. Biol. Chem. 274:36643-36648 (1999); Mules et al., Jour. Virol. 72:6490-6503 (1998)).

Se puede hacer una serie de mutaciones a las transcriptasas inversas y, en un aspecto preferido, se pueden hacer
multiples mutaciones para producir un aumento de la termoestabilidad. Dichas mutaciones incluyen mutaciones
puntuales, mutaciones de desplazamiento del marco de lectura, deleciones e inserciones, siendo preferidas una o
mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, treinta, etc.) mutaciones puntuales. Las
mutaciones se pueden introducir en las transcriptasas inversas de la presente invencién utilizando cualquier
metodologia conocida por los expertos en la técnica. Las mutaciones pueden ser introducidas aleatoriamente, por
ejemplo, llevando a cabo una reaccién de la PCR en presencia de manganeso como un cofactor iénico de metal
divalente. Alternativamente, se puede utilizar la mutagénesis dirigida por oligonucle6tidos para crear las polimerasas
mutantes lo que permite todas las clases posibles de cambios de pares de bases en cualquier sitio determinado a lo
largo de la molécula de ADN codificadora. En general, esta técnica implica el anillamiento de un oligonucleétido
complementario (excepto para uno o mas desajustes) con una secuencia de nucleétidos de una sola hebra que
codifica la transcriptasa inversa de interés. El oligonucleétido desajustado es extendido entonces por la ADN-
polimerasa, generando una molécula de ADN de doble hebra que contiene el cambio deseado en la secuencia de
una hebra. Los cambios en la secuencia pueden dar como resultado, por ejemplo, la delecion, sustitucion, o
insercion de un amino&cido. El polinucledtido de doble hebra puede ser insertado entonces en un vector de
expresion apropiado, y de este modo se puede producir un polipéptido mutante o modificado. La mutagénesis
dirigida por oligonucledtidos descrita antes, puede ser llevada a cabo, por ejemplo, por la PCR.

La invencion se dirige también a métodos para transcripcion inversa de una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro,
cinco, diez, doce, quince, veinte, etc.) moléculas de acido nucleico, que comprenden mezclar uno o mas (p. €j., uno,
dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, etc.) moldes de acido nucleico, que son preferiblemente ARN o
ARN mensajero (MARN) y mas preferiblemente una poblacion de moléculas de mARN, con una o0 mas
transcriptasas inversas de la presente invencion e incubar la mezcla en condiciones suficientes para preparar una
molécula 0 moléculas de acido nucleico complementarias de todo o parte del uno o méas (p. €j., uno, dos, tres,
cuatro, cinco, diez, quince, veinte, treinta, etc.) moldes. Para preparar la molécula o moléculas de acido nucleico
complementarias al uno o mas moldes, se utilizan preferiblemente un cebador (p. €j., un cebador oligo(dT)) y uno o
mas nucledtidos, para la sintesis de acido nucleico en la direccion 5' a 3'. Las moléculas de &cido nucleico
adecuadas para la transcripcion inversa segin este aspecto de la invencion incluyen cualquier molécula de &cido
nucleico, particularmente las derivadas de una célula procariota o eucariota. Dichas células pueden incluir células
normales, células enfermas, células transformadas, células establecidas, células progenitoras, células precursoras,
células fetales, células embrionarias no humanas, células bacterianas, células de levaduras, células animales
(incluyendo células humanas), células aviares, células de plantas y similares, o tejido aislado de una planta o un
animal (p. €j., ser humano, vaca, cerdo, raton, oveja, caballo, mono, canino, felino, rata, conejo, ave, pez, insecto,
etc.). Dichas moléculas de acido nucleico pueden ser aisladas también de virus.

La invencion proporciona ademas métodos para amplificar o secuenciar una molécula de acido nucleico que
comprenden poner en contacto la molécula de acido nucleico con una transcriptasa inversa de la presente invencion.
Dichos métodos preferidos comprenden una o mas reacciones en cadena de la polimerasa (PCRs).

Fuentes de transcriptasas inversas

Las enzimas para uso en las composiciones, métodos y kits de la descripcion, incluyen cualquier enzima que tiene
actividad de transcriptasa inversa. Dichas enzimas incluyen, pero no se limitan a, transcriptasa inversa retroviral,
transcriptasa inversa retrotransposon, transcriptasa inversa de la hepatitis B, transcriptasa inversa del virus del
mosaico de la coliflor, transcriptasa inversa bacteriana, ADN-polimerasa Tth , ADN-polimerasa Taq (Saiki, R.K., et
al., Science 239:487-491 (1988); Patentes de Estados Unidos Numeros 4.889.818 y 4.965.188), ADN-polimerasa
Tne (Publicacion PCT No. WO 96/10640), ADN-polimerasa Tma (Patente de Estados Unidos N° 5.374.553) y
mutantes, fragmentos, variantes o derivados de las mismas (véase, p. €j., las patentes de Estados Unidos de
propiedad comun 5.948.614 y 6.015.668). Preferiblemente, las transcriptasas inversas descritas incluyen
transcriptasas inversas retrovirales tales como la transcriptasa inversa de M-MLV, transcriptasa inversa de AMV,
transcriptasa inversa de RSV, transcriptasa inversa de RAV, transcriptasa inversa de MAV, y en general las
transcriptasas inversas de ASLV. Como entenderan los expertos en la técnica, se pueden obtener transcriptasas
inversas modificadas por métodos de ingenieria recombinante o genética que son rutinarios y bien conocidos en la
técnica. Las transcriptasas inversas mutantes se pueden obtener, por ejemplo, mediante la mutacion del gen o
genes que codifican la transcriptasa inversa de interés, por mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis aleatoria.
Tales mutaciones pueden incluir mutaciones puntuales, mutaciones por delecién y mutaciones por insercién. Por
ejemplo, se pueden utilizar una o mas mutaciones puntuales (p. €j., sustitucion de uno o mas aminoacidos con uno o
mas aminoacidos diferentes) para construir las transcriptasas inversas mutantes de la invencién.
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La descripcién incluye ademas transcriptasas inversas que son idénticas en un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % a nivel de aminoacidos con una transcriptasa inversa natural (p. €j., transcriptasa
inversa de M-MLYV, transcriptasa inversa de AMV, transcriptasa inversa de RSV, transcriptasa inversa de VIH, etc.) y
presentan aumento de termoestabilidad. También se describen transcriptasas inversas que son idénticas en un 70
%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % a nivel de aminoacidos con una transcriptasa inversa
que comprende la secuencia de aminoacidos indicada méas adelante en la Tabla 3 (SEQ ID NO:2) y presentan
aumento de termoestabilidad y/o méas eficiencia (p. ej., que tienen fidelidad mas alta y/o que tienen actividad TdT
mas baja). La descripcion incluye también moléculas de acido nucleico que codifican las transcriptasas inversas
descritas antes.

La descripcion incluye también fragmentos de transcriptasas inversas que comprenden al menos 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550, 600, 650, o 700 residuos de aminoacidos y retienen una o mas actividades asociadas con las
transcriptasas inversas. Dichos fragmentos se pueden obtener por mutacién por delecion, mediante métodos
recombinantes que son rutinarios y bien conocidos en la técnica, o por digestion enzimatica de la transcriptasa
inversa o transcriptasas inversas de interés utilizando cualquiera de una serie de enzimas proteoliticas bien
conocidas. La descripcion incluye ademas moléculas de &cido nucleico que codifican las transcriptasas inversas
mutantes y los fragmentos de transcriptasa inversa, descritos antes.

Los fragmentos de transcriptasa inversa de la descripcion comprenden también los aminoacidos 1-355, 1-498, 1-
500, y 1-550 de la transcriptasa inversa de M-MLV, asi como los correspondientes fragmentos de otras
transcriptasas inversas. Los fragmentos de transcriptasa inversa de la descripcion comprenden ademas polipéptidos
que son idénticos en un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % a uno o mas de los
fragmentos indicados antes.

Por una proteina o fragmento de proteina que tiene una secuencia de aminoacidos “idéntica” al menos, por ejemplo,
en un 70 % a una secuencia de aminoacidos de referencia, se quiere decir que la secuencia de aminoacidos de la
proteina es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de la proteina puede incluir hasta 30
alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de la proteina de
referencia. En otras palabras, para obtener una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos al menos idéntica
en un 70 % a una secuencia de aminoéacidos de referencia, hasta un 30 % de los residuos de aminoacidos de la
secuencia de referencia pueden estar delecionados o sustituidos con otro aminoacido, o una serie de aminoacidos
hasta un 30 % de los residuos de aminoacidos totales en la secuencia de referencia pueden estar insertados en la
secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las posiciones
amino (N-)terminal y/o carboxi (C-) terminal de la secuencia de aminoacidos de referencia y/o en cualquier lugar
entre estas posiciones terminales, entremezcladas o individualmente entre los residuos en la secuencia de
referencia y/o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Desde un punto de vista
practico, si una secuencia de aminoacidos dada es, por ejemplo, idéntica al menos en un 70 % a la secuencia de
aminoacidos de una proteina de referencia, se puede determinar convencionalmente utilizando programas de
ordenador conocidos tales como los descritos antes para las determinaciones de identidad de secuencia de &acido
nucleico, o utilizando el programa CLUSTAL W (Thompson, J.D., et al., Nucleic Acids Res. 22:4673-4680 (1994)).

Las enzimas preferidas para uso en la invencion incluyen aquellas que tienen actividad de RNasa H reducida o
sustancialmente reducida. Tales enzimas que tienen actividad de RNasa H reducida o sustancialmente reducida se
pueden obtener, por ejemplo, por mutacion del dominio de RNasa H dentro de la transcriptasa inversa de interés,
por ejemplo, introduciendo una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, treinta, etc.)
mutaciones puntuales, una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, treinta, etc.)
mutaciones por delecion, y/o una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, treinta, etc.)
mutaciones por inserciéon como se ha descrito antes.

Por una enzima con “actividad RNasa H sustancialmente reducida” se entiende que la enzima tiene una actividad
RNasa H inferior a aproximadamente 30 %, inferior a aproximadamente 25 %, inferior a aproximadamente 20 %,
mas preferiblemente inferior a aproximadamente 15 9%, inferior a aproximadamente 10 9%, inferior a
aproximadamente 7,5 %, o inferior a aproximadamente 5 %, y lo mas preferiblemente inferior a aproximadamente 5
% o inferior a aproximadamente 2 %, de la actividad RNasa H de la correspondiente enzima natural o enzima RNasa
H*, tales como las transcriptasas inversas naturales de virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV), de virus de
la mieloblastosis aviar (AMV) o de virus del sarcoma de Rous (RSV).

Las transcriptasas inversas que tienen actividad RNasa H reducida o sustancialmente reducida, han sido descritas
previamente (véase la patente de Estados Unidos 5.668.005, patente de Estados Unidos 6.063.608, y Publicacion
PCT No. WO 98/47912). La actividad de RNasa H de cualquier enzima se puede determinar por una variedad de
ensayos, tales como los descritos, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 5.244.797, en Kotewicz, M.L., et
al., Nucl. Acids Res. 16:265 (1988), en Gerard, G.F., et al., FOCUS 14(5):91 (1992), y en la patente de Estados
Unidos N° 5.668.005.

Las enzimas descritas incluyen, pero no se limitan a, RNasa H- transcriptasa inversa de M-MLV, RNasa H-

transcriptasa inversa de RSV, RNasa H- transcriptasa inversa de AMV, RNasa H- transcriptasa inversa de RAV,
RNasa H- transcriptasa inversa de MAV y RNasa H- transcriptasa inversa de VIH. Los expertos en la técnica
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entenderan, sin embargo, que cualquier enzima capaz de producir una molécula de ADN a partir de una molécula de
acido ribonucleico (esto es, que tiene actividad de transcriptasa inversa) que tiene actividad RNasa H reducida o
sustancialmente reducida, puede ser utilizada de modo equivalente en las composiciones, métodos y kits descritos.

Las enzimas para uso en la invencién incluyen también aquellas en las que la actividad de desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT) ha sido reducida, sustancialmente reducida, o eliminada. Tales enzimas que tienen
actividad desoxinucleotidil transferasa terminal reducida o sustancialmente reducida, o en las que la actividad TdT
ha sido eliminada, se pueden obtener, por ejemplo, por mutacién de los residuos de aminoacidos dentro de la
transcriptasa inversa de interés que estan en estrecha proximidad o en contacto con el molde-cebador, por ejemplo,
introduciendo una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, doce, quince, veinte, treinta, etc.) mutaciones
puntuales, una o mas mutaciones por delecioén, y/o una 0 mas mutaciones por insercién. Las transcriptasas inversas
que presentan reduccion de la actividad TdT estan descritas en la Publicacion de Estados Unidos No. 2003/0003452
presentada el 15 de marzo de 2001, e incluyen transcriptasas inversas con una o mas alteraciones en posiciones de
aminodacidos equivalentes o correspondientes a Y64, M289, F309, T197 y/o Y133 de la transcriptasa inversa de M-
MLV.

En un aspecto, las sustituciones de aminoéacidos se realizan en una o mas de las posiciones identificadas antes
(esto es, posiciones de aminoacidos equivalentes o correspondientes a Y64, M289, F309, T197 o Y133 de la
transcriptasa inversa de M-MLV). Por lo tanto, los aminoacidos en estas posiciones pueden ser reemplazados con
otros aminoécidos incluyendo Ala, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, y
Val. Ejemplos especificos de transcriptasas inversas que presentan una actividad TdT reducida o sustancialmente
reducida, incluyen las transcriptasas inversas de M-MLV (p. ej., SuperScript™Il) en las que (1) el residuo de
fenilalanina en la posicién 309 ha sido reemplazado con asparagina, (2) el residuo de treonina en la posicion 197 ha
sido reemplazado o con alanina o con &cido glutamico, y/o (3) el residuo de tirosina en la posicion 133 ha sido
reemplazado con alanina.

Las enzimas para uso en la invencion incluyen también aquellas que presentan aumento de la fidelidad. Las
transcriptasas inversas que presentan aumento de la fidelidad estan descritas en la solicitud de Estados Unidos N°
60/189.454, presentada el 15 de marzo de 2000, y en la publicacién de Estados Unidos No. 2003/0003452
presentada el 15 de marzo de 2001, e incluyen transcriptasas inversas con una o mas alteraciones en las posiciones
equivalentes o correspondientes a las indicadas a continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2:

Transcriptasa | Aminoacido
inversa (RT)

M-MLV Y64 (p. €j., Y64W, Y64R), R116 (p. €., R116M), K152 (p. €]., K152R), Q190 (p. &j., Q190F), T197 (p.
ej., TI97A, T197E), V223 (p. ej., V223H, V223I, V223F), D124, H126, Y133 (p. ej., Y133A, Y133H),
F309 (p. ej., F309N, F309R)

AMV W25, R76, K110, Q149, T156, M182
RSV W25, R76, K110, Q149, T156, M182
VIH W24, R78, G112, Q151, A158, M184

En algunas realizaciones de la invencion, las sustituciones de aminoacidos se hacen en una o mas de las posiciones
identificadas antes. Por lo tanto, los aminoacidos en estas posiciones pueden ser reemplazados con otros
aminoacidos incluyendo Ala, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, y Val.
Ejemplos especificos de transcriptasas inversas que presentan aumento de la fidelidad incluyen la transcriptasa
inversa de M-MLV en la cual (1) el residuo de valina en la posicion 223 ha sido reemplazado con histidina,
fenilalanina o isoleucina, (2) el residuo de arginina en la posicién 116 ha sido reemplazado con metionina, (3) el
residuo de lisina en la posicién 152 ha sido reemplazado con arginina, (4) el residuo de acido glutamico en la
posicion 190 ha sido reemplazado con fenilalanina, (5) el residuo de treonina en la posiciébn 197 ha sido
reemplazado con alanina o &cido glutamico, (6) el residuo de fenilalanina en la posicion 309 ha sido reemplazado
con asparagina o arginina, (7) el residuo de tirosina en la posicion 133 ha sido reemplazado con histidina o alanina,
y/o (8) el residuo de tirosina en la posicién 64 ha sido reemplazado con triptéfano o arginina.

Por lo tanto, en realizaciones especificas, la invencion incluye transcriptasas inversas que presentan un aumento en
la termoestabilidad y, opcionalmente, presentan también una o mas de las siguientes caracteristicas: (1) actividad de
RNasa H reducida o sustancialmente reducida, (2) actividad TdT reducida o sustancialmente reducida, y/o (3)
aumento de la fidelidad.

La invencién se refiere también a los mutantes de la transcriptasa inversa, en donde las mutaciones o sustituciones
han sido hechas en una regién reconocida de la enzima transcriptasa inversa. Tales regiones incluyen, pero no se
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limitan a, las regiones de los dedos, palma y pulgar. Por lo tanto, la invencién incluye transcriptasas inversas que
presentan aumento de la termoestabilidad (asi como otras propiedades), como se ha descrito en otro lugar en esta
memoria, y tienen una o mas (p. €j., una, dos, tres, cuatro, cinco, diez, quince, etc.) mutaciones o modificaciones en
el dominio de la mano y, mas especificamente, en una o mas regiones incluyendo las regiones de los dedos, palma
y/o pulgar.

Los polipéptidos que tienen actividad de transcriptasa inversa para uso en la invenciéon se pueden aislar de sus
fuentes naturales virales o bacterianas segun procedimientos estandar de aislamiento y purificacion de proteinas
naturales que son bien conocidos por los expertos en la técnica (véase, p. €j., Houts, G.E., et al., J. Virol. 29:517
(1979)). En adicién, los polipéptidos que tienen actividad de transcriptasa inversa se pueden preparar por técnicas
de ADN recombinante que son familiares para los expertos en la técnica (véase, p. €j., Kotewicz, M.L., et al., Nucl.
Acids Res. 16:265 (1988); Soltis, D.A., and Skalka, A.M., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3372-3376 (1988)).

En un aspecto de la invencion, las transcriptasas inversas mutantes o modificadas se preparan por técnicas
recombinantes. Una serie de genes de transcriptasa inversa clonados estan disponibles o se pueden obtener
utilizando técnicas recombinantes estdndar (véase la patente de Estados Unidos N° 5.,668.005 y la publicacién PCT
N° WO 98/47912).

Para clonar un gen u otra molécula de acido nucleico que codifica una transcriptasa inversa que sera modificada de
acuerdo con la invencion, se puede utilizar el ADN aislado que contiene el gen o el marco de lectura abierto de la
transcriptasa inversa para construir una genoteca de ADN recombinante. Cualquier vector, bien conocido en la
técnica, se puede utilizar para clonar la transcriptasa inversa de interés. Sin embargo, el vector utilizado debe ser
compatible con el hospedante en el cual el vector recombinante sera transformado.

Los vectores procariotas para construir la genoteca de plasmidos incluyen plasmidos tales como aquellos capaces
de replicacién en E. coli tales como, por ejemplo, los vectores pBR322, ColE1, pSC101, pUC (pUC18, pUC19, etc.:
en: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York
(1982); y Sambrook et al., en: Molecular Cloning A Laboratory Manual (2d ed.) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York (1989)). Los plasmidos de Bacillus incluyen pC194, pUB110, pE194, pC221, pC217,
etc. Tales plasmidos estan descritos por Glyczan, T. en: The Molecular Biology Bacilli, Academic Press, York (1982),
307-329. Los plasmidos de Streptomyces adecuados incluyen pU101 (Kendall et al., J. Bacteriol. 169:4177-4183
(1987)). Los plasmidos de Pseudomonas son revisados por John et al., (Rad. Insec. Dis. 8:693-704 (1986)), e lgaki,
(Jpn. J. Bacteriol. 33:729-742 (1978)). Se pueden utilizar también en un amplio intervalo de hospedantes, plasmidos
0 cosmidos, tal como pCP13 (Darzins and Chakrabarty, J. Bacteriol. 159:9-18 (1984)) para la presente invencion.
Los vectores preferidos para clonar los genes y las moléculas de &cido nucleico de la presente invencién son
vectores procariotas. Preferiblemente, los vectores pCP13 y pUC se utilizan para clonar los genes de la presente
invencion.

Hospedantes adecuados para clonar los genes y moléculas de acido nucleico de la transcriptasa inversa de interés
son los hospedantes procariotas. Un ejemplo de un hospedante procariota es E. coli. Sin embargo, los genes y
moléculas de acido nucleico de la transcriptasa inversa deseada de la presente invencion pueden ser clonados en
otros hospedantes procariotas incluyendo, pero sin limitarse a, hospedantes de los géneros Escherichia, Bacillus,
Streptomyces, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, y Proteus. Los hospedantes bacterianos de particular interés
incluyen E. coli DH10B, que se puede obtener de Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA).

Los hospedantes eucariotas para clonacion y expresion de la transcriptasa inversa de interés incluyen células de
levaduras, hongos, y de mamifero. La expresion de la transcriptasa inversa deseada en tales células eucariotas
puede requerir el uso de regiones reguladoras eucariotas que incluyen promotores eucariotas. La clonacién y
expresion del gen o molécula de acido nucleico de la transcriptasa inversa en células eucariotas se pueden llevar a
cabo por técnicas bien conocidas utilizando sistemas de vectores eucariéticos bien conocidos.

Una vez que se ha construido la genoteca de ADN en un vector particular, un hospedante apropiado se transforma
por técnicas bien conocidas. Las células transformadas se distribuyen en placas a una densidad para producir
aproximadamente 200-300 colonias transformadas por placa de Petri. Para seleccion de la transcriptasa inversa, se
criban entonces las colonias en cuanto a la expresion de una transcriptasa inversa termoestable como se describe
en los ejemplos méas adelante. Brevemente, los cultivos de toda una noche de colonias transformantes individuales
se ensayan directamente en cuanto a actividad de transcriptasa inversa termoestable utilizando un desoxinucleétido
marcado y se analizan en cuanto a la presencia de producto marcado. Si se detecta actividad de transcriptasa
inversa termoestable, el mutante es secuenciado para determinar qué aminoacidos mantienen la actividad de
transcriptasa inversa. El gen o molécula de acido nucleico que codifica una transcriptasa inversa de la presente
invencién puede ser clonado utilizando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Modificaciones o mutaciones de polimerasas

Se pueden hacer una o mas mutaciones en cualquier transcriptasa inversa con el fin de aumentar la
termoestabilidad de la enzima, o conferir a la enzima otras propiedades descritas en la presente memoria. Dichas
mutaciones incluyen mutaciones puntuales, mutaciones de desplazamiento del marco de lectura, deleciones e
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inserciones. Preferiblemente, se utilizan una o mas mutaciones puntuales, que dan como resultado una o mas
sustituciones de aminoacidos, para producir transcriptasas inversas que tienen termoestabilidad aumentada o
mejorada. En un aspecto preferido de la invencion, se pueden hacer una o mas mutaciones en posiciones
equivalentes o correspondientes a la posicion H204 (p. ej., H204R) y/o T306 (p. ej., T306K o T306R) de la
transcriptasa inversa de M-MLV para producir el resultado deseado en otras transcriptasas inversas de interés. En
otros ejemplos determinados, las transcriptasas inversas pueden no incluir combinaciones especificas de
mutaciones, tales como transcriptasas inversas que combinan una mutacion de la histidina 204 a arginina (H204R) y
una mutacién de la treonina 306 a lisina (T306K); transcriptasas inversas que combinan H204R y T306K con una
mutacion de la fenilalanina 309 a asparagina (F309N); y transcriptasas inversas que combinan H204R, T306K y
F309N con una mutacion de la valina 223 a histidina (V223H).

En realizaciones especificas, se pueden hacer una 0 mas mutaciones en posiciones equivalentes o
correspondientes a la posicién L52, Y64, R116, Y133, K152 Q190, T197, H204, V223, M289, T306 y/o F309 de la
transcriptasa inversa de M-MLV para producir un resultado deseado (p. €j., aumento de la termoestabilidad, aumento
de la fidelidad, reduccion de la actividad TdT, etc.). Por lo tanto, en realizaciones especificas, utilizando las
posiciones de aminoacidos de la transcriptasa inversa de M-MLV como un marco de referencia, las proteinas
descritas incluyen transcriptasas inversas (p. €j., transcriptasa inversa de M-MLV, transcriptasa inversa de AMV,
transcriptasa inversa de VIH, transcriptasa inversa de RSV, etc.) que tienen una o mas de las siguientes
alteraciones: L52P, Y64S, Y64W, Y64R, R116M, Y133A, Y133H, K152R, K152M, Q190F, T197R, T197E, T197A,
T197K, H204R, V223H, V223F, V223I, M289L, T306K, T306R, F309R, y/o F309N, con la excepcion de aquellas
mutaciones o combinaciones de mutaciones especificamente excluidas en ciertas realizaciones como se describe en
otro lugar en esta memoria, asi como composiciones que contienen estas proteinas, moléculas de acido nucleico
que codifican estas proteinas, y células hospedantes que contienen estas moléculas de acido nucleico.

Las mutaciones en las transcriptasas inversas que alteran las propiedades de termoestabilidad de estas proteinas
pueden estar presentes conjuntamente con alteraciones que tienen poco o ningun efecto sobre las actividades
normalmente asociadas con las transcriptasas inversas (p. €j., actividad de RNasa H, actividad de transcriptasa
inversa, actividad de desoxinucleotidil transferasa terminal (TdTasa) , etc.) o alteran sustancialmente una o mas
actividades normalmente asociadas con las transcriptasas inversas. Un ejemplo de una transcriptasa inversa que
tiene una combinaciéon de mutaciones de este tipo es una transcriptasa inversa de M-MLV que tiene las siguientes
alteraciones: K152M, V223H.

Una mutacién que se ha demostrado que aumenta la fidelidad de SuperScript™Il (Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA)
Catalog No. 18064-022) es V223H (véase la solicitud de Estados Unidos N° 60/189.454, presentada el 15 de marzo
de 2000, y la publicacion de Estados Unidos N° 2003/0003452 presentada el 15 de marzo de 2001). Sin embargo, la
alteracion V223H reduce la termoestabilidad de esta enzima. Se identificd un mutante, K152M, que suprime el efecto
desestabilizante de enzimas que tienen la mutacion V223H. Por lo tanto, la invencion incluye la transcriptasa inversa
de M-MLV que contiene alteraciones en las posiciones K152 y V223 y presenta tanto aumento de la fidelidad como
aumento de la termoestabilidad. Los ejemplos especificos de tales transcriptasas inversas son aquellos en los que
K152 estd reemplazado con metionina y V223 esta reemplazado con histidina. Se describen también otras
transcriptasas inversas (p. ej., transcriptasa inversa de AMV, transcriptasa inversa de VIH, transcriptasa inversa de
RSV, etc.) con las correspondientes alteraciones.

SuperScript™Il es una RNasa H- transcriptasa inversa de M-MLV que tiene las siguientes sustituciones: D524G,
E562Q, y D583N (véase las patentes de Estados Unidos Numeros 5.017.492, 5.244.797, 5.405.776, 5.668.005, y
6.063.608).

Se hacen una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones seleccionadas para cualquier
transcriptasa inversa de interés. Por lo tanto, los aminoacidos en las posiciones seleccionadas pueden ser
reemplazados con otros aminoacidos incluyendo Ala, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro,
Ser, Thr, Trp, Tyr, y Val. En algunas realizaciones preferidas, el aminoacido seleccionado serd un residuo de
superficie sin carga y sera reemplazado por un residuo cargado. En algunas realizaciones preferidas, el residuo de
superficie sin carga puede ser reemplazado por un aminoacido cargado positivamente (p. €j. lisina o arginina).

Las posiciones correspondientes de la transcriptasa inversa de M-MLV identificadas antes, pueden ser facilmente
identificadas para otras transcriptasas inversas por los expertos en la técnica. Por lo tanto, dada la region definida y
los ensayos descritos en la presente solicitud, un experto en la técnica puede hacer una o una serie de
modificaciones que darian como resultado un aumento de la termoestabilidad de cualquier transcriptasa inversa de
interés. Los residuos a modificar de acuerdo con la presente invencién pueden incluir los listados en la Tabla 1
anterior.

Son conocidas las secuencias de nucleétidos para la transcriptasa inversa de M-MLV (Shinnick et al., 1981, Nature
293:543-548; Georgiadis et al., 1995, Structure 3:879-892), transcriptasa inversa de AMV (Joliot et al., 1993, Virology
195:812-819), transcriptasa inversa de RSV (Schwartz et al., 1983, célula 32:853-859), y transcriptasa inversa de
VIH (Wong-Staal et al., 1985, Nature 313:277-284).
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Preferiblemente, se utiliza la mutagénesis dirigida por oligonucledtidos para crear las transcriptasas inversas
mutantes lo que permite todas las clases posibles de cambios de pares de bases en cualquier sitio determinado a lo
largo de la molécula de ADN codificadora.

Aumento de la expresién de transcriptasas inversas

Para optimizar la expresion de las transcriptasas inversas de la presente invencién, son bien conocidos promotores
inducibles o constitutivos y se pueden utilizar para expresar niveles altos de un gen estructural de transcriptasa
inversa en un hospedante recombinante. Similarmente, se pueden utilizar vectores con alto nUmero de copias, bien
conocidos en la técnica, para alcanzar altos niveles de expresion. Los vectores que tienen un alto nimero de copias
inducibles pueden ser (tiles también para aumentar la expresién de las transcriptasas inversas de la invencién en un
hospedante recombinante.

Para expresar el gen estructural deseado en una célula procariota (tal como, E. coli, B. subtilis, Pseudomonas, etc.),
es necesario ligar operativamente el gen estructural deseado a un promotor procariota funcional. Sin embargo, el
promotor natural del gen de la transcriptasa inversa puede funcionar en hospedantes procariotas permitiendo la
expresion del gen de la transcriptasa inversa. Por lo tanto, el promotor natural u otros promotores se pueden utilizar
para expresar el gen de la transcriptasa inversa. Dichos otros promotores que se pueden utilizar para aumentar la
expresion incluyen promotores constitutivos o regulables (es decir, inducibles o desrepresibles). Los ejemplos de
promotores constitutivos incluyen el promotor int del bacteriéfago A, y el promotor bla del gen de la B-lactamasa de
pBR322. Ejemplos de promotores procariotas inducibles incluyen los promotores principales derecho e izquierdo del
bacteriéfago A (Pry PL), trp, recA, lacz, lacl, tet, gal, trc, ara BAD (Guzman, et al., 1995, J. Bacteriol. 177(14):4121-
4130) y los promotores tac de E. coli. Los promotores de B. subtilis incluyen a-amilasa (Ulmanen et al., J. Bacteriol
162:176-182 (1985)) y los promotores del bacteriéfago de Bacillus (Gryczan, T., en: The Molecular Biology of Bacilli,
Academic Press, New York (1982)). Los promotores de Streptomyces estan descritos por Ward et al., Mol. Gen.
Genet. 203:468478 (1986)). Los promotores procariotas estan también revisados por Glick, J. Ind. Microbiol. 1:277-
282 (1987); Cenatiempto, Y., Biochimie 68:505-516 (1986); y Gottesman, Ann. Rev. gent. 18:415-442 (1984). La
expresion en una célula procariota requiere también la presencia de un sitio de unién ribosémico aguas arriba de la
secuencia codificadora del gen. Dichos sitios de union ribosémicos estan descritos, por ejemplo, por Gold et al., Ann.
Rev. Microbiol. 35:365404 (1981).

Para aumentar la expresion de las polimerasas de la invencion en una célula eucariota, se pueden utilizar
promotores y hospedantes eucariotas bien conocidos. El aumento de la expresion de las polimerasas se puede
conseguir en un hospedante procariota. Un ejemplo de un hospedante procariota apropiado para uso con la
presente invencion es Escherichia coli.

Aislamiento y purificacion de transcriptasas inversas

La enzima o enzimas de la presente invencion se producen preferiblemente por crecimiento en cultivo del
hospedante recombinante que contiene y expresa el gen de la transcriptasa inversa deseada. Sin embargo, la
transcriptasa inversa de la presente invencion se puede aislar de cualquier cepa que produzca la transcriptasa
inversa de la presente invencién. Los fragmentos de la transcriptasa inversa estan incluidos también en la presente
invencién. Dichos fragmentos incluyen fragmentos proteoliticos y fragmentos que tienen actividad de transcriptasa
inversa.

Se puede afadir al medio de cultivo, cualquier nutriente que pueda ser asimilado por un hospedante que contiene el
gen clonado de la transcriptasa inversa. Las condiciones Optimas de cultivo se pueden seleccionar caso a caso de
acuerdo con la cepa utilizada y la composicion del medio de cultivo. Se pueden afiadir también antibiéticos al medio
de cultivo para asegurar el mantenimiento del ADN vector que contiene el gen deseado a expresar. Las
formulaciones de los medios han sido descritas en catdlogos DSM o ATCC y Sambrook et al., en: Molecular Cloning,
a Laboratory Manual (2nd ed.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989).

Las células hospedantes recombinantes que producen las transcriptasas inversas de esta invencion se pueden
separar del cultivo liquido, por ejemplo, por centrifugacion. En general, las células microbianas recogidas se
dispersan en un tampén adecuado, y después se rompen forzando por tratamiento ultrasénico o por otros
procedimientos bien conocidos para permitir la extraccion de las enzimas por la solucion tampén. Después de la
separacion de los restos celulares por ultracentrifugacion o centrifugacion, se pueden purificar las transcriptasas
inversas por técnicas estandar de purificacion de proteinas tales como extraccion, precipitacion, cromatografia,
cromatografia de afinidad, electroforesis o similares. Los ensayos para detectar la presencia de la transcriptasa
inversa durante la purificacién son bien conocidos en la técnica y se pueden utilizar durante los métodos bioquimicos
de purificacidon convencionales, para determinar la presencia de estas enzimas.

En algunas realizaciones, las transcriptasas inversas de la presente invencion se pueden modificar para contener
una etiqueta de afinidad para facilitar la purificacién de la transcriptasa inversa. Las etiquetas de afinidad adecuadas
son bien conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, secuencias repetidas de
aminoacidos tales como seis histidinas, epitopos tales como el epitopo de hemaglutinina y el epitopo myc, y otras
secuencias de aminoacidos que permitan la purificacion simplificada de la transcriptasa inversa.
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Las transcriptasas inversas de la invencion tienen preferiblemente actividades especificas mayores que
aproximadamente 5 unidades/mg, mas preferiblemente mayores que aproximadamente 50 unidades/mg, todavia
mas preferiblemente mayores que aproximadamente 100 unidades/mg, 250 unidades/mg, 500 unidades/mg, 1000
unidades/mg, 5000 unidades/mg o 10.000 unidades/mg, y lo mas preferiblemente mayores que aproximadamente
15.000 unidades/mg, mayores que aproximadamente 16.000 unidades/mg, mayores que aproximadamente 17.000
unidades/mg, mayores que aproximadamente 18.000 unidades/mg, mayores que aproximadamente 19.000
unidades/mg y mayores que aproximadamente 20.000 unidades/mg. En algunas realizaciones, las transcriptasas
inversas de la presente invencion pueden tener actividades especificas mayores que aproximadamente 50.000
unidades/mg, mayores que aproximadamente 100.000 unidades/mg, mayores que aproximadamente 150.000
unidades/mg, mayores que aproximadamente 200.000 unidades/mg, mayores que aproximadamente 250.000
unidades/mg y mayores que aproximadamente 300.000 unidades/mg. Los intervalos preferidos de actividades
especificas para las transcriptasas inversas de la invencion incluyen una actividad especifica de aproximadamente 5
unidades/mg a aproximadamente 350.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 5
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 50
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 100
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 250
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 500
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 1000
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 5000
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 10.000
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 25.000
unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 100
unidades/mg a aproximadamente 500 unidades/mg, una actividad especifica de aproximadamente 100 unidades/mg
a aproximadamente 400 unidades/mg, y una actividad especifica de aproximadamente 200 unidades/mg a
aproximadamente 500 unidades/mg. Otros intervalos preferidos de actividades especificas incluyen una actividad
especifica de aproximadamente 200.000 unidades/mg a aproximadamente 350.000 unidades/mg, una actividad
especifica de aproximadamente 225.000 unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg, y una actividad
especifica de aproximadamente 250.000 unidades/mg a aproximadamente 300.000 unidades/mg. Preferiblemente,
el extremo inferior del intervalo de actividad especifica puede variar de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 700, 900, 1000,
5000, 10.000, 20.000, 30.000, 35.000, 40.000, 45.000, 50.000, 55.000, 60.000, 65.000, 70.000, 75.000, y 80.000
unidades/mg, mientras que el extremo superior del intervalo puede variar de 350.000, 300.000, 250.000, 200.000,
150.000, 140.000, 130.000, 120.000, 110.000, 100.000, y 90.000 unidades/mg. En algunas realizaciones de la
presente invencion, la actividad especifica de la transcriptasa inversa termoestable preparada de acuerdo con la
presente invencion puede ser mas alta que la actividad especifica de una transcriptasa inversa no termoestable. En
algunas realizaciones, la actividad especifica de la transcriptasa inversa termoestable puede ser 5 %, 10 %, 15 %,
20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % o0 mas, mas alta que la actividad especifica de una
transcriptasa inversa no termoestable correspondiente. En algunas realizaciones preferidas, la actividad especifica
de la transcriptasa inversa termoestable segun la presente invencién puede ser 30 % 0 mas, mas alta que la
actividad especifica de una transcriptasa inversa no termoestable correspondiente. De acuerdo con la invencion, la
actividad especifica es una medida de la actividad enzimatica (en unidades) de la proteina o enzima con respecto a
la cantidad total de proteina o enzima utilizada en una reaccion. La medida de una actividad especifica puede ser
determinada por métodos estandar bien conocidos por los expertos en la técnica.

Las transcriptasas inversas de la invencion se pueden utilizar para hacer moléculas de acido nucleico a partir de uno
0 mas moldes. Dichos métodos comprenden mezclar uno o mas moldes de acido nucleico (p. €j., mMARN, y mas
preferiblemente una poblacién de moléculas de mARN) con una o mas de las transcriptasas inversas de la invencion
e incubar la mezcla en condiciones suficientes para preparar una o mas moléculas de acido nucleico
complementarias de todo o parte del uno o mas moldes de &cido nucleico.

La invencién se refiere también a métodos para la amplificacién de una o mas moléculas de acido nucleico que
comprenden mezclar uno o mas moldes de acido nucleico con una de las transcriptasas inversas de la invencion, e
incubar la mezcla en condiciones suficientes para amplificar una o mas moléculas de acido nucleico
complementarias de todo o parte del uno o mas moldes de &cido nucleico. Dichos métodos de amplificacién pueden
comprender ademas el uso de una o mas ADN-polimerasas y se pueden emplear como en las reacciones de RT-
PCR estandar.

La invencion se refiere también a métodos para la secuenciacion de una o mas moléculas de acido nucleico que
comprenden (a) mezclar una o mas moléculas de acido nucleico a secuenciar con una o0 mas moléculas de acido
nucleico cebador, una o mas transcriptasas inversas de la invencién, uno o mas nucleétidos y uno o mas agentes de
terminacion; (b) incubar la mezcla en condiciones suficientes para sintetizar una poblacion de moléculas de acido
nucleico complementarias de todo o parte de la una o mas moléculas de &acido nucleico a secuenciar; y (c) separar la
poblaciéon de moléculas de acido nucleico para determinar la secuencia de nucleétidos de todo o parte de la una o
mas moléculas de acido nucleico a secuenciar.

La descripcion se refiere también a moléculas de acido nucleico producidas por tales métodos (que pueden ser
moléculas de cADN de longitud completa), vectores (particularmente vectores de expresion) que comprenden estas
moléculas de acido nucleico y células hospedantes que comprenden estos vectores y moléculas de acido nucleico.
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Fuentes de ADN-polimerasa

Una variedad de ADN-polimerasas son Utiles de acuerdo con la presente invencion. Tales polimerasas incluyen,
pero no se limitan a, ADN-polimerasa de Thermus thermophilus (Tth), ADN-polimerasa de Thermus aquaticus (Taq),
ADN-polimerasa de Thermotoga neapolitana (Tne), ADN-polimerasa de Thermotoga maritima (Tma), ADN-
polimerasa de Thermococcus litoralis (Tli o VENT™), ADN-polimerasa de Pyrococcus furiosis (Pfu), ADN-polimerasa
de Pyrococcus species GB-D (DEEPVENT™), ADN-polimerasa de Pyrococcus woosii (Pwo), ADN-polimerasa de
Bacillus sterothermophilus (Bst), ADN-polimerasa de Bacillus caldophilus (Bca), ADN-polimerasa de Sulfolobus
acidocaldarius (Sac), ADN-polimerasa de Thermoplasma acidophilum (Tac), ADN-polimerasa de Thermus flavus
(Tfl/Tub), ADN-polimerasa de Thermus ruber (Tru), ADN-polimerasa de Thermus brockianus (DYNAZYME™), ADN-
polimerasa de Methanobacterium thermoautotrophicum (Mth), ADN-polimerasa de Mycobacterium spp. (Mthb, Mlep),
y mutantes, variantes y derivados de las mismas.

Las ADN-polimerasas utilizadas segun la invencion pueden ser cualquier enzima que pueda sintetizar una molécula
de ADN a partir de un molde de acido nucleico, tipicamente en la direccién 5' a 3'. Dichas polimerasas pueden ser
mesofilas o termdfilas, pero son preferiblemente terméfilas. Las polimerasas mesofilas incluyen ADN-polimerasa T5,
ADN-polimerasa T7, ADN-polimerasa fragmento de Klenow, ADN-polimerasa lll, y similares. Las ADN-polimerasas
preferidas son ADN-polimerasas termoestables tales como Tag, Tne, Tma, Pfu, VENT™, DEEPVENT™, Tth y
mutantes, variantes y derivados de las mismas (Patente de Estados Unidos N° 5.436.149; Patente de Estados
Unidos N° 5 512 462; Publicacion PCT No. WO 92/06188; Publicacion PCT No. WO 92/06200; Publicacién PCT No.
WO 96/10640; Barnes, W.M., Gene 112:29-35 (1992); Lawyer, F.C., et al., PCR Meth. Appl. 2:275-287 (1993);
Flaman, J.-M., et al., Nucl. Acids Res. 22(15):3259-3260 (1994)). Para la amplificacion de moléculas de &cido
nucleico largas (p. ej., moléculas de &cido nucleico mas largas que aproximadamente 3-5 Kb de longitud), se utilizan
tipicamente al menos dos ADN-polimerasas (una que carece sustancialmente de actividad de 3' exonucleasa y la
otra que tiene actividad de 3' exonucleasa). Véase la patente de Estados Unidos N° 5.436.149; patente de Estados
Unidos N° 5.512.462; Barnes, W.M., Gene 112:29-35 (1992); Publicaciéon PCT No. WO 98/06736. Los ejemplos de
ADN-polimerasas que carecen sustancialmente de actividad de 3' exonucleasa incluyen, pero no se limitan a, ADN-
polimerasas Tag, Tne(exo’), Tma, Pfu(exo’), Pwo y Tth, y mutantes, variantes y derivados de las mismas. Ejemplos
no limitantes de ADN-polimerasas que tienen actividad de 3' exonucleasa incluyen Pfu, DEEPVENT™ y TIi/VENT™
y mutantes, variantes y derivados de las mismas.

Formulacién de las composiciones de enzima

Para formar las composiciones de la presente invencién, se mezclan preferiblemente una o mas transcriptasas
inversas en una solucién salina tamponada. Se pueden afiadir opcionalmente una o mas ADN-polimerasas y/o uno o
mas nucledtidos, y/o uno o mas cebadores, para preparar las composiciones de la invencion. Mas preferiblemente,
las enzimas se proporcionan en concentraciones de trabajo, en soluciones salinas tamponadas estables. Los
términos "estable" y "estabilidad" como se usan en la presente memoria, generalmente significan la retencion por
una composicioén, tal como una composicion de enzima, de al menos 70 %, preferiblemente al menos 80 %, y lo mas
preferiblemente al menos 90 %, de la actividad enzimatica original (en unidades) después de que la enzima o
composiciobn que contiene la enzima haya sido almacenada durante aproximadamente una semana a una
temperatura de aproximadamente 4 °C, aproximadamente dos a seis meses a una temperatura de
aproximadamente -20 °C, y aproximadamente seis meses 0 mas a una temperatura de aproximadamente -80 °C.
Como se usa en la presente memoria, el término “concentracion de trabajo” significa la concentracion de una enzima
gue esta cerca de la concentracion 6ptima o en la concentracion éptima, utilizada en una solucién para realizar una
funcién particular (tal como transcripcion inversa de acidos nucleicos).

El agua utilizada para formar las composiciones de la presente invencion es preferiblemente destilada, desionizada y
esterilizada por filtracion (a través de un filtro de 0,1-0,2 micras), y esta libre de contaminacion por las enzimas
DNasa y RNasa. Dicha agua esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Sigma Chemical Company (Saint
Louis, Missouri), o se puede preparar si es necesario segun métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

En adicién a los componentes enzimaticos, las presentes composiciones comprenden preferiblemente uno o mas
tampones y cofactores necesarios para la sintesis de una molécula de &cido nucleico tal como una molécula de
cADN. Los tampones particularmente preferidos para uso en la formacion de las presentes composiciones son el
acetato, sulfato, hidrocloruro, fosfato o formas de acido libre de tris-(hidroximetil)aminometano (TRIS®), aunque se
pueden utilizar tampones alternativos de la misma fuerza ionica y pKa aproximadas que el TRIS® con resultados
equivalentes. Ademas de las sales tampones, se incluyen en las composiciones sales cofactores tales como las de
potasio (preferiblemente cloruro de potasio 0 acetato de potasio) y magnesio (preferiblemente cloruro de magnesio o
acetato de magnesio). La adicion de uno o mas carbohidratos y/o azUcares a las composiciones y/o a las mezclas
de la reaccion de sintesis puede ser también ventajosa para reforzar el aumento de la estabilidad de las
composiciones y/o mezclas de reaccion durante el almacenaje. Dichos carbohidratos o azlcares preferidos para
inclusién en las composiciones y/o mezclas de la reaccion de sintesis de la invencién incluyen, pero no se limitan a,
sacarosa, trehalosa, glicerol, y similares. Ademas, dichos carbohidratos y/o azlicares se pueden afiadir a los
tampones de almacenaje para las enzimas utilizadas en la produccién de las composiciones y kits enzimaticos de la
invencion. Dichos carbohidratos y/o azlcares estan comercialmente disponibles de una serie de fuentes, incluyendo
Sigma (St. Louis, MO).
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A menudo es preferible disolver primero las sales tampdn, las sales cofactores y los carbohidratos o azlcares a las
concentraciones de trabajo en agua y ajustar el pH de la solucién antes de la adicién de las enzimas. De este modo,
las enzimas sensibles al pH estardn menos expuestas a la inactivacion mediada por acidos o compuestos alcalinos
durante la formulacion de las presentes composiciones.

Para formular la solucién de sales tampones, se combina una sal tampén que es preferiblemente una sal de
Tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS®), y lo mas preferiblemente su sal hidrocloruro, con una cantidad suficiente de
agua para dar una solucién que tiene una concentracién de TRIS® 5-150 milimolar, preferiblemente 10-60 milimolar,
y lo mas preferiblemente aproximadamente 20-60 milimolar. A esta solucién, se puede afadir una sal de magnesio
(preferiblemente el cloruro o la sal acetato del mismo) para proporcionar una concentracién de trabajo de la misma
1-10 milimolar, preferiblemente 1,5-8,0 milimolar, y lo mas preferiblemente aproximadamente 3-7,5 milimolar. Se
puede afiadir también a la solucién una sal de potasio (preferiblemente una sal cloruro o acetato de potasio), a una
concentracion de trabajo 10-100 milimolar y lo mas preferiblemente aproximadamente 75 milimolar. Se puede afiadir
a la solucion un agente reductor tal como ditiotreitol, preferiblemente en una concentracion final de
aproximadamente 1-100 mM, més preferiblemente una concentracion de aproximadamente 5-50 mM o
aproximadamente 7,5-20 mM, y lo més preferiblemente a una concentracién de aproximadamente 10 mM. Las
concentraciones preferidas de carbohidratos y/o azlcares para inclusion en las composiciones de la invencion
varian de aproximadamente 5 % (p/v) a aproximadamente 30 % (p/v), aproximadamente 7,5 % (p/v) a
aproximadamente 25 % (p/v), aproximadamente 10 % (p/v) a aproximadamente 25 % (p/v), aproximadamente 10 %
(p/v) a aproximadamente 20 % (p/v), y preferiblemente aproximadamente 10 % (p/v) a aproximadamente 15 % (p/v).
Se puede afiadir también una pequefia cantidad de una sal de etilendiaminotetraacetato (EDTA), tal como EDTA
disddico (preferiblemente aproximadamente 0,1 milimolar), aunque la inclusion de EDTA no parece ser esencial para
la funcidn o estabilidad de las composiciones de la presente invencidn. Después de la adicion de todos los tampones
y sales, esta solucién salina tamponada se mezcla bien hasta que se disuelven todas las sales, y se ajusta el pH
utilizando métodos conocidos en la técnica hasta un valor de pH de 7,4 a 9,2, preferiblemente 8,0 a 9,0, y lo méas
preferiblemente aproximadamente 8,4.

A estas soluciones salinas tamponadas, se afiaden las enzimas (transcriptasas inversas y/o ADN-polimerasas) para
producir las composiciones de la presente invencion. Las transcriptasas inversas de M-MLV se afiaden
preferiblemente a una concentracion de trabajo en la solucion de aproximadamente 1000 a aproximadamente
50.000 unidades por mililitro, de aproximadamente 2000 a aproximadamente 30.000 unidades por mililitro, de
aproximadamente 2500 a aproximadamente 25.000 unidades por mililitro, de aproximadamente 3000 a
aproximadamente 22.500 unidades por mililitro, de aproximadamente 4000 a aproximadamente 20.000 unidades por
mililitro, y lo mas preferiblemente a una concentracion de trabajo de aproximadamente 5000 a aproximadamente
20.000 unidades por mililitro. Las transcriptasas inversas de AMV, transcriptasas inversas de RSV y transcriptasas
inversas de VIH, se afiaden preferiblemente a una concentracion de trabajo en la solucion de aproximadamente 100
a aproximadamente 5000 unidades por mililitro, de aproximadamente 125 a aproximadamente 4000 unidades por
mililitro, de aproximadamente 150 a aproximadamente 3000 unidades por mililitro, de aproximadamente 200 a
aproximadamente 2500 unidades por mililitro, de aproximadamente 225 a aproximadamente 2000 unidades por
mililitro, y lo més preferiblemente a una concentracion de trabajo de aproximadamente 250 a aproximadamente 1000
unidades por mililitro. Las enzimas del grupo termdfilo de ADN-polimerasa (Taq, Tne, Tma, Pfu, VENT, DEEPVENT,
Tth y mutantes, variantes y derivados de las mismas) se afiaden preferiblemente a una concentracion de trabajo en
la solucion de aproximadamente 100 a aproximadamente 1000 unidades por mililitro, de aproximadamente 125 a
aproximadamente 750 unidades por mililitro, de aproximadamente 150 a aproximadamente 700 unidades por
mililitro, de aproximadamente 200 a aproximadamente 650 unidades por mililitro, de aproximadamente 225 a
aproximadamente 550 unidades por mililitro, y lo mas preferiblemente a una concentracion de trabajo de
aproximadamente 250 a aproximadamente 500 unidades por mililitro. Las enzimas se pueden afiadir a la solucién en
cualquier orden, o se pueden afiadir simultaneamente.

Las composiciones de la invenciéon pueden comprender ademas uno o mas nucleétidos, que son preferiblemente
desoxinucleésidos trifosfatos (ANTPs) o didesoxinucleésidos trifosfatos (ddNTPs). Los componentes dNTP de las
presentes composiciones sirven como “bloques de construccion” para los acidos nucleicos nuevamente sintetizados,
gue se incorporan alli por la accién de las polimerasas, y los ddNTPs pueden ser utilizados en métodos de
secuenciacion segun la invencion. Los ejemplos de nucle6tidos adecuados para uso en las presentes composiciones
incluyen, pero no se limitan a, dUTP, dATP, dTTP, dCTP, dGTP, dITP, 7-deaza-dGTP, a-tio-dATP, a-tio-dTTP, a-tio-
dGTP, o-tio-dCTP, ddUTP, ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddITP, 7-deaza-ddGTP, a-tio-ddATP, o-tio-ddTTP, a-tio-
ddGTP, a-tio-ddCTP o derivados de los mismos, todos los cuales estan comercialmente disponibles de fuentes que
incluyen Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA), New England BioLabs (Beverly, Massachusetts) y Sigma Chemical
Company (Saint Louis, Missouri). Los nucledtidos pueden estar sin marcar, o pueden estar marcados
detectablemente por acoplamiento de los mismos por métodos conocidos en la técnica con radioisétopos (p. €j., 3H,
14C, 2p o S), vitaminas (p. ej., biotina), restos fluorescentes (p. ej., fluoresceina, rodamina, rojo Texas, 0
ficoeritrina), marcas quimioluminiscentes (p. ej., utilizando los sistemas de quimioluminiscencia PHOTO-GENE™ o
ACES™, disponibles comercialmente de Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA)), dioxigenina y similares. Los nucleétidos
marcados también se pueden obtener comercialmente, por ejemplo, de Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA) o Sigma
Chemical Company (Saint Louis, Missouri). En las presentes composiciones, se afiaden los nucleétidos para dar una
concentracion de trabajo de cada nucledtido aproximadamente 10-4000 micromolar, aproximadamente 50-2000
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micromolar, aproximadamente 100-1500 micromolar, o aproximadamente 200-1200 micromolar, y lo mas
preferiblemente una concentracién aproximadamente 1000 micromolar.

Para reducir el deterioro de los componentes, el almacenaje de las composiciones reactivas es preferiblemente a
aproximadamente 4 °C para un maximo de un dia, o lo mas preferiblemente a -20 °C para un maximo de un afio.

En otro aspecto, las composiciones y transcriptasas inversas de la invencion se pueden preparar y conservar en
forma seca en presencia de uno o mas carbohidratos, azlcares, o polimeros sintéticos. Los carbohidratos, azlcares
0 polimeros preferidos para la preparacién de composiciones o transcriptasas inversas secas incluyen, pero no se
limitan a, sacarosa, trehalosa, y polivinilpirrolidona (PVP) o combinaciones de las mismas. Véase, p. €j., las patentes
de Estados Unidos nimeros. 5.098.893, 4.891.319, y 5.556.771. Dichas composiciones y enzimas secas se pueden
conservar a diferentes temperaturas durante periodos extensos de tiempo sin deterioro significativo de las enzimas o
componentes de las composiciones de la invencién. Preferiblemente, las transcriptasas inversas o composiciones
secas se conservan a4 °C o a-20 °C.

Produccién/fuentes de moléculas de cADN

De acuerdo con la invencion, las moléculas de cADN (de una sola hebra o de doble hebra) se pueden preparar a
partir de una variedad de moléculas molde de &cido nucleico. Las moléculas de &cido nucleico para uso en la
presente invencion incluyen moléculas de ADN y ARN de una sola hebra o de doble hebra, asi como hibridos
ADN:ARN de doble hebra. Las moléculas méas preferidas de acido nucleico incluyen moléculas de ARN mensajero
(mARN), ARN de transferencia (tARN) y ARN ribosémico (rARN), aunque las moléculas de mARN son el molde
preferido segun la invencion.

Las moléculas de acido nucleico que se utilizan para preparar moléculas de cADN segun los métodos de la presente
invencién se pueden preparar sintéticamente segun los métodos estandar de sintesis de quimica organica que seran
familiares para los expertos en la técnica. Mas preferiblemente, las moléculas de &cido nucleico se pueden obtener
de fuentes naturales, tales como una variedad de células, tejidos, érganos u organismos. Las células que se pueden
utilizar como fuentes de moléculas de acido nucleico pueden ser procariotas (células bacterianas, incluyendo pero
sin limitarse a aquellas de especies de los géneros Escherichia, Bacillus, Serratia, Salmonella, Staphylococcus,
Streptococcus, Clostridium, Chlamydia, Neisseria, Treponema, Mycoplasma, Borrelia, Legionella, Pseudomonas,
Mycobacterium, Helicobacter, Erwinia, Agrobacterium, Rhizobium, Xanthomonas y Streptomyces) o eucariotas
(incluyendo hongos (especialmente levaduras), plantas, protozoos y otros parasitos, y animales incluyendo insectos
(particularmente células de Drosophila spp), nematodos (particularmente células de Caenorhabditis elegans), y
mamiferos (particularmente células humanas)).

Las células somaticas de mamiferos que se pueden utilizar como fuentes de acidos nucleicos incluyen células
sanguineas (reticulocitos y leucocitos), células endoteliales, células epiteliales, células neuronales (de los sistemas
nerviosos central o periférico), células musculares (incluyendo miocitos y mioblastos del misculo esquelético, liso o
cardiaco), células del tejido conjuntivo (incluyendo fibroblastos, adipocitos, condrocitos, condroblastos, osteocitos y
osteoblastos) y otras células estromales (p. ej., macréfagos, células dendriticas, células de Schwann). Las células
germinales de los mamiferos (espermatocitos y oocitos) se pueden utilizar también como fuentes de &cido nucleicos
para uso en la invencion, como se pueden utilizar también las células madre progenitoras, precursoras y no
humanas que dan lugar a las anteriores células somaticas y germinales. También son adecuadas para uso como
fuentes de acido nucleico los tejidos u 6rganos de mamiferos tales como los derivados del cerebro, rifiones, higado,
pancreas, sangre, médula 6sea, musculo, nervios, piel, fuentes de tejido genitourinario, circulatorio, linfoide,
gastrointestinal y conjuntivo, asi como las derivadas de un embrion o feto de mamifero (no humano).

Cualquiera de las células, tejidos y érganos procariotas o eucariotas anteriores, pueden ser normales, enfermas,
transformadas, establecidas, progenitoras, precursoras, fetales o embridnicas no humanas. Las células enfermas
pueden incluir, por ejemplo, aquellas implicadas en enfermedades infecciosas (causadas por bacterias, hongos o
levaduras, virus (incluyendo SIDA, VIH, HTLV, herpes, hepatitis y similares) o parasitos), en patologias genéticas o
bioquimicas (p. ej., fibrosis quistica, hemofilia, enfermedad de Alzheimer, distrofia muscular o esclerosis multiple) o
en procesos cancerosos. Las lineas de células animales transformadas o establecidas pueden incluir, por ejemplo,
células COS, células CHO, células VERO, células BHK, células HelLa, células HepG2, células K562, células 293,
células L929, células F9, y similares. Otras células, lineas celulares, tejidos, 6rganos y organismos adecuados como
fuentes de acido nucleicos para uso en la presente invencion seran evidentes para los expertos en la técnica.

Una vez que se obtienen las células, tejidos, 6rganos u otras muestras de partida, se pueden aislar de ellas las
moléculas de &cido nucleico (tal como mARN) por métodos que son bien conocidos en la técnica (véase, p. €j.,
Maniatis, T., et al., Cell 15:687-701 (1978); Okayama, H., and Berg, P., Mol. Cell. Biol. 2:161-170 (1982); Gubler, U.,
and Hoffman, B.J., Gene 25:263-269 (1983)). Las moléculas de acido nucleico aisladas de este modo, se pueden
utilizar entonces para preparar moléculas de cADN y genotecas de cADN.

Las moléculas de cADN o las genotecas de cADN se producen mezclando una o mas moléculas de acido nucleico
obtenidas como se ha descrito antes, que es preferiblemente una o mas moléculas de mARN tal como una
poblacion de moléculas de mARN, con un polipéptido que tiene actividad de transcriptasa inversa de la presente
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invencién, o con una o mas de las composiciones de la invencion, en condiciones que favorecen la transcripciéon
inversa de la molécula de acido nucleico por la accién de las enzimas o las composiciones para formar una o mas
moléculas de cADN (de una sola hebra o de doble hebra). Por lo tanto, el método de la invencion comprende (a)
mezclar uno o mas moldes de acido nucleico (preferiblemente uno o mas moldes de ARN o mARN, tal como una
poblaciéon de moléculas de mMARN) con una 0 mas transcriptasas inversas de la invencion y (b) incubar la mezcla en
condiciones suficientes para formar una o mas moléculas de acido nucleico complementarias de todo o parte del uno
0 mas moldes. Dichos métodos pueden incluir el uso de una o mas ADN-polimerasas, uno o mas nucleétidos, uno o
mas cebadores, uno 0 mas tampones, y similares. La invencion se puede utilizar conjuntamente con métodos de
sintesis de cADN tales como los descritos en los ejemplos mas adelante, u otros que son bien conocidos en la
técnica (véase, p. €j., Gubler, U., and Hoffman, B.J., Gene 25:263-269 (1983); Krug, M.S., and Berger, S.L., Meth.
Enzymol. 152:316-325 (1987); Sambrook, J., et al., Molecular Closing: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring
Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press, pp. 8.60-8.63 (1989); Publicacion PCT No. WO 99/15702;
Publicacion PCT No. WO 98/47912; y Publicacion PCT No. WO 98/51699), para producir moléculas o genotecas de
CADN.

Otros métodos de sintesis de cADN que se pueden utilizar ventajosamente en la presente invencién seran
facilmente evidentes para los expertos en la técnica

Habiendo obtenido las moléculas o genotecas de cADN segin los presentes métodos, se pueden aislar estos
cADNSs para posterior analisis o0 manipulacion. Metodologias detalladas para la purificacion de los cADN se ensefian
en el manual GENETRAPPER™ (Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA)), aunque se pueden utilizar también métodos
estandar alternativos de aislamiento de cADN que son conocidos en la técnica (véase, p. €j., Sambrook, J., et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press, pp.
8.60-8.63 (1989)).

En otros aspectos de la invencion, la invencion puede ser utlizada en métodos para amplificar y secuenciar
moléculas de acido nucleico. Los métodos de amplificacion de &cido nucleico segun este aspecto de la invencion
pueden ser reacciones de una etapa (p. ej., RT-PCR de una etapa) o de dos etapas (p. €j., RT-PCR de dos etapas).
Segun la invencién, las reacciones tipo RT-PCR de una etapa se pueden realizar en un tubo con lo que se reduce la
posibilidad de contaminacion. Dichas reacciones de una etapa comprenden (a) mezclar un molde de acido nucleico
(p. €j., mMARN) con una o mas transcriptasas inversas de la presente invencion y con una o mas ADN-polimerasas y
(b) incubar la mezcla en condiciones suficientes para amplificar una molécula de acido nucleico complementaria de
todo o parte del molde. Dicha amplificacion se puede llevar a cabo por la actividad de la transcriptasa inversa sola o
en combinacién con la actividad de la ADN-polimerasa. Las reacciones de RT-PCR de dos etapas se pueden llevar
a cabo en dos etapas separadas. Dicho método comprende (a) mezclar un molde de &cido nucleico (p. ej., mMARN)
con una transcriptasa inversa de la presente invencion, (b) incubar la mezcla en condiciones suficientes para formar
una molécula de acido nucleico (p. €j., una molécula de ADN) complementaria de todo o parte del molde, (c) mezclar
la molécula de &cido nucleico con una o mas ADN-polimerasas y (d) incubar la mezcla de la etapa (c) en
condiciones suficientes para amplificar la molécula de &cido nucleico. Para amplificacién de moléculas de &acido
nucleico largas (es decir, mayores que aproximadamente 3-5 Kb de longitud), se puede utilizar una combinacion de
ADN-polimerasas, tales como una ADN-polimerasa que tiene actividad de 3' exonucleasa y otra ADN-polimerasa
que tiene actividad de 3' exonucleasa sustancialmente reducida.

Los métodos de secuenciacion de acido nucleico segun este aspecto de la invencion pueden comprender tanto la
secuenciacion en ciclo (secuenciacion en combinacion con amplificacion) como las reacciones de secuenciacion
estandar. El método de secuenciacion de la invencién comprende por tanto (a) mezclar una molécula de &cido
nucleico a secuenciar con uno o mas cebadores, una o mas transcriptasas inversas de la invencién, uno o mas
nucleétidos y uno o mas agentes de terminacion, (b) incubar la mezcla en condiciones suficientes para sintetizar una
poblaciéon de moléculas de acido nucleico complementarias de todo o parte de la molécula a secuenciar, y (c)
separar la poblacién para determinar la secuencia de nucleétidos de toda o parte de la molécula a secuenciar.
Segun la invencidn, se pueden utilizar una o mas ADN-polimerasas (preferiblemente ADN-polimerasas
termoestables) en combinacién con las transcriptasas inversas de la invencion o separadas de ellas.

Los métodos de amplificacion que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencion incluyen PCR (Patentes
de Estados Unidos Numeros 4.683.195 y 4.683.202), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA; Patente de
Estados Unidos N° 5.455.166; documento EP 0 684 315), y amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico
(NASBA,; Patente de Estados Unidos N° 5.409.818; documento EP 0 329 822), asi como técnicas mas complejas de
huellas de acido nucleico basadas en la PCR tales como analisis de ADN polimérfico amplificado aleatoriamente
(RAPD) (Williams, J.G.K., et al., Nucl. Acids Res. 18(22):6531-6535, 1990), PCR con cebadores arbitrarios (AP-PCR,;
Welsh, J., and McClelland, M., Nucl. Acids Res. 18(24):7213-7218, 1990), huellas de amplificacion de ADN (DAF;
Caetano-Anollés et al., Bio/Technology 9:553-557, 1991), PCR de microsatélites o amplificacion dirigida de la region
minisatélite de ADN (DAMD; Heath, D.D., et al.,, Nucl. Acids Res. 21(24): 5782-5785, 1993), y analisis de
polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (documento EP 0 534 858; Vos, P., et al., Nucl.
Acids Res. 23(21):4407-4414, 1995; Lin, J.J., and Kuo, J., FOCUS 17(2):66-70, 1995). Las técnicas de
secuenciacion de acido nucleico que pueden emplear las presentes composiciones incluyen métodos de
secuenciacion de didesoxi tales como los descritos en las patentes de Estados Unidos Numeros 4.962.,022 y
5.498.523. En un aspecto particularmente preferido, la invencién se puede utilizar en métodos de amplificacion o
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secuenciacion de una molécula de acido nucleico que comprenden una o mas reacciones en cadena de la
polimerasa (PCRs), tales como cualquiera de los métodos basados en la PCR descritos antes.

Kits

En otra realizacion, la presente invencion se puede montar en kits para uso en la transcripcion inversa o
amplificacion de una molécula de &cido nucleico, o en kits para uso en la secuenciacién de una molécula de acido
nucleico. Los kits segun este aspecto de la invencién comprenden un soporte, tal como una caja, cartén, tubo o
similar, que tiene en estrecho confinamiento en el mismo uno o0 mas recipientes, tales como viales, tubos, ampollas,
frascos y similares, en donde un primer recipiente contiene uno o mas polipéptidos de la presente invencién que
tienen actividad de transcriptasa inversa. Cuando se utiliza mas de un polipéptido que tiene actividad de
transcriptasa inversa, estos pueden estar en un recipiente Unico como mezclas de dos o mas polipéptidos, o en
recipientes separados. Los kits de la invencion pueden comprender también (en el mismo recipiente o en recipientes
separados) una o0 mas ADN-polimerasas, un tampén adecuado, uno o mas nucleétidos y/o uno o méas cebadores.

En un aspecto especifico de la invencién, los kits de transcripcion inversa y amplificacion pueden comprender uno o
mas componentes (en mezclas o por separado) incluyendo uno o mas polipéptidos que tienen actividad de
transcriptasa inversa de la invencién, uno o mas nucledtidos necesarios para la sintesis de una molécula de &cido
nucleico, y/o uno o mas cebadores (p. €j., oligo(dT) para transcripcion inversa). Dichos kits de transcripcion inversa y
amplificacion pueden comprender ademdas una o mas ADN-polimerasas. Los kits de secuenciacion de la invencion
pueden comprender uno o mas polipéptidos que tienen actividad de transcriptasa inversa de la invencion, y
opcionalmente una o mas ADN-polimerasas, uno o mas agentes de terminacion (p. ej., moléculas de
didesoxinucleésido trifosfato) necesarios para la secuenciacion de una molécula de acido nucleico, uno 0 mas
nucleétidos y/o uno o mas cebadores. Los polipéptidos preferidos que tienen actividad de transcriptasa inversa,
ADN-polimerasas, nucledtidos, cebadores y otros componentes adecuados para uso en los kits de transcripcion
inversa, amplificacion y secuenciacion de la invencién incluyen los descritos anteriormente. Los kits englobados por
este aspecto de la presente invenciéon pueden comprender ademas reactivos y compuestos adicionales necesarios
para llevar a cabo los protocolos estandar de transcripcion inversa, amplificacion o secuenciacion de acido nucleico.
Tales polipéptidos que tienen actividad de transcriptasa inversa de la invencion, ADN-polimerasas, nucleotidos,
cebadores, y reactivos, componentes o compuestos adicionales, pueden estar contenidos en uno o mas recipientes,
y pueden estar contenidos en dichos recipientes en una mezcla de dos o mas de los componentes indicados antes o
pueden estar contenidos en los kits de la invencion en recipientes separados.

Uso de moléculas de acido nucleico

Las moléculas de &cido nucleico o las genotecas de cADN preparadas por los métodos de la presente invencion se
pueden caracterizar ademas, por ejemplo por clonacién y secuenciacién (es decir, determinacion de la secuencia de
nucleétidos de la molécula de acido nucleico), por los métodos de secuenciacion de la invencion o por otros que son
estandar en la técnica (véase, p. €j., las patentes de Estados Unidos nimeros 4.962.022 y 5.498.523, que se dirigen
a los métodos de secuenciacion de ADN). Alternativamente, estas moléculas de acido nucleico se pueden utilizar
para la fabricacion de diferentes materiales en procesos industriales, tales como sondas de hibridacién por métodos
gue son bien conocidos en la técnica. La produccién de sondas de hibridacién a partir de cADNs proporcionara, por
ejemplo, a los que trabajan en el campo médico la capacidad para examinar las células o tejidos de un paciente en
cuanto a la presencia de un marcador genético particular tal como un marcador de cancer, de una enfermedad
infecciosa o genética, o un marcador de desarrollo embrionario. Ademas, tales sondas de hibridacion se pueden
utilizar para aislar fragmentos de ADN de las genotecas de ADN o cADN preparadas a partir de una célula, tejido o
organismo diferente, para posterior caracterizacion.

Las moléculas de acido nucleico de la presente descripcion se pueden utilizar también para preparar composiciones
para uso en metodologias de ADN recombinante. Por consiguiente, la presente descripcidn se refiere a vectores
recombinantes que comprenden las moléculas de cADN o moléculas de acido nucleico amplificadas, a células
hospedantes que se tratan genéticamente con los vectores recombinantes, a métodos para la produccién de un
polipéptido recombinante utilizando estos vectores y células hospedantes, y a polipéptidos recombinantes
producidos utilizando estos métodos.

Los vectores recombinantes se pueden producir segun este aspecto mediante la insercion, utilizando métodos que
son bien conocidos en la técnica, de una o mas de las moléculas de cADN o moléculas amplificadas de acido
nucleico preparadas segun los presentes métodos en un vector. El vector utilizado en este aspecto puede ser, por
ejemplo, un fago o un plasmido, y es preferiblemente un plasmido. Son preferidos los vectores que comprenden
regiones control que actdan en cis con el acido nucleico que codifica el polipéptido de interés. Los factores
apropiados que actlan en trans pueden ser suministrados por el hospedante, suministrados por un vector
complementario o suministrados por el propio vector después de introduccion en el hospedante.

En ciertas realizaciones preferidas a este respecto, los vectores proporcionan la expresion especifica (y se
denominan por tanto "vectores de expresion"), que puede ser inducible y/o especifica del tipo de célula. Son
particularmente preferidos entre tales vectores aquellos inducibles por factores ambientales que son faciles de
manipular, tales como la temperatura y los aditivos nutrientes.
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Los vectores de expresion Utiles en la presente invencion incluyen vectores derivados de cromosomas, episomas y
virus, p. €j., vectores derivados de plasmidos o bacteriéfagos bacterianos, y vectores derivados de combinaciones
de los mismos, tales como césmidos y fagémidos, e incluiran preferiblemente al menos un marcador seleccionable
tal como un gen de resistencia a la tetraciclina o ampicilina para cultivar en una célula hospedante bacteriana. Antes
de la insercion en un vector de expresion de este tipo, las moléculas de cADN o moléculas amplificadas de acido
nucleico de la invencion deberan ser ligadas operativamente con un promotor apropiado, tal como el promotor fago
lambda P, los promotores lac, trp y tac de E. coli. Otros promotores apropiados seran conocidos por los expertos.

Entre los vectores preferidos para uso en la presente invencion se incluyen pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles de
Qiagen; vectores pBS, vectores Phagescript, vectores Bluescript, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles
de Stratagene; pcADN3 disponible de Invitrogen; pGEX, pTrxfus, pTrc99a, pET-5, pET-9, pKK223-3, pKK233-3,
pDR540, pRIT5 disponible de Pharmacia; y pSPORT1, pSPORT2 y pSV+-SPORT1, disponible de Invitrogen Corp.
(Carlsbad, CA). Otros vectores adecuados seran facilmente evidentes para los expertos.

La invencién proporciona también métodos para producir una célula hospedante recombinante que comprenden las
moléculas de cADN, moléculas amplificadas de acido nucleico o vectores recombinantes de la invencion, asi como
las células hospedantes producidas por tales métodos. Las células hospedantes representativas (procariotas o
eucariotas) que se pueden producir segun la invencion incluyen, pero no se limitan a, células bacterianas, células de
levaduras, células de plantas y células de animales. Las células hospedantes bacterianas preferidas incluyen células
de Escherichia coli (muy particularmente cepas DH10B y Stbl2 de E. coli, que estan disponibles comercialmente
(Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA)), células de Bacillus subtilis, células de Bacillus megaterium, células de
Streptomyces spp., células de Erwinia spp., células de Klebsiella spp. y células de Salmonella typhimurium. Las
células hospedantes animales preferidas incluyen células de insectos (muy particularmente células de Spodoptera
frugiperda Sf9 y Sf21 y células de Trichoplusa HigH-Five) y células de mamifero (muy particularmente células CHO,
COS, VERO, BHK y humanas). Dichas células hospedantes se pueden preparar por técnicas bien conocidas de
transformacion, electroporacion o transfeccion que seran familiares para los expertos en la técnica.

En adicion, la invencién proporciona métodos para producir un polipéptido recombinante, y los polipéptidos
producidos por estos métodos. Segun este aspecto de la invencién, se puede producir un polipéptido recombinante
cultivando cualquiera de las células hospedantes recombinantes anteriores en condiciones que favorecen la
produccién de un polipéptido desde ellas, y el aislamiento del polipéptido. Los métodos para cultivar las células
hospedantes recombinantes, y para la produccién y aislamiento de polipéptidos desde ellas, son bien conocidos por
los expertos en la técnica.

Serd evidente para un experto en las técnicas relevantes, que son obvias otras modificaciones y adaptaciones
adecuadas a los métodos y aplicaciones descritos en la presente memoria y se pueden hacer sin separarse del
alcance de la invencion o de cualquier realizacion de la misma. Habiendo descrito ahora la presente invenciéon en
detalle, se entendera mas claramente la misma en referencia a los siguientes ejemplos, que se incluyen aqui con
fines de ilustracion solamente y no se pretende que sean limitantes de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de transcriptasas inversas mutantes

Se obtuvo el plasmido pBAD de Invitrogen y se insertd la secuencia codificadora de la transcriptasa inversa de M-
MLV para producir el plasmido pBAD-6-His-M-MLV H-(F1). El pldsmido pBAD-6-His-M-MLV H-(F1) se utilizé de
ambos modos, como un vector de clonacién y como un objetivo para la mutagénesis por PCR (Figura 1). El pBAD-6-
His-M-MLV H- (F1) se replica en E. coli y confiere resistencia a la ampicilina a las células transformadas. El gen de la
transcriptasa inversa de M-MLV se expresa a partir del promotor ara BAD que es inducido por la presencia de
arabinosa. El promotor es reprimido por el producto del gen araC, que esta presente en el plasmido. El hospedante
utilizado, E. coli cepa DH10B, es un araD mutante y no puede metabolizar la arabinosa, haciendo que la arabinosa
sea un inductor gratuito en las células DH10B transformadas con pBAD-6-His-M-MLV H-(F1). El pldsmido contiene
una 6 histidina que contiene la secuencia lider en el marco con la secuencia codificadora del gen de la transcriptasa
inversa de M-MLV. Con referencia a la secuencia de este plasmido. proporcionada en la Tabla 3 (SEQ ID NOs:1y
2), los nucle6tidos 1-96 codifican la secuencia lider y los nucleétidos 97-99 codifican una metionina. Los expertos en
la técnica apreciaran que la transcriptasa inversa de M-MLV natural se deriva por proteolisis a partir de una
poliproteina precursora y por lo tanto la transcriptasa inversa de M-MLV natural no empieza con una metionina. Por
lo tanto, el aminoacido niumero 1 de la transcriptasa inversa de M-MLV es la treonina después de la metionina
codificada por los nucle6tidos 97-99.

La secuencia del gen de la transcriptasa inversa de M-MLV en pBAD-6-His-M-MLV H- (F1) que se utiliz6 en estos
experimentos fue derivada de la secuencia de plasmido pRT601. El pRT601 se describe en las patentes de Estados
Unidos nimeros 5.668.005 y 5.017.492;
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La Tabla 4 proporciona una lista de las mutaciones puntuales introducidas en la secuencia de pRT601 codificadora
de la transcriptasa inversa de M-MLV utilizada para producir el plasmido. La numeracion de las mutaciones
puntuales corresponde a la secuencia de nucleétidos presentada en la Tabla 3.

Tabla 4

Nucledtido # en la Tabla 3 cambio Nucledtido # en la Tabla 3 cambio
411 a-c 993 a-g
459 g-a 1446 cot
462 g-C 1449 c.a
543 g-t 1670 a-g
546 t.a 1675 a.t
585 c-g 1676 g-C
588 c-g 1783 g-C
589 a-t 1785 a-g
590 g-C 1845 t-g
639 a-t 1846 g-a
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Nucledtido # en la Tabla 3 cambio Nucledtido # en la Tabla 3 cambio
642 a-C 1849 a-t
710 a-g 1850 g-C
801 a-C 1950 c-a
990 t-g

Las mutaciones que se introdujeron para preparar los mutantes RNasa H de la transcriptasa inversa de M-MLV son
D524G, D583N, y E562Q. Las restantes mutaciones se introdujeron para insertar o eliminar los sitios de la enzima
de restriccion para facilitar la produccion de segmentos de tamafio apropiado para la mutagénesis por PCR
aleatoria. Este mutante de RNasa H se denomina en la presente memoria SuperScript™Il o gen SuperScript™II.

La secuencia de la transcriptasa inversa de M-MLV se modificd por ingenieria genética para introducir sitios de
escision de la enzima de restriccion como se muestra esquematicamente en la Figura 2 sin cambiar los aminoacidos
codificados por la secuencia. La secuencia se dividié en 5 segmentos y los oligonucleottidos fueron disefiados de
modo que cada segmento pudiera ser amplificado.

Se prepararon segmentos a partir de pBAD-6-His-M-MLV H- (F1) mediante digestiones por la enzima de restriccion y
los segmentos se purificaron en gel fuera de la cadena principal del vector. Cada segmento se sometié a
mutagénesis aleatoria por PCR en presencia de manganeso. Las condiciones de la PCR fueron estandar excepto
que estaba presente MnClz2 0,25 mM, y la concentracion de nucle6tido trifosfato se limité a 20 pM de cada dNTP
(Tris-HCI 50 mM pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl> 3 mM, dGTP 20 pM, dCTP 20 uM, dATP 20 uM, dTTP 20 pM, 1 unidad
de ADN-polimerasa Taq por 100 pl de reaccion). El producto de la PCR se extrajo con fenol-cloroformo, se precipitd
con etanol y los segmentos mutados se clonaron en un vector del que se habia separado el segmento dado. Las
genotecas de transformantes para cada segmento mutado se cribaron en cuanto a variantes termoestables.

Ejemplo 2: Cribado de transcriptasas inversas termoestables
En este ejemplo se utilizaron las siguientes soluciones:

EG-por litro: 20 g de bacto-triptona, 10 g de bacto extracto de levadura, 2 ml de glicerol, 0,54 g de NaCl, 0,194 g de
KCI

EG-arabinosa -150 ml de EG mas 1,5 ml de ampicilina a 10 mg/ml y 1,5 ml de arabinosa al 20 % (p/v) (si las placas
van a tener arabinosa)

Tampon 20X PEB-I - glucosa al 18 % (p/v), Tris-HCI 500 mM (pH 8.0), EDTA 200 mM.
Tampon de almacenamiento de quinasa - glicerol al 50 % (v/v), Tris-HCI 20 mM (pH 8.0), KCI 100 mM, BME 5 mM
Lisozima a 100 mg/ml - preparada en tampdn de almacenamiento de quinasa y conservada a -20 °C

2X PLD - 5 ml de 20X PEB-I, 1 ml de DTT 1 M, 5 ml de Triton™ X-100 al 10 % v/v, 1 ml de lisozima a 100 mg/ml y
38 ml de agua

2X PZD - 0,5 ml de 20X PEB-I, 100 pl de DTT 1 M, 0,5 ml de Triton™ X-100 al 10 % (v/v), 10 pl de zimolasa y 3,9 ml
de agua

Tampon de reacciéon 10X poli(C) -Tris-HCI 500 mM (pH 8.4), KCI 500 mM, MgCl2 100 mM

Mezcla de reaccion 1,25X -1 ml de tampdn de reaccion 10X poli(C), 100 pl de DTT 1 M, 1 ml de poli(C)/oligo(dG)
(30 mM/12 mM en nucledtido), 10 pl de dGTP 100 mM, 5,87 ml de agua y 20 pl de [a-32P] dGTP a 10 uCi/ul

Se inocularon colonias transformantes individuales en los pocillos individuales de una placa de cultivo de 96 pocillos.
Cada pocillo contenia 120 ul de medio EG-Ap (medio EG con 100 pg/ml de ampicilina) que contenia 0,2 % de
arabinosa. Es preferible inocular en primer lugar una placa de 96 pocillos con medio selectivo sin el inductor, para
dejar crecer dicha placa maestra durante la noche, y después hacer una réplica de la placa maestra en una placa de
96 pocillos con el inductor, y dejar crecer dicha placa durante la noche. Se dejaron crecer los cultivos durante la
noche (p. €j., 15-20 horas) a 37 °C sin agitacion. Los cultivos de la noche se mezclaron con un volumen igual de 2X
PLD a temperatura ambiente. Estos extractos se ensayaron algunas veces directamente para determinar la
transcriptasa inversa antes de la etapa de calentamiento. Se calentaron los extractos poniéndolos en un bafio de
agua durante 5 0 10 minutos a temperaturas que variaron de 50 °C a 60 °C. Preferiblemente, se calentaron los
cultivos durante 5 minutos a 52 °C. Después de la etapa de calentamiento, se mezclaron 10 pl del extracto con 40 pl
de mezcla de reaccion 1,25X RT. Se puso esta reaccién en un bafio de agua a 37 °C durante 10 minutos. Se colocé
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una pequefia alicuota de la mezcla de reaccién (5 ul) sobre una membrana de nilén cargada (Genescreen+, NEN).
Se lavo la membrana dos veces con TCA al 10 % + 1 % de pirofosfato de sodio, se lavé con etanol, se seco, y se
puso cerca de una pantalla de fésforo. Como alternativa, se puede lavar la membrana dos veces con pirofosfato de
sodio al 4 % (pH 8.0), enjuagar con etanol, secar, y después poner cerca de una pantalla de fésforo. El producto
radiactivo que ha sido atrapado sobre el filtro se detecté analizando la pantalla en un Posphorimager, utilizando el
software ImageQuant (Molecular Devices).

Se seleccionaron los candidatos si presentaban mas actividad de transcriptasa inversa (radiactividad) después de la
etapa de inactivacion por calor. Se cribaron estos candidatos una segunda vez para confirmar el fenotipo. Los
candidatos que parecieron ser termoestables después del segundo cribado se hicieron crecer en pequefios cultivos
y se ensayaron una tercera vez para determinar la actividad de transcriptasa inversa termoestable. Se secuenciaron
los candidatos que fueron resistentes al calor de manera reproducible y se determin6 la mutacién en cada clon. Se
disefid un oligonucleétido correspondiente al sitio mutagenizado en el cual el codon para el aminoacido
mutagenizado era aleatorio (NNK o NNN). Estos oligonucleétidos se utilizaron en la mutagénesis dirigida a un sitio
para generar una genoteca en la cual se hicieron todas las posibles sustituciones en el sitio mutagenizado. Se hizo
un cribado de esta genoteca para buscar la actividad de transcriptasa inversa termoestable, y se secuenciaron los
clones mas prometedores.

El cribado de mutantes en el segmento 2 (véase la Figura 2) dio como resultado la identificacion de un mutante,
H204R. El cribado de una genoteca mutagenizada en el sitio H204 dio como resultado varios mutantes, pero el Gnico
gue era mas termoestable que la transcriptasa inversa de M-MLV fue otro mutante H204R. Los mutantes H204R de
la transcriptasa inversa de M-MLV tienen mayor termoestabilidad. El cribado de mutantes en el segmento 3 (véase la
Figura 2) dio como resultado un mutante, T306K. La aleatorizacion de la posicion T306 produjo mutantes
termoestables que, cuando se secuenciaron, fueron T306R. Los dos mutantes T306K y T306R de la transcriptasa
inversa de M-MLV tienen aproximadamente 1,5 veces mayor termoestabilidad.

Ejemplo 3: Mutantes de la transcriptasa inversa de TdT

Al comprobar la fidelidad de los mutantes de transcriptasa inversa (RT) para la extension defectuosa en un ensayo
de 3 dNTP, se observd que la transcriptasa inversa SuperScript™Il se extendia 2-3 bases mas alla del extremo del
molde en presencia de 3 y 4 dNTPs. Esta extension no dirigida al molde o actividad TdT se reduce en muchos
mutantes, pero en unos pocos tales como F309N y T197E parece que esta actividad se reduce severamente o0 se
elimina. Estos mutantes estan probablemente en estrecha proximidad o en contacto con el molde-cebador como se
determina por homologia con la transcriptasa inversa de VIH y su estructura cristalina con el molde-cebador unido.

Métodos
Mutagénesis
Para F309N:

Se disefiaron cebadores correspondientes a la posicion mutante F309 con la insercion silente de un sitio de
restriccion NgoMIV en las posiciones de los aminoacidos 310-311. Los cebadores codificaron una secuencia NNK
aleatoria para esta posicion generando una genoteca aleatoria de F309 mutantes, donde N es cualquiera de las
cuatro bases y K es T o G. Se utilizaron los cebadores junto con los cebadores internos de la transcriptasa inversa
SuperScript™Il en un sitio de restriccion Sstl aguas arriba y en un sitio de restriccion Sall aguas abajo, en una
reaccion de la PCR estandar (10 ng de molde de transcriptasa inversa SuperScript™Il, 2 uM de cada cebador, 48 pl
de SuperMix (Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA)) para 20 ciclos de 94 °C 15 segundos, 55 °C 15 segundos, 72 °C 30
segundos) para generar dos fragmentos de PCR. Estos fueron un fragmento Sstl-NgoMIV de 240 pares de bases y
un fragmento NgoMIV-Sall de 200 pares de bases. Se aislaron los fragmentos y se digirieron y ligaron juntos y
después se insertaron en el clon original de la transcriptasa inversa SuperScript™Il cortado con Sstl y Sall. El
producto de ligacidn resultante se transformé en células competentes DH10B de méxima eficiencia (Invitrogen Corp.
(Carlsbad, CA)) para crear la genoteca de mutantes en el sitio F309. Esta genoteca fue puesta entonces en placas
durante la noche para seleccion.

Para T197E y Y133A:

Los mutantes T197E y Y133A se prepararon por mutagénesis oligo-dirigida como se describe en Kunkel, T.A. et al.
Methods Enzymol. 204:125 (1991). Brevemente, el gen de la transcriptasa inversa SuperScript™Il se insert6 en el
vector pBADhisA (Invitrogen Corporation) y se denominé pBAD-SSII. Este plasmido. se transformé en las células
DH11S y se infectaron las células con el fago ayudante M13K07 a partir del cual se aislé el ADN de una sola hebra.
Se disefiaron oligos correspondientes a cada mutacion: T197E y Y133A. Cada oligo (100 pM) fue tratado con
polinucleétido quinasa T4 (Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA)) utilizando el tampdn de reaccion directo (Invitrogen Corp.
(Carlsbhad, CA)). El oligo fue anillado con un ADN pBAD-SSII de una sola hebra. Se afiadieron a la reaccion sobre
hielo, ADN-polimerasa T7 nativa (USB) y ADN ligasa T4 (Invitrogen Corp. (Carlshad, CA)) con tampén de sintesis
(dNTPs 0,4 mM, Tris-HCI 17,5 mM, pH 7,5, MgCl2 5 mM, DTT 2,5 mM, y ATP 1 mM). Se incubaron las reacciones a
37 °C durante 30 minutos y se termind afiadiendo 1 pl de EDTA 0,5 M. Se transformaron las reacciones y se
pusieron en placas con células DH10B. Se recogieron las colonias y se determinaron los mutantes por analisis con
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enzima de restriccion y se secuenciaron para confirmacion utilizando un instrumento ABI 377 y un kit ABI Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction.

Seleccion de colonias que contienen transcriptasa inversa activa.

Se inocularon colonias transformantes individuales en los pocillos individuales de una placa de cultivo de 96 pocillos.
Cada pocillo contenia 120 pl de medio (EG-Ap) conteniendo 0,2 % de arabinosa. Es preferible inocular en primer
lugar una placa de 96 pocillos con medio selectivo sin el inductor, para cultivar dicha placa maestra durante la
noche, y después hacer una réplica de la placa maestra en una placa de 96 pocillos con el inductor y cultivar dicha
placa durante la noche. Se dejaron crecer los cultivos durante la noche a 37 °C sin agitacion. Los cultivos después
de una noche se mezclaron con un volumen igual de 2X PLD (glucosa al 1,8 %, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, EDTA 20
mM, DTT 20 nM, Triton™ X-100 al 1 %, lisozima a 2 mg/mL) a temperatura ambiente. Se ensayaron estos extractos
directamente en cuanto a actividad de transcriptasa inversa mezclando 10 pl del extracto con 40 pl de mezcla de
reaccion 1,25X RT (Tris-HCI 62,5 mM, pH 8,4, KCI 62,5 mM, MgCl; 12,5 mM, DTT 12,5 mM, dGTP 1,25 mM,
poliC/oligo dG (3,75 mM/1,5 mM en nucleétidos), [*2P] dGTP). Se puso esta reaccion en un bafio de agua a 37 °C
durante 10 minutos. Se coloc6 una pequefia alicuota de la mezcla de reaccion (5 pl) sobre una membrana de nilén
cargada (Genescreen+, NEN). Se lavd la membrana dos veces con TCA al 10 % + 1 % de pirofosfato de sodio, se
enjuago con etanol, se secd, y se puso cerca de una pantalla de fosforo. El producto radiactivo que ha sido atrapado
sobre el filtro se detectd analizando la pantalla en un Posphorimager, utilizando el software ImageQuant (Molecular
Devices). Se seleccionaron los candidatos si presentaban actividad de transcriptasa inversa (radiactividad). Estos
candidatos se cribaron una segunda vez para confirmar el fenotipo. Los candidatos confirmados se secuenciaron
entonces para determinar qué aminoacidos mantenian actividad detectable de transcriptasa inversa.

Purificacion de mutantes de transcriptasa inversa.

Se suspendi6 el sedimento celular que contenia transcriptasa inversa inducida en una relacién de 2 mL de tampon
de lisis (Tris-HCI 40 mM, pH 8,0, KCI 0,1 M, PMSF 1 mM)/1 gramo de sedimento celular. Se sonicd la suspension
sobre hielo y después se centrifugd a 27.000 g durante 30 minutos. Se filtrd el extracto libre de células a través de
una jeringa filtrante de 0,45 p. El extracto libre de células se aplic6 a una columna de Ni?* HI-TRAP de 5 mL
(Pharmacia) pre-equilibrada con 5 volumenes de imidazol 5 nM en tampén A (Tris HCI 40 mM, pH 8,0, glicerol al 10
%, Triton X-100 al 0,01 %, KCI 0,1 M) a 1 mL/min. Se lav6 la columna con 10 volimenes de imidazol 5 mM en
tampon A. Se eluyé la transcriptasa inversa lavando con 20 volimenes de un gradiente de imidazol 5 mM a 1 M en
tampon A. El eluato que contiene proteina transcriptasa inversa se aplic6 a una columna Mono-S de 1 mL
(Pharmacia) pre-equilibrada con 10 voliumenes de columna de KCI 50 mM en tampén B (Tris-HCI 40 mM, pH 8 0,
glicerol al 10 %, Triton X-100 al 0,01 %, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM) a un caudal de 1,0 mL/min. Se lavo la columna
con 10 volimenes de KCI 50 mM en tamp6n B. Se eluy0 la transcriptasa inversa con 20 voliumenes de un gradiente
de KCI desde 50 mM a 1 M en tamp6n B. Las fracciones individuales se analizaron en cuanto a actividad de RT. La
fraccion que contiene el pico de actividad de RT se dializ6 frente al tampdn de almacenamiento (Tris-HCI 40 mM, pH
8,0, glicerol al 50 %, Triton X-100 al 0,01 %, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, KCI 0,1 M). Las transcriptasas inversas
purificadas tenian mas del 95 % de pureza, determinada por SDS-PAGE. Las concentraciones de proteina se
determinaron utilizando el kit colorimétrico Biorad.

Método de ensayo de 3 ANTP.

Los procedimientos fueron modificados de los de Preston, B.D., et al. Science 242:1168 (1988). El molde-cebador de
ADN se preparé por anillamiento de un molde de 47-meros (5'-
GAGTTACAGTGTTTTTGTTCCAGTCTGTAGCAGTGTGTGAATGGAAG-3") (SEQ ID NO:3) con un cebador de 18-
meros (5-CTTCCATTCACACACTGC-3') (SEQ ID NO:4) marcado con [*?P] en el extremo 5' con polinucleétido-
guinasa T4 (molde:cebador, 3:1). La mezcla de ensayo (10 pl) contenia molde-cebador 5 nM, transcriptasa inversa
50-200 nM como se especifica en las leyendas de la figura, 3 0 4 dNTPs (cada uno 250 pM), Tris-HCI 50 mM (pH
8,3), KCI 75 mM, MgCl2 3 mM, DTT 10 mM. Se incubaron las reacciones a 37 °C durante 30 minutos y terminaron
por la adicion de 5 pl de EDTA 40 mM, formamida al 99 %. Los productos de reaccion se desnaturalizaron
incubando a 95 °C durante 5 minutos y se analizaron por electroforesis sobre geles de poliacrilamida al 6 % con
urea.

Para determinar si aparecia alguna actividad de TdT en la reaccién de control del ensayo de 3 dNTP, que utiliza los
4 dNTPs, se repitio la reaccion de control con cantidades variables de enzima, >600 unidades a 20 unidades, a 37
°C durante 30 minutos. Para SuperScript™Il, T197E, y Y133A, se utilizaron 200, 100, 50, y 20 unidades. Para
F309N, se utilizaron 646, 200, 50, y 20 unidades.

Resultados

Se llevo a cabo un ensayo de insercion defectuosa de transcriptasa inversa SuperScript™Il F309N (H204R, T306K),
de aqui en adelante denominada F309N, con molde de ADN. Este ensayo se empleé para comparar la capacidad de
incorporacion errénea del mutante con la de SuperScript™Il. El ensayo es un ensayo de extension del cebador
utilizando molde-cebador de ADN sintético y conjuntos dNTP predispuestos que contenian solamente tres de cuatro
dNTPs. Las reacciones se presentan sobre un gel en la Figura 3. Mientras se llevaba a cabo este procedimiento
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para cribar a los mutantes con tasas mas bajas de insercion defectuosa/extension defectuosa se observé que la
transcriptasa inversa SuperScript™Il se extendia 2-3 nucleétidos mas alla del extremo del molde y que algunas
mutaciones reducian o parecian eliminar esta extension no dirigida al molde o la actividad TdT. Como se muestra en
la Figura 4, en presencia de los 4 dNTPs, la transcriptasa inversa SuperScript™Il y el mutante F309N fueron
capaces de extender el cebador aproximadamente igual, con la transcriptasa inversa SuperScript™Il afiadiendo 2
nucleétidos mas alla del molde, y el F309N sin afiadir ninguno mas alla del extremo del molde. Para evaluar
adicionalmente esta extensién no dirigida al molde se llevé a cabo la reaccion de control para el ensayo de extension
defectuosa de 3 dNTP conteniendo los 4 dNTPs con transcriptasa inversa SuperScript™Il, F309N, T197E, y Y133A
durante 30 minutos con cantidades variables de enzima. Los tres mutantes habian demostrado niveles muy
reducidos de actividad TdT en cribados anteriores. Puesto que se habia observado que 5 minutos con 20 unidades
de enzima era tiempo mas que suficiente para que se completara la extension del cebador, una incubaciéon de 30
minutos y 200 a 646 unidades de transcriptasa inversa fueron ambos un gran exceso sobre lo que era necesario
para que se completara la reaccion. Como se ve en la Figura 4, todas las reacciones de transcriptasa inversa en la
cantidad mas baja ensayada tuvieron productos de extension similares a los de las reacciones en las
concentraciones unitarias mas altas demostrando que la reaccion habia llegado a completarse. Los 2 nucleétidos
afadidos de la transcriptasa inversa SuperScript™Il mas alla del extremo del molde, F309N y T197E no se
extendieron més alla del extremo del molde, y Y133A parece que tiene una pequefia cantidad de producto que es 1
nucle6tido més alla del extremo del molde.

Ejemplo 4: Mutantes duales termoestables y TdT

La posicién del aminoacido F309 en la transcriptasa inversa de M-MLV (RT) esta alineada con la posicion de W266
en la transcriptasa inversa de VIH. Esta posicién esta en la base del dominio del pulgar y se considera parte del
tracto de unién con la ranura menor que interactda con la ranura menor del molde-cebador. Se ha demostrado que
las mutaciones H204R y T306K aumentan la termoestabilidad de la enzima. La mutacion F309N en un clon
H204R/T306K presenta una frecuencia de mutacion 2,3x mas baja en un ensayo directo de lacZ (Tabla 5) en molde
de ARN y productos de extension mas cortos en un ensayo de extension de 3 dNTP que la transcriptasa inversa
SuperScript™Il o H204R/T306K en la transcriptasa inversa SuperScript™Il. Ambos hallazgos apoyan la
reivindicacion de una enzima con mas alta fidelidad (Tabla 6).

Tabla 5

Frecuencia de mutacion de los mutantes con alta fidelidad de la transcriptasa inversa de M-MLV

Constructo placas totales placas mutantes MF(x 104)
SSli 15689 87 39
SSIl (H204R, T306K) 14410 83 41
SSII (H204R, T306K, F309N) 11623 39 17
SSIl (H204R, T306K, F309N, V223H) 11415 39 14

Tabla 5. La frecuencia de mutacion de la transcriptasa inversa SuperScript™Il y mutantes puntuales. Se determiné
la frecuencia de mutacion (MF) dividiendo el nimero de placas mutantes (azul claro o blanco) por el niUmero total de
placas. La frecuencia mutante previa del ADN de partida fue 17 x 10 para los 3 primeros constructos y 20 x 10
para el Gltimo constructo.

Tabla 6

Tasas de error (ER) de los mutantes con alta fidelidad de la transcriptasa inversa de M-MLV

M-MLV SuperScript™Il F309N V223H/F309N
ER global (0ER) 1/17.000 1/15.000 1/34.000 1/41.000
Desajuste
% de total 46 35 68 72
ER (MER) 1/37.000 1/42.000 1/50.000 1/58.000

Desplazamiento del marco
de lectura
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Tasas de error (ER) de los mutantes con alta fidelidad de la transcriptasa inversa de M-MLV

M-MLV SuperScript™I| F309N V223H/F309N
% de total 46 60 2122
ER (rfER) 1/37.000 1/25.000 1/162.000 1/188.000
Salto de hebra
% de total 8 5 116
ER (JER) 1/213.000 1/297.000 1/324.000 1/690.000

Métodos

Mutagénesis. Utilizando un protocolo de mutagénesis estandar dirigida a un sitio como se describe en el ejemplo 3,
se anillé un cebador que contiene la mutacion V223H con ADN de una sola hebra de SuperScript™Il con las
siguientes mutaciones: H204R, T306K, F309N. Se secuenciaron las colonias para confirmar la nueva combinacion
de V223H, H204R, T306K, y F309N.

Seleccion de colonias que contienen transcriptasa inversa activa. La seleccion de colonias se realiz6 como en el
ejemplo 3.

Purificacion de RT mutantes. Se realizé la purificacion como en el ejemplo 3.

Secuenciacion de placas. Las placas del ensayo directo de lacZ se transfirieron desde la placa de agar blando a
papel Whatmann 3MM y se dejaron secar durante al menos 1 hora. Se perford entonces la placa y se afadio el
disco de placa/papel directamente a una mezcla de reaccion de secuenciacion que contenia 4-8 ul de ABI PRISM
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer), 1 puyl de cebador
(GAAGATCGCACTCCAGCCAGC) (SEQ ID NO:5), y agua destilada hasta un volumen total de 20 pl. Se utiliz6 el
protocolo de secuenciacién de ciclo ABI a 96 °C 10 segundos, 50 °C 5 segundos, 60 °C 4 minutos durante 25 ciclos.
Se separaron los discos de papel y se precipitaron las reacciones, después se volvieron a suspender en colorante
de carga y se secuenciaron en una maquina de secuenciacion ABI 377.

Se compararon las secuencias con la secuencia alfa lacZ natural y después se clasificaron como desplazamiento del
marco de lectura (1 nucledtido de insercion o de delecién), desajuste, o salto de hebra (una insercién o delecién
entre secuencias repetidas). Se determind la tasa de error global para cada clase dividiendo la frecuencia de
mutacion por el numero de sitios detectables (es decir, sitios cuya alteracion produce un cambio fenotipico) (116)
multiplicado por 0,5 (para excluir la contribucién de la hebra UGnica original) y después multiplicado por el porcentaje
de mutantes observados en cada clase. ER = MF/(sitios detectables* 0,5) * (% en cada clase).

Método de ensayo de 3dNTP. Los ensayos de 3dNTP se realizaron como en el ejemplo 3.
Resultados

Se llevé a cabo un ensayo de insercién defectuosa de transcriptasa inversa SuperScript™Il F309N (H204R T306K),
de aqui en adelante denominada F309N, y de V223H F309N (H204R T306K), de aqui en adelante denominada
V223H/F309N con molde de ADN. Este ensayo se empled para comparar la capacidad de incorporacion errénea del
mutante con la de SuperScript™Il. El ensayo es un ensayo de extension del cebador utilizando molde-cebador de
ADN sintético y conjuntos dNTP predispuestos que contenian solamente tres de los cuatro dNTPs. Las reacciones
se presentan sobre un gel en la Figura 5 y en la Figura 6. En este ensayo, la eficiencia mas alta de la extension del
cebador indica fidelidad mas baja. Como se muestra en las figuras 5 y 6, en presencia de los 4 dNTPs, la
transcriptasa inversa SuperScript™Il y los mutantes F309N y V223H/F309N fueron capaces de extender el cebador
aproximadamente igual, con alguna variacion en la adicion de nucleétidos no dirigidos al molde en el extremo del
cebador. Sin embargo, cuando se incubaron con conjuntos de nucleétidos predispuestos, la transcriptasa inversa
SuperScript™Il fue capaz de catalizar una extension sustancial mas alla de los nucleétidos del molde para lo cual
faltaba un dNTP complementario, indicando el uso de nucle6tidos incorrectos y una fidelidad méas baja. En la Figura
5, el mutante F309N (2) presentd productos de extension mas cortos que la transcriptasa inversa SuperScript™Il en
cada uno de los conjuntos predispuestos de tres dNTPs, indicando menos capacidad para incorporar nucleétidos
incorrectos y por lo tanto una fidelidad mas alta. En la Figura 6, el mutante V223H/F309N se extendi6 solo con los
conjuntos dATP y dCTP. En cada caso V223H/F309N tenia también menos productos de extension que
SuperScript™I|l. Esto se corresponde con los resultados del ensayo de lacZa donde los mutantes F309N y
V223H/F309N tenian una frecuencia de mutacion mas baja que la transcriptasa inversa SuperScript™Il (17x10* y
14x10* a 39x10). La transcriptasa inversa solo con las mutaciones H204R T306K sin F309N tiene una frecuencia
de mutacién similar a la transcriptasa inversa SuperScript™Il (41x10* a 39x10), lo que da a entender que estas
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mutaciones no influyen en la fidelidad. Estos datos muestran una correlacion entre el ensayo de insercion
defectuosa sobre ADN vy el ensayo de lacZa sobre ARN en donde los mutantes de fidelidad més alta tenian tanto
productos de extensién mas corta con conjuntos de dNTPs predispuestos como frecuencias de mutacion mas bajas
en el ensayo de lacZa.

Ejemplo 5: Determinacion de la tasa de error

Para determinar las tasas de error, se secuenciaron las placas mutantes del ensayo de lacZ utilizando métodos
conocidos. Se clasificaron entonces las mutaciones en una de las siguientes categorias: desajustes para sucesos de
insercion defectuosa, desplazamientos del marco de lectura para sucesos de insercién o delecion Unica, o saltos
para grandes inserciones o deleciones causadas por saltos entre secuencias similares. Se determiné entonces una
tasa de error global para el cido nucleico que codifica el péptido lacZ-alfa utilizando la siguiente ecuacion:

ER (tasa de error) = MF (frecuencia de mutacién) / (nimero de sitios detectables x 0,5), donde el nimero de sitios
detectables es 116

No todas las bases mutadas en los ensayos dirigidos a lacZ dieron como resultado un cambio fenotipico detectable.
Para determinar las tasas especificas de error para desajustes, desplazamiento del marco de lectura y saltos, se
modificéd la frecuencia de mutacién multiplicando por el tanto por ciento del total de cada categoria de mutante, y
después se utilizé para determinar la tasa especifica de error. Lo que sigue es un mapa de secuencias del péptido
lacZa en M13mpl9 a partir de los ensayos de transcriptasa inversa SuperScript™Il y la transcriptasa inversa
SuperScript™Il H203R T306K F309N de alta fidelidad. El subrayado indica deleciones; "*" indica inserciones de la
base A, T, C, o G indicadas antes; A, T, C, o G mostradas antes de la secuencia completa indican desajustes.

Mapa de mutaciones introducidas por SuperScript™Ii
T C

T T ™ C
AGCGCAACGC AATTAATETG AGTTAGCTCA CTCATTAGGC ACCCCABGCT TTACACTTTA
1 1 4

cG c cC
TGCTTCCCGEC TCGTATGTTG TGTGGAATTG TGAGCGGATA ACAATTICAC ACAGGARACA
1

C

cc Lole] C
GCTATS ACC ATG ATT ACG™CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG BCT CTA GAG GAT CCC CGG
1

T ANAR
. T A AR
T T A A
T T T A T A c
GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG GCC GTC GTTTTA CAA CGT CGT GAC T(;'-G G?A ARC C1CT GGC
7 .
TTTIT
TTTTT
c TTITT
c TTT
ATT
Tc c c T Tc Tcrr ¢ G 4

GIT ACC CAR CTT AART CGC CTT GCA GCA CAT CCCACCT™TTC GCC AGC TGG CaT

AART AGC & (BEQ ID NO:6)

Tabla 7

Inserciones 40 38 % 60 % de desplazamiento del marco de lectura (insercion o delecion)
Deleciones 23 22 %

Desajustes 36 35% 35 % de desajustes

Saltos 5 5% 5 % de saltos

Tabla 8

Tasa de error global (0OER) 1/15.000 (39x104)/(116 x 0,5)

Tasa de error de desajustes (MER) 1/42.500 (0,35 x 39x104)/(116 x 0,5)
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Tasa de error de desplazamiento del marco de |1/25.000 (0,60 x 39x104)/(116 x 0,5)
lectura (fER)

Tasa de error de saltos (JER) 1/297.000 (0,05 x 39x104)/(116 x 0,5)

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes mencionadas en esta memoria descriptiva son
indicativas del nivel de los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion.

37



10

15

20

25

30

35

40

ES 2578 634 T3

REIVINDICACIONES

1. Una transcriptasa inversa de M-MLV en donde la histidina en la posicién 204 natural esta reemplazada con
arginina para aumentar o mejorar la termoestabilidad.

2. La transcriptasa inversa de la reivindicacion 1, que comprende ademas una mutaciéon o modificacion en la
posicion correspondiente a la treonina 306.

3. La transcriptasa inversa de la reivindicacién 2, en donde la treonina 306 esta reemplazada o con lisina o con
arginina.

4. La transcriptasa inversa de la reivindicacién 1, que retiene al menos 50 % de su actividad de transcriptasa inversa
después de calentamiento a 50 °C durante 5 minutos.

5. La transcriptasa inversa de la reivindicacion 1, en donde la transcriptasa inversa tiene una o mas propiedades
seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) actividad de RNasa H reducida o sustancialmente reducida;
(b) actividad de desoxinucleotidil transferasa terminal reducida o sustancialmente reducida; y
(c) aumento de la fidelidad.

6. La transcriptasa inversa de la reivindicacion 5, en donde la transcriptasa inversa tiene una actividad de RNasa H
reducida o sustancialmente reducida.

7. La transcriptasa inversa de la reivindicacion 5, en donde la transcriptasa inversa tiene una actividad de
desoxinucleotidil transferasa terminal reducida o sustancialmente reducida.

8. La transcriptasa inversa de la reivindicacion 5, en donde la transcriptasa inversa tiene una fidelidad aumentada.

9. La transcriptasa inversa de la reivindicacién 1, en donde la transcriptasa inversa es RNasa H-transcriptasa inversa
de M-MLV

10. Un vector que comprende &cido nucleico que codifica la transcriptasa inversa de la reivindicacion 1.

11. El vector de la reivindicacion 10, en donde el vector es un vector de expresion y el acido nucleico esta ligado
operativamente a un promotor.

12. El vector de la reivindicacion 11, en donde el promotor se selecciona del grupo que consiste en un promotor A-Py,
un promotor tac, un promotor trp, un promotor ara BAD y un promotor trc.

13. Una célula hospedante que comprende el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12.

14. Un método para producir una transcriptasa inversa, comprendiendo el método:

(a) cultivar la célula hospedante de la reivindicacion 13;

(b) expresar el acido nucleico; y

(c) aislar la transcriptasa inversa de la célula hospedante.

15. El método de la reivindicacion 14, en donde la célula hospedante es una célula de Escherichia coli.

16. Un método para transcripcion inversa de una o mas moléculas de acido nucleico que comprende:

(a) mezclar uno o mas moldes de acido nucleico con una o mas transcriptasas inversas de la reivindicacion 1;y

(b) incubar la mezcla de (a) en condiciones suficientes para preparar una o mas primeras moléculas de acido
nucleico complementarias de todo o parte del uno o mas moldes.

17. El método de la reivindicacion 16, en donde el molde de acido nucleico es una molécula de ARN mensajero o
una poblacién de moléculas de mARN.

18. El método de la reivindicacion 17, comprendiendo ademas el método la etapa de incubar las una o méas primeras
moléculas de acido nucleico en condiciones suficientes para preparar una o mas segundas moléculas de acido
nucleico complementarias de todo o parte de la una o mas primeras moléculas de acido nucleico.

19. Un método de amplificacion de una o mas moléculas de acido nucleico, comprendiendo el método:
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(a) mezclar uno o mas moldes de acido nucleico con una o mas transcriptasas inversas de la reivindicacion 1 y una
0 mas ADN-polimerasas; y

(b) incubar la mezcla de (a) en condiciones suficientes para amplificar una 0 mas moléculas de &cido nucleico
complementarias de todo o parte del uno o mas moldes.

20. Un método para secuenciar una o mas moléculas de &cido nucleico, comprendiendo el método:

(a) mezclar una o mas-moléculas de &cido nucleico a secuenciar con uno o méas cebadores, una o mas
transcriptasas inversas de la reivindicacion 1, uno o mas nucleétidos y uno o mas agentes de terminacion;

(b) incubar la mezcla de (a) en condiciones suficientes para sintetizar una poblacion de moléculas complementarias
de todo o parte de las una o0 mas moléculas a secuenciar; y

(c) separar la poblacién para determinar la secuencia de nucleétidos de todo o parte de las una o mas moléculas a
secuenciar.

21. Un método para secuenciar una molécula de &cido nucleico, comprendiendo el método:

(a) mezclar una molécula de &cido nucleico a secuenciar con uno 0 mas cebadores, una 0 mas transcriptasas
inversas de la reivindicacion 1, uno o mas nucle6tidos y uno o mas agentes de terminacion;

(b) incubar la mezcla de (a) en condiciones suficientes para sintetizar una poblacion de moléculas complementarias
de todo o parte de la molécula a secuenciar; y

(c) separar los miembros de la poblacion para determinar la secuencia de nucledtidos de toda o parte de la molécula
a secuenciar.

22. Un kit para utilizacion en transcripcion inversa, amplificacion o secuenciacion de una molécula de &cido nucleico,
comprendiendo el kit un primer recipiente que comprende una 0 mas transcriptasas inversas de la reivindicacion 1.

23. El kit de la reivindicacion 22, que comprende ademas uno o mas componentes seleccionados del grupo que
consiste en uno 0 mas nucleétidos, una o mas ADN-polimerasas, un tampén adecuado, uno 0 mas cebadores y uno
0 mas agentes de terminacion.

24. El kit de la reivindicacion 23 en donde el agente de terminacion es un didesoxinucleétido.
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FIG.3
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