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DESCRIPCION
Polimerasa
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polimerasas obtenidas por ingenieria genética. En particular, la invenciéon se
refiere a polimerasas obtenidas por ingenieria genética que son resistentes a ciertos inhibidores del entorno y
bioldgicos. Se describen asimismo los usos de dichas polimerasas obtenidas por ingenieria genética y métodos para
generar dichas polimerasas obtenidas por ingenieria genética.

Antecedentes de la invencion

Las enzimas polimerasa, tales como ADN polimerasa, ARN polimerasa o transcriptasa inversa, pueden catalizar la
formacién de polinucleétidos de ADN o ARN utilizando una cadena de ADN o ARN existente como matriz. Las ARN
polimerasas o ADN polimerasas pueden catalizar la polimerizacion de ARN y ADN respectivamente utilizando una
matriz de ADN, mientras que la transcriptasa inversa puede catalizar la formaciéon de ADN utilizando una matriz de
ARN.

Las ADN polimerasas, por ejemplo, son enzimas intracelulares de origen natural y son utilizadas por una célula para
replicar una cadena de acidos nucleicos utilizando una molécula matriz para fabricar una cadena de acidos nucleicos
complementaria. Asimismo, estd muy extendido el uso de ADN polimerasas in vitro para diversas aplicaciones
bioquimicas, incluyendo la sintesis de ADNc y reacciones de secuenciacion de ADN, amplificacién de acidos
nucleicos a través de métodos como reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y para métodos de amplificacion
mediados por transcripcion de ARN.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de uso muy extendido que permite amplificar
exponencialmente una region especifica de ADN, siempre y cuando al menos parte de la secuencia de nucleétidos
sea conocida. Dicha region conocida de la secuencia se utiliza para disefiar oligonucleétidos de ADN sintéticos
complementarios para cada cadena de la doble hélice de ADN. Dichos oligonucleoétidos sirven como cebadores para
la sintesis de ADN in vitro, que es catalizada por ADN polimerasa.

Lamentablemente, la eficacia de esta técnica en la investigacion basica o en aplicaciones forenses o clinicas esta
limitada por algunos problemas técnicos. Se conoce una serie de sustancias que son potentes inhibidores de la
actividad de polimerasa y que limitan el uso de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras
bioldgicas, cuando estan presentes. Entre los ejemplos se incluyen heme (y sus productos de degradaciéon, como
bilirrurbina) presentes en la sangre y las heces. Otro potente inhibidor presente en el entorno es acido humico.

Los acidos humicos son una mezcla compleja de acidos polifendlicos producidos por descomposicion de materia
organica (p.ej. descomposicion de vegetacion de la corteza terrestre). Los acidos humicos son ubicuos en el suelo y
el agua y, por tanto, estan presentes en cualquier muestra expuesta al entorno. La inhibicién de PCR a través de
acidos humicos es por tanto especialmente pertinente para muestras de interés paleontoldgico, arqueoldgico o
forense, expuestas al suelo durante extensos periodos de tiempo.

Ha habido algunas tentativas para eludir el problema de la contaminacién de acido humico en las muestras de PCR.
Uno de los enfoques para solventar el problema ha sido la purificacién o extraccion de ADN de las muestras con
antelacion a la PCR (La Montagne et al (2002) J Microbiol Methods 49:255-64; Howeler et al J Microbiol Methods
2003 54:37-45). Lamentablemente, es posible que la contaminacion siga siendo un problema dependiendo del
método de extraccion utilizado (La Montagne et al 2002). Ademas, no todos los contaminantes se eliminan de forma
completa durante los protocolos de extraccion clasicos (como tratamientos con detergente, proteasa y fenol-
cloroformo) y se puede producir la pérdida de muestra original. Otro problema asociado a los procedimientos de
extraccion incluye el uso de materiales caros, tales como columnas de intercambio iénico, extracciéon con perlas de
vidrio, separacion inmunomagnética, cromatografia de exclusién por tamafio, resinas de unién anidénica o columnas
de spin (Wilson, IG (1997) Appl. Environ. Microbiol. 63:3741-3751). Por otra parte, las etapas adicionales que
requiere cada protocolo de PCR aumentan los riesgos de contaminacion transversal y los consiguientes resultados
falso-positivo.

Otro enfoque para abordar el efecto inhibidor de acido humico en la actividad de polimerasa consiste en aumentar la
concentracion de polimerasa en cada mezcla de reaccion (Sutlovic et al Croat Med J 2005 46:556-62). Se han
notificado también diversos aditivos como BSA, T4 gp32 o ADN de esperma de salmén para mitigar la inhibicion de
la actividad de polimerasa, pero es necesario afadirlas en concentraciones sustanciales (normalmente, mas de 0,2
mg/ml) (Tebbe et al Appl Environ Microbiol. (1993) 59:2657-65).

En todas las tentativas anteriores para evitar la inhibicion de PCR a través del acido humico, como las técnicas de
extraccion o la adicion de suplementos, hay un consumo de tiempo y gasto asociado al uso de reactivos adicionales
o la aplicacion de los protocolos.
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Por tanto, en la técnica sigue necesitandose contar con un modo mas sencillo y eficaz para solucionar el efecto
inhibidor de acido humico sobre ADN polimerasas, en particular en PCR.

Ravenschlag (Applications, 2000; No. 20; Eppendorf, XP-002465385) describe la amplificacion utilizando Taq
polimerasas maestras de genes ADNr 16S de ADN contaminado con sustancias humicas extraidas de sedimento
marino.

Sumario de la invencion
La invencion se puede resumir en los siguientes parrafos enumerados:

1. Una polimerasa obtenida por ingenieria genética que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
SEQIDNO 2,4, 6,80 10.

2. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de
acuerdo con el parrafo 1.

3. Una molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con el parrafo 2 que comprende una secuencia de
nucleétidos tal como se expone en cualquiera de las SEQ ID NO. 1, 3,5,7 0 9.

4. Uso de una polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con el parrafo 1, para producir productos
de extension de cebador.

5. Un kit para amplificar acido nucleico que comprende una polimerasa obtenida por ingenieria genética aislada
de acuerdo con el parrafo 1.

La presente invencion aborda el problema de la inhibicion de la actividad ADN polimerasas mediante acido humico.
Concretamente, la presente invencion proporciona una ADN polimerasa que es resistente a los efectos inhibidores
de acido humico. Cabe destacar que el problema de la intolerancia al acido huimico al que se enfrenta la ADN
polimerasa en reacciones de PCR se resuelve no alterando la cantidad o la potencia del acido humico presente en
una muestra, como en la técnica anterior, sino a través de cambios en las propiedades de la propia polimerasa.

En un primer aspecto, la presente divulgacion proporciona una polimerasa obtenida por ingenieria genética en la que
la polimerasa presenta una mejor capacidad para procesar acido nucleico en presencia de acido humico en
comparacion con la polimerasa de tipo silvestre.

De acuerdo con el aspecto mencionado de la divulgacion, la expresion “polimerasa obtenida por ingenieria genética”
se refiere a una polimerasa que tiene una secuencia de acidos nucleicos que no es idéntica al 100 % a nivel de
acidos nucleicos a la una o mas polimerasa(s) o fragmentos de la misma de la que se deriva, y que es sintética. De
acuerdo con la presente divulgacion, la polimerasa obtenida por ingenieria genética puede derivarse de ADN
polimerasa de tipo silvestre por sustitucion, delecién o insercién de uno o mas aminoacidos. La expresion
“polimerasa obtenida por ingenieria genética”, tal como se define en el presente documento también incluye dentro
de su alcance fragmentos, derivados y homologos de una “polimerasa obtenida por ingenieria genética” tal como se
definen en el presente documento, siempre y cuando presenten la propiedad requerida de poseer una mejor
capacidad para procesar acido nucleico en presencia de acido humico en comparaciéon con la polimerasa de tipo
silvestre.

Una polimerasa de “tipo silvestre” es una polimerasa que no ha sido obtenida por ingenieria genética de acuerdo con
la presente divulgacion. Preferentemente, una polimerasa de tipo silvestre es una polimerasa que se somete al
procedimiento de ingenieria reivindicado; por tanto, la polimerasa de tipo silvestre es una forma no modificada de la
polimerasa obtenida por ingenieria genética.

“Mejor capacidad” ha de interpretarse como un aumento de cualquier funcidon de la polimerasa obtenida por
ingenieria genética que le permita procesar acido nucleico en comparacion con las de la polimerasa de tipo silvestre.
Esto incluye un aumento de la capacidad de la polimerasa para catalizar la formacién de una unién entre el grupo 3’
hidroxilo en el extremo creciente del cebador del acido nucleico y el grupo 50-fosfato del nucleétido trifosfato. Las
funciones de ADN polimerasas incluyen también, pero no se limitan a ellas, la incorporacion de subunidades de
desoxirribonucleotido o derivados de ellas, transferencia de fosforilo, translocacién a lo largo de una matriz de ADN,
extension de sustratos de cebador, reconocimiento de matriz y replicacion o amplificacion de ADN matriz.

Una polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la divulgacion puede ser una ADN polimerasa. Las
personas especializadas en la técnica conoceran ADN polimerasa, asi como sus funciones y propiedades. Una ADN
polimerasa obtenida por ingenieria genética tendra propiedades y caracteristicas similares a la polimerasa obtenida
por ingenieria genética de la descripcion en el sentido de que poseera una mejor capacidad para procesar acido
nucleico en comparacion con las ADN polimerasas de tipo silvestre de las que se haya podido derivar.

La ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética aislada por los autores de la presente invencién tiene una mejor
capacidad para procesar acidos nucleicos a concentraciones comprendidas entre 0,1 % y 50 % de acido humico.
Preferentemente, la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética tiene una mejor capacidad para procesar
acido nucleico a una concentracion comprendida entre 1 y 30 % de acido humico. Es sobre todo de preferencia que
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la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética tenga una mejor capacidad para procesar acido nucleico a
concentraciones comprendidas entre 5 y 20 % de acido humico. El acido humico se puede derivar de material
organico descompuesto como por ejemplo suelo de turba. En el presente documento se describen métodos para la
derivacion de una solucion de acido humico a concentraciones comprendidas entre 5 y 20 %. Utilizando dichos
métodos, las personas especializadas en la técnica podran determinar otras polimerasas que pueden procesar
acidos nucleicos a diferentes concentraciones de acido humico que entran dentro del ambito de la presente
divulgacion. Los autores de la presente invencion miden la capacidad de la ADN polimerasa obtenida por ingenieria
genética para procesar acido nucleico comparando la actividad de la ADN polimerasa obtenida por ingenieria
genética con la ADN polimerasa de tipo silvestre a varias concentraciones de acido humico. Se pueden identificar
pues ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética que son activas a concentraciones de acido humico en las
que las ADN polimerasas de tipo silvestre no.

Se ha observado que las ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética de la presente divulgacion son activas
a concentraciones de acido humico al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o0 20 veces
mayores que las concentraciones a las que la ADN polimerasa de tipo silvestre sigue siendo activa. Por
consiguiente, se proporciona una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética con una mejor capacidad para
procesar acido nucleico en presencia de acido humico, en la que dicha capacidad se potenciaa 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 veces mas que la de ADN polimerasa de tipo silvestre.

Las ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética de la presente divulgacion se pueden utilizar en cualquier
reaccién in vitro en la que se considere beneficiosa la propiedad de resistencia al acido humico. Las ADN
polimerasas se utilizan en muchas de las aplicaciones de biologia molecular in vitro, entre las que se incluyen
mutagénesis, genotecas de ADNc, secuenciado y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se sabe que la
inhibicion de la actividad de ADN polimerasa de tipo silvestre mediante acido humico puede inhibir o dafar una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En esta técnica es esencial la actividad de ADN polimerasa, que
participa en la replicacion del ADN matriz en sitios marcados por cebadores, incorporando subunidades
desoxirribonucleico para sintetizar una nueva cadena de ADN. Las muestras bioldgicas de interés paleontolégico,
arqueoldgico o forense que contienen ADN matriz pueden quedar expuestas al suelo durante periodos de tiempo
prolongados y pueden contener acido himico. Las ADN polimerasas obtenidas por ingenieria quimica de la presente
divulgacion son particularmente adecuadas para su uso en reacciones de PCR realizadas sobre estas muestras. Por
lo tanto, preferentemente, la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de la presente divulgacion tiene una
mejor capacidad para procesar acido nucleico dentro de una reaccion en cadena de la polimerasa.

Las moléculas de acido nucleico que codifican ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética de la presente
divulgacion se pueden obtener faciimente de varias maneras, sin limitacién, sintesis quimica, rastreo de genoteca
gendmica o ADNc, rastreo de genoteca de expresion y/o amplificacion PCR de ADNc.

Los autores de la presente invencion proporcionan también métodos para introducir mutaciones en acidos nucleicos
y para generar genotecas de los mismos. Las personas especializadas en la técnica estaran enteradas de las
distintas técnicas para generar diversidad dentro de un gen y dentro de acido nucleico. Las moléculas de acido
nucleico que codifican variantes se pueden producir utilizando mutagénesis dirigida a sitio, amplificacion por PCR
propensa a error, amplificacion por PCR, u otros métodos apropiados, en los que el (los) cebador(es) tienen las
mutaciones puntuales deseadas (véase Sambrook et al., supra, and Ausubel et al., supra, para las descripciones de
técnicas de mutaciones). Se puede recurrir también a la sintesis quimica utilizando los métodos descritos por Engels
et al., para preparar dichas variantes. Se pueden utilizar también otros métodos conocidos entre las personas
especializadas en la técnica.

Los autores de la presente invencion describen la generacion de una genoteca de variantes génicas de polimerasa
quimérica que se pueden derivar por técnicas de barajado genético como “proceso de extension escalonado” (StEP)
(Zhao et al Biotechnol (1998) 16:258-261). Esta técnica permite que dos o mas genes de interés de diferentes
especies se recombinen aleatoriamente para producir quimeras, cuya secuencia contiene partes de los genes
parentales de entrada originales.

Por consiguiente, se proporciona en la presente divulgaciéon una ADN polimerasa obtenida por ingenieria que
comprende una ADN polimerasa que se genera a partir de una genoteca derivada por recombinacion de los genes
de ADN polimerasa de tipo silvestre relacionados. Ventajosamente, la ADN polimerasa obtenida por ingenieria
genética con resistencia a acido humico de acuerdo con la divulgaciéon se deriva de una ADN polimerasa de la
familia pol A. Preferentemente, la polimerasa de tipo silvestre se selecciona del grupo que consiste en Taq, T8 (una
variante de Taq 11 veces mas termoestable seleccionada previamente; Ghadessey et al. 2001), TTh (Thermus
thermophilus) y Ttl (Thermus flavus).

Se proporciona asimismo en la presente divulgacién una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética generada
a partir de una genoteca de acidos nucleicos derivados por mutagénesis y/o recombinacion por reaccion en cadena
de la polimerasa propensa a error de genes de ADN polimerasa de tipo silvestre relacionados.
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En un segundo aspecto de la divulgacion, se proporcionan métodos para la generaciéon de ADN polimerasas
obtenidas por ingenieria genética que son resistentes a acido humico. Por consiguiente, se proporciona un método
para producir una ADN polimerasa de la presente divulgacion que comprende:

(a) preparacion de una molécula de acido nucleico que codifica ADN polimerasa;

(b) introduccion de una mutacion en la molécula de acido nucleico que codifica la polimerasa de la etapa (a) de
manera que uno o mas nucleétidos en una o mas regiones no son idénticas a la ADN polimerasa de la que se
derivan;

(c) seleccion de ADN polimerasas modificadas expresadas por molécula de acido nucleico mutada; y

(d) aislamiento y purificacién de ADN polimerasa.

Un método preferente sobre todo para generar las ADN polimerasas por ingenieria genética de la presente
divulgacion es por evolucion dirigida. Las técnicas de evolucion dirigida y la autorreplicacion compartimentalizada se
explican con detalle en GB 97143002 y GB 98063936 y GB 01275643, a nombre de los autores de la presente
invencion.

Los autores de la presente invencion han modificado los métodos de autorreplicacion compartimentalizada y han
generado de manera sorprendente ADN polimerasas que presentan resistencia a acido humico. Por consiguiente,
en otro aspecto mas de la invencion, se proporciona un método para generar una ADN polimerasa por ingenieria
genética que comprende las etapas de:

a) proporcionar una agrupacion de acidos nucleicos que comprende miembros que codifican cada uno de ellos
individualmente una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética;

b) proporcionar acido himico;

c) subdividir la agrupacion de acidos nucleicos en compartimentos, de manera que cada compartimento
comprende esencialmente un miembro acido nucleico de la agrupacion junto con la ADN polimerasas obtenida
por ingenieria genética o variante codificada por el miembro de acido nucleico, y acido humico;

d) dejar que tenga lugar el procesamiento del miembro de acido nucleico, y

€) detectar el procesamiento del miembro de acido nucleico mediante la ADN polimerasa obtenida por ingenieria
genética; y

f) opcionalmente, repetir la serie de las etapas (a) a (f) una o mas veces.

Preferentemente, el procesamiento de dicho miembro de acido nucleico forma parte de una reaccion en cadena de
polimerasa.

Preferentemente, el acido humico se proporciona a una concentraciéon que inhibe la actividad de ADN polimerasa de
tipo silvestre. Ventajosamente, se afiade acido humico a una concentracion suficiente como para proporcionar una
presion de seleccién, pero no hasta el punto de inhibir toda la actividad de polimerasa. Al aplicar el método
mencionado para generar por ingenieria genética ADN polimerasa, solamente las ADN polimerasas que son
resistentes para una cantidad de acido humico dada seran capaces de procesar acido nucleico y, posteriormente,
ser detectadas.

En otro aspecto del método mencionado, el miembro comprende una célula bacteriana que expresa la ADN
polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la presente invencion. Preferentemente, la célula
bacteriana es E.Coli.

En el método para generar ADN polimerasa por ingenieria genética mencionado, solamente las ADN polimerasas
que presentan al menos alguna resistencia a acido humico seran capaces de procesar acido nucleico v,
posteriormente, ser detectadas. Por consiguiente, el nimero de copias post-amplificacion del miembro de acido
nucleico que codifica la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la divulgacion es
esencialmente proporcional a la actividad de la ADN polimerasa. Preferentemente, el procesamiento de acido
nucleico se detecta determinando el nimero de copias del miembro de acido nucleico.

En un a realizacion preferente, los compartimentos consisten en el componente acuoso encapsulado de emulsion
agua en aceite. La emulsion agua en aceite se produce preferentemente emulsionando una fase acuosa con una
fase oleosa en presencia de un tensioactivo que comprende 4,5 % v/v Span 80, 0,4 % v/v Tween 80y 0,1 % v/v
Triton X 100, o un tensioactivo que comprende Span 80, Tween 80 y Triton X 100 esencialmente en las mismas
proporciones. Preferentemente, la relacién de agua: fase oleosa es 1:2, que supone un tamarfio de gota adecuado.
Dichas emulsiones tienen una mayor estabilidad térmica que las emulsiones mas ricas en aceite.

En otro aspecto mas de la divulgacion, se proporciona una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética
caracterizad por que la secuencia de aminoacidos de la polimerasa comprende, preferentemente consiste en, la
secuencia de aminoacidos designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2.

Se proporciona asimismo una molécula de acido nucleico aislada que codifica un polipéptido de ADN polimerasa
obtenida por ingenieria genética que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 80 % de identidad
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con cualquiera de las SEQ ID NO 2, 4 0 6 y en la que dicho polipéptido tiene una actividad de ADN polimerasa en
presencia de 5 a 20 % acido humico. Preferentemente, dicho polipéptido tiene al menos 90 % de identidad con
restos amino de SEQ ID NO: 2, 4 o 6. Mas preferentemente, dicho polipéptido tiene al menos 95 % de identidad con
restos amino de SEQ ID NO: 2, 4 o 6. De forma sobre todo preferente, dicho polipéptido tiene al menos 99 % de
identidad con los restos de SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

En otra realizacion mas de la divulgacion, se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica ADN
polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la presente divulgacion que comprende una secuencia
de nucledtidos tal como se expone en las SEQ ID NO.1, 3 o 5. Preferentemente, la molécula de acido nucleico
aislada comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con las SEQ
IDNO.1,305.

Se proporciona asimismo en la presente divulgacion, una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética en la que
dicha ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética tiene al menos 80 % de identidad con los restos amino de la
polimerasa de tipo silvestre. Preferentemente, dicha ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética tiene al
menos 90 % de identidad con los restos amino de la polimerasa de tipo silvestre. De forma sobre todo preferente,
dicha ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética tiene al menos 95 % de identidad con los restos amino de la
polimerasa de tipo silvestre. Preferentemente, dicha ADN polimerasa de tipo silvestre es una ADN polimerasa de la
familia Pol A. Ventajosamente dicha ADN polimerasa de tipo silvestre se selecciona del grupo que comprende Tagq,
T8, TThy Ttl ADN polimerasas.

Preferentemente, una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de la presente divulgacion tiene al menos 95
% de homologia con la secuencia de aminoacidos y al menos 95 % de la capacidad de correccion de errores y
termoestabilidad de la ADN polimerasa de tipo silvestre aislada de Thermus aquaticus, Thermus thermophilus o
Thermus flavus.

En un aspecto mas de la divulgacion, se proporciona, una secuencia de nucleétidos que codifica los polipéptidos
antes descritos. Se proporciona asimismo, una molécula de acido nucleico recombinante que comprende una
secuencia promotora operativamente unida a una molécula de acido nucleico en la que dicha secuencia promotora
puede tener una funcion constitutiva, inducible o especifica de tejido. Se proporciona ademas una célula
transformada con dicha molécula de acido nucleico recombinante. Las células huésped pueden ser células huésped
procariotas (como E.coli) o células huésped eucariotas (como células de levaduras, insectos o vertebrados).
Preferentemente, la célula huésped es una célula huésped bacteriana. De forma sobre todo preferente la célula
huésped es E.coli.

Ventajosamente, el polipéptido antes descrito se utiliza para producir productos de extension de cebador.
Preferentemente, la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de la presente divulgacion se utiliza en una
reaccion en cadena de la polimerasa.

En un aspecto mas, se proporciona un kit para amplificar ADN que comprende la ADN polimerasa obtenida por
ingenieria genética de la presente divulgacion aislada.

Descripcion detallada

En la puesta en practica de la presente invenciéon se emplearan, a no ser que se indique de otro modo, técnicas
convencionales de quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, asequibles para
las personas especializadas en la técnica habitual. Dichas técnicas se explican en la bibliografia. Véase, p.€j., J.
Sambrook, E. F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Books 1-3,
Cold Spring Harbor Laboratory Press; B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing:
Essential Techniques, John Wiley & Sons; J. M. Polak and James O'D. McGee, 1990, In Situ Hybridization:
Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical
Approach, Irl Press; and, D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A:
Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press.

Acido hiimico

El acido humico es una sustancia compleja que se halla en ciertos depdsitos de materia organica parcialmente
descompuesta, en particular, plantas muertas (Hertkorn N. et al. 2002). Dichos depdsitos existen especialmente en
areas anteriormente densamente forestadas en condiciones de humedad de tipo pantanoso. Los depdsitos
representan una etapa entre la vegetacion en vias de descomposicion (humus/humatos/turba) y la posible formacion
de carbdn y petréleo final.

El término “acido humico” se refiere a cualquiera de los diversos acidos organicos que se obtienen del humus,
siendo el humus una materia organica parcialmente descompuesta. Otros términos que se utilizan para acido
hdmico incluyen, pero sin limitarse sélo a ellos, humina, sustancia hiumica, materia organica natural, acido fulvico,
landa, ulmina, geina, acido ulmico o géico. Las sustancias humicas estan dotadas de grupos funcionales acidos,
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principalmente acido carboxilico, que confieren a estas moléculas la capacidad de quelar cationes multivalentes
como MgZ+, ca®, y Fe?. El acido humico contiene un conjunto de entidades de peso molecular relativamente bajo
que incluye metales, acidos alifaticos, éteres, ésteres, alcoholes, fenoles (acidos carboxilicos), compuestos
fendlicos, fragmentos derivados de lignina aromaticos, polisacaridos y polipéptidos (Simpson A J et al. 2002). Otras
referencias para su consulta incluyen Flaig, Soil Components pp. 1-219 (Gieseking Ed., Springer, Berlin 1975) y
Humic Substances Il Hays et al. Ed., Wiley Interscience, John Wiley, Nueva York (1989), asi como Humus
Chemistry, Genesis Composition Reactions, autor F. J. Stevenson, John Wiley & Sons, Nueva York (1994).

Las muestras del entorno en las que esta presente acido humico incluyen, pero sin limitarse a ellas, suelo,
sedimento, barros, materia biolégica en descomposicion, restos arqueoldgicos, ciénagas de turba, compost y agua,
de origen terrestre o subterraneo. La ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de la presente invencion
puede ser particularmente Util para reacciones de replicacion o amplificacion como PCR, en las que el acido nucleico
que se ha de replicar o amplificar esta comprendido o ha sido expuesto a dicha muestra del entorno. Entre los usos
se incluyen por ejemplo, analiticas, clonacién, diagnostico y reacciones de deteccion en los campos de agricultura,
horticultura, forestacion, forense, investigacion bioldgica, asi como en la identificacion de organismos y
composiciones demuestra.

Aislamiento y uso de acido humico

El acido humico se extrae normalmente de humus en virtud de su solubilidad en alcali fuerte y la posterior
precipitacion de acido fuerte (Swift, R.S. in "Methods of soil analysis. Parte 3: Chemical methods", Sparks, D. L.
(Ed.), Soil Sci. Soc. Am., Madison, 1996, pp.1018-1020). El material solubilizado que queda es en cierto modo una
version refinada de acido humico, denominado acido fulvico. Las preparaciones solubles de acidos humicos también
estan disponibles en el mercado, especialmente como suplementos de nutrientes para las plantas. Se puede obtener
acido humico de calidad técnica, por ejemplo de Sigma-Alrich Company Ltd, Gillingham, RU, numero de producto
53680, numero CAS 1415-93-6. Tal como se ilustra en el Ejemplo 1, mas adelante, las soluciones de acido humico
se pueden preparar y utilizar para analizar la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genéticas candidata en cuanto
a su resistencia al acido humico. Las ADN polimerasas candidatas se pueden someter a ensayo en cualquier
reaccion de replicacion o amplificacion, por ejemplo, PCR. Preferentemente, las ADN polimerasas candidatas se
seleccionan por evolucion dirigida de ADN polimerasas en presencia de acido hiumico como presion de seleccion Se
puede afiadir el acido humico a cada uno de los compartimentos o microcapsulas durante la auto-replicacion
compartimentalizada, por ejemplo, o en cualquier otro método de evolucion dirigida. Se puede emplear la adicion de
acido humico a cada compartimento para seleccionar ADN polimerasas que tengan actividad en dichas condiciones.

La resistencia o una mejor capacidad para procesar acido nucleico se expresa convenientemente en lo que se
refiere a la concentracion de acido humico que segun las observaciones inhibe la actividad de la ADN polimerasa
seleccionada obtenida por ingenieria genética, en comparacion con la concentracion que segun las observaciones
inhibe la enzima ADN polimerasa de tipo silvestre. Por tanto, las ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética
seleccionadas de acuerdo con la divulgacion pueden tener 2X, 4X, 6X, 8X, 10X, 12X, 14X, 15X, 16X, 18X, 20X, 22X,
25X, 30X, o mas resistencia o mejor capacidad para procesar acido nucleico, en comparacion con la enzima ADN
polimerasa de tipo silvestre. De forma sobre todo preferente, las ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética
de la presente divulgacion tienen capacidad para procesar acido nucleico 16x mejor cuando se comparan de esta
forma. Las ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética seleccionadas tienen preferentemente 50 % o mas,
60 % o mas, 70 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, o incluso 100 % de actividad a la concentracion del factor de
inhibicion.

Compuestos fendlicos

El acido humico consiste en una mezcla de macromoléculas complejas que tienen estructuras fendlicas poliméricas
(Indice Merck 132 edicion).

El término “compuestos fendlicos” o polifenoles se refiere a una gama de sustancias que poseen un anillo aromatico
que lleva una o mas sustituciones hidroxilo. Compuestos fendlicos son productos del metabolismo secundario de las
plantas y estan muy extendidos en el reino vegetal. Las principales clases de compuestos fendlicos de las plantas
incluyen fenoles simples, acidos fendlicos, acidos fenilacéticos, cumarinas, naftoquinonas, estilbenos/antraquinonas,
flavonoides/isoflavonoides y ligninas (para mayor detalle, véase Harbone JB 1980, "Plant Phenolics in Encyclopedia
of Plant Physiology, volumen 8, paginas 329-395, editado por Bell EA and Charlwood BV, publicado por Springer-
Verlag, Berlin Heidelberg Nueva York). La deteccién y extraccion de compuestos fendlicos del suelo y otras
muestras biolégicas es muy conocida entre las personas especializadas en la técnica (Mahugo Santana et al Anal
Bioanal Chem (2005) 382(1):125-33, Shin et al J Biotechnol (2005) 119(1):36-43).

El término “acidos fendlicos” se refiere a derivados acidos de fenol, incluyendo, pero sin limitarse ellos, acido caféico,
vanilina, acido ferulico, acido galico, acido elagico y acido cumarico. Los acidos fendlicos forman un grupo diverso
que incluye dos categorias principales: los acidos hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos (King and Young, J
Am Diet Assoc. (1999) 99(2):213-8). “Acidos fitofendlicos” se refiere a acidos fendlicos derivados de material vegetal.
Los acidos fenolicos pueden darse en las plantas en forma de ésteres o glucésidos conjugados con otros
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compuestos naturales como flavonoides, alcoholes, acidos grasos hidroxilados, esteroles y glucdsidos. Los
compuestos de acido cinamico hidroxilados se dan con mas frecuencia sobre todo como ésteres simples con acidos
hidroxi carboxilicos o glucosa. Los compuestos de acido hidroxibenzoico estan presentes principalmente en forma
de glucosidos. Los métodos para la extraccion de acidos fendlicos a partir de muestras bilégicas se explican en
Luthria and Mukhopadhyay (2006) J. Agric. Food Chem 54:41-47.

Polimerasas

Las enzimas polimerasas son capaces de catalizar la produccién de ADN o ARN nuevos a partir de una matriz de
ADN o ARN existente, un proceso denominado polimerizacion. Existen muchos tipos diferentes de polimerasas
incluyendo ADN polimerasas, ARN polimerasas y transcriptasas inversas. Los métodos descritos en la presente
divulgacion pueden utilizarse para generar polimerasas por ingenieria genética, incluyendo ARN polimerasas, ADN
polimerasas o transcriptasas inversas que son resistentes a acido humico o compuestos fendlicos.

ARN polimerasas

Las ARN polimerasas (ARNP) catalizan la polimerizaciéon de una cadena de ARN a partir de una matriz de ADN en
un proceso de transcripcion. ARNP puede iniciar la transcripcién en secuencias de ADN especificas conocidas como
promotores. A continuacion, produce una cadena de ADN que es complementaria para la cadena de ADN utilizada
como matriz. El proceso de adicion de nucleétidos a la cadena de ARN se conoce como elongacion. Al contrario que
las ADN polimerasas, ARNP incluye una actividad helicasa, de manera que no se necesita una enzima por separado
para desenrollar ADN. No obstante, las RNP si que funcionan en asociaciéon con una serie de factores accesorios.
Dichos factores pueden controlar diversos procesos relacionados con polimerasas como temporalizacion vy
especificidad de la expresion génica. (Kaiser et al Trends Biochem Sci. (1996) 21(9):325-6) o reparacion acoplada a
transcripcion (Lane TF, Cancer Biol Ther. (2004) 3(6):528-33).

En eucariotas, la transcripcion de genes que codifican nucleo es llevada a cabo por tres ARN polimerasas
diferenciadas denominadas I, Il y Il (Archambault J et al; Microbiol Rev. (1993) 57(3):703-24). ARN polimerasa |
participa en la sintesis de ARN ribosomico, ARN polimerasa Il participa en la sintesis de precursores de ARNm y
ARNsn y ARN polimerasa lll sintetiza ARNt y otros ARNs pequefios. En las bacterias, la misma enzima cataliza la
sintesis de tres tipos de ARN: ARNm, ARNr y ARNt. La enzima nuclear tiene 5 subunidades (dos subunidades aq, {3,
B'y w) entre las cuales, la subunidad B cataliza la sintesis de RNA. En Mooney et al Cell, (1999), Vol. 98:687-690
and Cramer P (2002) Curr Opin Struct Biol 12(1):89-97, se proporciona ademas una explicacion de la estructura, la
funcion y la regulacion de otras ARN polimerasas en eucariotas y procariotas

ADN polimerasas

Las ADN polimerasas obtenidas por ingenieria genética de acuerdo con la presente divulgacion presentan al menos
alguna resistencia a acido humico o compuestos fendlicos.

Las enzimas ADN polimerasas son enzimas intracelulares de origen natural y son utilizadas por una célula para
replicar cadenas de acido nucleico. Durante el proceso de replicacion, se copia una secuencia de nucleétidos de una
cadena de ADN por apareamiento de bases complementario en una secuencia de acidos nucleicos complementaria.
Cada nucleotido en la cadena de ADN es reconocido por un nucleétido complementario sin polimerizar y requiere
que las dos cadenas de la hélice de ADN se separan, al menos transitoriamente, para que los grupos donador y
aceptor de enlace de hidrogeno de cada base quede expuesto para el apareamiento de bases. Los nucledtidos
sueltos de entrada apropiados se alinean asi para su polimerizacién catalizada por enzima en una nueva cadena de
acidos nucleicos.

Las enzimas que tienen actividad ADN polimerasa catalizan la formacion de un enlace entre el grupo 3’-hidroxilo en
el extremo en crecimiento de una secuencia de cebador de acido nucleico y el grupo 5-fosfato del nucledtido
trifosfato. Estos nucledtidos ftrifosfato se seleccionan normalmente entre desoxiadenosina trifosfato (A,
desoxitimidina trifosfato (T), desoxicitidina trifosfato (C) y dexosiguanosina trifosfato (G). Sin embargo, las ADN
polimerasas pueden incorporar versiones modificadas o alteradas de estos nucleétidos. El orden en el que se
afiadan los nucledtidos esta dictado por el apareamiento de bases para una cadena de la matriz de ADN; dicho
apareamiento de bases se lleva a cabo a través de la unidén hidrégeno “candnica” (unién de hidrogeno entre
nucledtidos A y T y entre nucleétidos G y C de cadenas de ADN opuestas), si bien en la técnica se conoce el
apareamiento de bases no canonico, como por ejemplo apareamiento de bases G:U. Véase, p.ej., Adams et al., The
Biochemistry of the Nucleic Acids 14-32 (11th ed. 1992). El uso in vitro, de enzimas que tienen actividad ADN
polimerasa se estd haciendo habitual en los ultimos afios en diversas aplicaciones bioquimicas, incluyendo la
sintesis de ADNc y reacciones de secuenciacion de ADN (véase, Sambrook et al., (22 ed. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989)), y la amplificacion de acidos nucleicos a través de métodos como la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) (Mullis et al., Patentes estadounidenses Nos. 4.683.195, 4.683.202, y 4.800.159) y métodos de
amplificacion mediada por transcripcion de ARN (p.gj., Kacian et al., Publicacion PCT No. W091/01384).
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Los métodos como PCR hacen uso de ciclos de la extension del cebador aprovechando la actividad de ADN
polimerasa, seguido de desnaturalizacion térmica del acido nucleico de doble cadena resultante para proporcionar
una nueva matriz para otra ronda de hibridacion y extensién de cebador. Dado que las altas temperaturas
necesarias para la desnaturalizacién de cadena tienen como resultado inactivaciones irreversibles de muchas ADN
polimerasas, el descubrimiento y uso de ADN polimerasas capaces de seguir activas a temperaturas por encima de
aproximadamente 37 °C a 42 °C (enzimas ADN polimerasa termoestables) proporciona ventajas desde el punto de
vista de los costes y la eficiencia del trabajo. Se han descubierto ADN polimerasas termoestables en una serie de
organismos termofilos entre los que se incluyen, sin limitarse sélo a ellos, Thermus aquaticus, Thermus
thermophilus, y especies de los géneros Bacillus, Thermococcus, Sulfolobus, Pyrococcus. Las ADN polimerasas se
pueden purificar directamente a partir de estos organismos termodfilos. No obstante, se pueden conseguir
sustanciales aumentos del rendimiento de ADN polimerasa clonando primero el gen que codifica la enzima en un
vector de expresion multicopia a través de métodos de tecnologia de ADN recombinante, insertando el vector en una
cepa de célula huésped capaz de expresar la enzima, desarrollando el cultivo de las células huésped que contienen
el vector, y extrayendo después la ADN polimerasa desde la cepa de la célula huésped que ha expresado la enzima.

Preferentemente, la DNA polimerasa de la presente divulgacion es una polimerasa termoestable. Una ADN
polimerasa "termoestable" tal como se utiliza en el presente documento es una polimerasa que presenta una
significativa resistencia a la desnaturalizacion térmica a temperaturas elevadas, normalmente por encima de la
temperatura corporal (37 °C). Preferentemente, dicha temperatura se encuentra en el intervalo de 42 °C a 160 °C,
mas preferentemente, entre 60 y 100 °C, de forma sobre todo preferente, por encima de 90 °C. En comparacion con
una polimerasa no termoestable, la polimerasa termoestable presenta un significativo aumento de su vida media
(tiempo de incubacion a temperatura elevada que tiene como resultado un 50 % de pérdida de la actividad).
Preferentemente, la polimerasa termoestable retiene un 30 % o mas de su actividad tras la incubacién a una
temperatura elevada, mas preferentemente, 40 %, 50 %, 60 %, 70 % o 80 % o mas de su actividad. Con mayor
preferencia aun, la polimerasa retiene un 80 % de la actividad. De forma sobre todo preferente, se retiene 90 %, 95
% o mas, incluso 100 % de la actividad. Las polimerasas no termoestables podrian presentar una escasa retencion,
o ninguna retencion de la actividad tras incubaciones similares a temperatura elevada.

Las ADN polimerasas bacterianas que se han caracterizado hasta la fecha presentan ciertos patrones de similitudes
y diferencias que han llevado a algunos a dividir estas enzimas en dos grupos: aquellas cuyos genes contienen
intrones/inteinas (ADN polimerasas clase B) y aquellas cuyos genes ADN polimerasa son practicamente similares a
ADN polimerasa | de E. coliy no contienen intrones (ADN polimerasas Clase A). Se han clonado y expresado varias
ADN polimerasas termoestables Clase A y Clase B derivadas de organismos termofilos. Entre las enzimas de clase
A: Lawyer, et al., J. Biol. Chem. 264:6427-6437 (1989) y Gelfund et al, patente estadounidense No. 5.079.352,
notifican la clonacion y expresion de ADN polimerasas termoestables de longitud completa derivadas de Thermus
aquaticus (Taq). Lawyer et al., en PCR Methods and Applications, 2:275-287 (1993), y Barnes, publicacién PCT No.
W092/06188 (1992), divulgan la clonacion y expresion de versiones truncadas de la misma ADN polimerasa,
mientras que Sullivan, publicacion EPO No. 0482714A1 (1992), notifica la clonacion de una version mutada de la
Taq ADN polimerasa. Asakura et al., J. Ferment. Bioeng. (Japon), 74:265-269 (1993), aparentemente, han clonado y
expresado ADN polimerasa a partir de Thermus thermophilus. Gelfund et al., publicacion PCT No. W092/06202
(1992), han divulgado una ADN polimerasa termoestable purificada a partir de Thermosipho africanus. Akhmetzjanov
y Vakhitov, Nucleic Acids Res., 20:5839 (1992) han notificado una ADN polimerasa termoestable a partir de Thermus
flavus. Uemori et al., J. Biochem. 113:401-410 (1993) y la publicacion EPO No. 0517418A2 (1992) han notificado la
clonacion y expresion de ADN polimerasas a partir de la bacteria termdfila Bacillus caldotenax. Ishino et al., solicitud
de patente japonesa No. HEI 4[1992]-131400 (fecha de publicaciéon Nov. 19, 1993) notifican la clonacién de una
ADN polimerasa a partir de Bacillus stearothermophilus. Entre las enzimas de Clase B: Comb et al., publicacion EPO
No. 0 455 430 A3 (1991), Comb et al., publicacién EPO No. 0547920A2 (1993), y Perler et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(Estados Unidos), 89:5577-5581 (1992), notifican una ADN polimerasa termoestable recombinante a partir de
Thermococcus litoralis. En Pisani et al., Nucleic Acids Res. 20:2711-2716 (1992) y en la publicaciéon PCT
WQ093/25691 (1993) se divulga una ADN polimerasa termoestable clonada a partir de Sulfolobus solofatarius. En
Uemori et al., Nucleic Acids Res., 21:259-265 (1993), se describe una enzima termoestable de Pyrococcus furiosus,
mientras que en Comb et al., publicacion EPO No. 0547359A1 (1993), se divulga una enzima termoestable
recombinante de Pyrococcus sp.

Muchas ADN polimerasas termoestables poseen actividades adicionales aparte de la actividad ADN polimerasa;
entre ellas se incluyen actividad 5’-3-exonucleasa y/o actividad 3'-5’ exonucleasa. Las actividades 5’-3’-exonucleasa
y 3-5’ exonucleasa son conocidas entre las personas especializadas en la técnica. La actividad 3'-5’ exonucleasa
mejora la precision de la cadena recién sintetizada eliminando las bases incorrectas que puedan incorporarse; las
ADN polimerasas en las que dicha actividad es baja o estd ausente, que incluyen aparentemente Tag ADN
polimerasa (véase Lawyer et al., J. Biol Chem. 264:6427-6437), tienen tasas de error elevadas en la incorporacion
de restos de nucleétidos en la cadena de extension de cebador. En aplicaciones como los procedimientos de
amplificacion de acido nucleico en los que la replicacion de ADN suele ser geométrica en relacion con el numero de
ciclos de extensién de cebador, dichos errores pueden conducir a serios problemas artifactuales como la
heterogeneidad de la secuencia del producto de amplificacién de acido nucleico (amplicén). Por tanto la actividad 3'-
5’ exonucleasa es una caracteristica deseable de una ADN polimerasa termoestable utilizada para estos propdsitos.
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En contraposicién, la actividad 5-3' exonucleasa presente a menudo en enzimas ADN polimerasa suele ser
indeseable en una aplicacion en particular, ya que puede digerir acidos nucleicos, incluyendo cebadores, que tienen
un extremo 5’ desprotegido. Por lo tanto, una ADN polimerasa termoestable con una actividad 5-3' exonucleasa
atenuada, o en la que dicha actividad esta ausente, también es una caracteristica deseable de una enzima para
aplicaciones bioquimicas. Se han descrito varias enzimas ADN polimerasa en las que se ha introducido una
modificacién en una ADN polimerasa, que cumplen con este objetivo. Por ejemplo, se puede producir el fragmento
de Klenow de ADN polimerasa | de E. coli como fragmento proteolitico de la holoenzima en la que se ha eliminado el
dominio de la proteina que controla la actividad 5-3’ exonucleasa. El fragmento de Klenow sigue reteniendo la
actividad polimerasa y la actividad 3'-5' exonucleasa. Barnes, supra, y Gelfund et al., patente estadounidense. No.
5.079.352 han producido Tag ADN polimerasas recombinantes deficientes en 5-3’ exonucleasa. Ishino et al.,
publicacion EPO No. 0517418A2, han producido ADN polimerasa deficiente en 5-3' exonucleasa derivada de
Bacillus caldotenax. Por otra parte, las polimerasas que carecen del dominio 5'-3' exonucleasa tienen una menor
procesabilidad.

Reaccién en cadena de la polimerasa y otras técnicas de amplificacién

Amplificacion

Los métodos para generar ADN polimerasa por ingenieria genética de acuerdo con la divulgacion implican la
amplificacién por matriz de los acidos nucleicos deseados. “Amplificacion” se refiere al aumento del nimero de
copias de un fragmento de acido nucleico en particular (o una porcién de él) que resulta de una reaccion en cadena
enzimatica (como la reaccion en cadena de la polimerasa), o de la replicacién de todo o parte del vector en el que ha
sido clonado. Preferentemente, la amplificacion de acuerdo con la divulgacion es una amplificacién exponencial, tal
como presenta por ejemplo la reaccion en cadena de la polimerasa.

En la bibliografia se han descrito muchas dianas y métodos de amplificacion de sefial, por ejemplo, las revisiones
generales de estos métodos en Landegren, U., et al., Science 242:229-237 (1988) y Lewis, R., Genetic Engineering
News 10:1, 54-55 (1990).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método de amplificacion de acidos nucleicos descrito, entre otros, en las patentes estadounidenses
Nos. 4.683.195 y 4.683.202. PCR consiste en ciclos repetidos de reacciones de extension de cebador generadas por
ADN polimerasa. Se desnaturaliza por calor el ADN diana y se hibridan dos oligonucleotidos, que soportan la
secuencia diana en cadenas opuestas del ADN que se va a amplificar. Estos oligonucledtidos se convierten en
cebadores para su uso con la ADN polimerasa. El cebador puede ser quimicamente igual o diferente de la secuencia
extendida (por ejemplo, se sabe que ADN polimerasa de mamifero extiende una secuencia de ADN desde un
cebador de ARN). El ADN es copiado por la extension de cebador para hacer una segunda copia de ambas
cadenas. Al repetir el ciclo de desnaturalizacion térmica, hibridacion de cebador y extension, se puede amplificar el
ADN diana un millén de veces o mas en aproximadamente dos a cuatro horas. La PCR es una herramienta de la
biologia molecular que debe ser utilizada en combinaciéon con una técnica de deteccion para determinar los
resultados de la amplificacion. Una ventaja de la PCR es que aumenta la sensibilidad ampliando la cantidad de ADN
diana a entre 1 millén y mil millones de veces mas en aproximadamente 4 horas.

La reaccion en cadena de la polimerasa se puede utilizar en los métodos de seleccion de la divulgacion del siguiente
modo. Por ejemplo, se puede utilizar PCR para seleccionar variantes de Taq polimerasa que tiene actividad
polimerasa. Tal como se ha descrito con mayor detalle anteriormente, se genera una genoteca de acidos nucleicos
que codifican individualmente ADN polimerasa o una variante de ADN polimerasa, por ejemplo Taq polimerasa, y se
subdivide en compartimentos. Cada compartimento comprende esencialmente un miembro de la genoteca junto con
ADN polimerasa o una variante codificada por ese miembro.

La ADN polimerasa o variante puede expresarse in vivo dentro de la bacteria transformada o cualquier otro huésped
de expresion adecuado, por ejemplo, células de levadura, insectos o mamiferos, y se puede encapsular el huésped
de expresion dentro del compartimento. Se aplica calor u otro medio adecuado para interrumpir el huésped y liberar
la variante de polimerasa y su acido nucleico codificador dentro del compartimento. En el caso de un huésped
bacteriano, se puede emplear la expresion temporalizada de una proteina litica, por ejemplo proteina E de ®X174, o
el uso de un liségeno A inducible, para interrumpir la bacteria.

Esta suficientemente claro que ADN polimerasa no tiene por qué ser una proteina heterdloga expresada en ese
huésped (p.ej. un plasmido), sino que se puede expresar a partir de un gen que forma parte del genoma huésped.
Por tanto, la polimerasa puede ser por ejemplo una polimerasa bacteriana endégena o nativa. Asi pues, los métodos
de seleccion de acuerdo con la divulgacion se pueden emplear para la clonaciéon funcional directa de ADN
polimerasas desde diversas poblaciones microbianas (y sin cultivar).
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Alternativamente, se puede compartimentalizar la genoteca de acidos nucleicos junto con los componentes de un
sistema de transcripcion/traduccion in vitro (tal como se describe con mayor detalle en el presente documento) y la
variante de polimerasa expresada in vitro dentro del compartimento.

Cada compartimento comprende también acido humico. Es deseable anadir el acido himico a una concentraciéon
suficiente para proporcionar una presion de seleccién, de manera que las ADN polimerasas resistentes a acido
hdmico se puedan seleccionar. Hay que subrayar que la concentracion de acido humico no debera ser tan alta como
para que se produzca la total inhibiciéon de la actividad de polimerasa y, en consecuencia, no se pueda seleccionar
polimerasas resistentes a acido hiimico.

Cada compartimento comprende también componentes para la reaccion PCR, por ejemplo, nucleétido trifosfatos
(dNTP), tampodn, magnesio y cebadores de oligonucleétido. Los cebadores de oligonucledtido pueden tener
secuencias que corresponden a las secuencias que flanquean el gen polimerasa (es decir, dentro del ADN gendémico
o vector) o secuencias dentro del gen polimerasa. El ciclo térmico de PCR se inicia entonces para permitir que
cualquiera de las variantes de polimerasa que tengan actividad polimerasa amplie la secuencia de acido nucleico.

Las polimerasas activas pueden amplificar sus secuencias de acidos nucleicos correspondientes, al mismo tiempo
que las secuencias de acidos nucleicos que codifican polimerasas débilmente activas o inactivas se repliquen
débilmente o no se repliquen en absoluto. En general, el nUmero de copias final de cada miembro de la genoteca de
acidos nucleicos sera segun lo esperado proporcional al nivel de actividad de la variante de polimerasa que codifica.
Los acidos nucleicos que codifican polimerasas activas se sobre expresaran y los acidos nucleicos que codifican
polimerasas inactivas o débilmente activas se infra-representaran. A continuacion, se pueden clonar y secuenciar,
etc. las secuencias amplificadas resultantes, y determinar la capacidad de replicacion de cada miembro.

PCR de transcriptasa inversa

La RT-PCR se utiliza para amplificar dianas de ARN. En este proceso, se utiliza la enzima transcriptasa inversa para
convertir ARN a ADN complementario (ADNc), que se puede amplificar después utilizando PCR. Se ha demostrado
que este método es util para la deteccién de virus de ARN.

Los métodos de la divulgacién pueden emplear RT-PCR y la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de la
presente invencion se puede utilizar en RT-PCR. La agrupacion de acidos nucleicos que codifica la ADN
polimerasas y sus variantes se puede proporcionar en forma de genoteca de ARN. Esta genoteca podria generarse
in vivo en bacterias, células de mamifero, levaduras, etc., que estan compartimentalizadas, o por transcripcién in
vitro de ADN compartimentalizado. EI ARN podria codificar la ADN polimerasa co-compartimentalizada que ha sido
expresada in vivo (y liberada en emulsion junto con ARN a través de los medios que se describen mas adelante) o in
vitro. Otros componentes necesarios para la amplificacion (polimerasas y/o transcriptasa inversas, dNTP,
cebadores) estan también compartimentalizados. A la presion seleccionada de acido humico, el producto de ADNc
de la reaccion de transcripcion inversa sirve como matriz para amplificacién por PCR.

Otras técnicas de amplificacion

En la presente divulgacion se pueden explotar otras tecnologias de amplificacion alternativas. Por ejemplo, la
amplificacion por circulo rodante (Lizardi et al., (1998) Nat Genet 19:225) es una tecnologia de amplificacion
disponible en el mercado (RCAT™) que se activa mediante ADN polimerasa y que puede replicar sondas de
oligonucledtido circulares con cinética lineal o geométrica en condiciones isotérmicas.

En presencia de dos cebadores adecuadamente disefiados, tiene lugar una amplificacion geométrica a través del
desplazamiento e hiper ramificacion de la cadena de ADN para generar 10"2 0 mas copias de cada circulo en 1 hora.

Si se utiliza un Unico cebador, RCAT genera en pocos minutos una cadena lineal de miles de copias de ADN unidas
en tandem de una diana unida covalentemente a esa diana.

Otra técnica mas, la amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA; Walker et al., (1992) PNAS (USA) 80:392)
comienza con una secuencia Unica definida especificamente para una diana especifica. Pero a diferencia de otras
técnicas que se basan en el ciclo térmico, SDA es un proceso isotérmico en el que se utiliza una serie de cebadores,
ADN polimerasas y una enzima de restriccion para amplificar exponencialmente la secuencia de acido nucleico
Unica.

SDA comprende tanto una fase de generacion de diana como una fase de amplificacion exponencial.

En la generacion de diana, el ADN de doble cadena se desnaturaliza térmicamente creando dos copias mono-
catenarias. Una serie de cebadores especialmente fabricados se combinan con ADN polimerasas (cebadores de

amplificacion para copiar la secuencia base y cebadores de interposicion para desplazar las cadenas recién
creadas) para formar dianas alteradas con capacidad de amplificacion exponencial.
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El proceso de amplificacion exponencial empieza con dianas alteradas (cadenas de ADN parciales monocatenarias
con sitios de reconocimiento de enzima restringidos) desde la fase de generacion de diana.

Se une un cebador de amplificaciéon a cada cadena en su secuencia de ADN complementaria. La ADN polimerasa
utiliza entonces el cebador para identificar una localizacién para extender el cebador desde su extremo 3’ utilizando
la diana alterada como matriz para afadir nucleétidos individuales. El cebador extendido forma asi un segmento de
ADN de doble cadena que contiene un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion completo en cada extremo.

A continuacién, se une una enzima de restriccion al segmento de ADN de doble cadena en su sitio de
reconocimiento. La enzima de restriccion se disocia desde el sitio de reconocimiento después de haber segmentado
solamente una cadena del segmento de doble cara, formando una mella. La ADN polimerasa reconoce la mella y
extiende la cadena desde el sitio desplazando la cadena creada previamente. El sitio de reconocimiento se mella y
se restaura repetidamente de esta forma con la enzima de restriccion y la ADN polimerasa con desplazamiento
continuo de las cadenas de ADN que contienen el segmento diana.

Cada cadena desplazada queda disponible entonces para hibridarse con cebadores de amplificacién como se ha
descrito. El proceso continta con la repeticion de mellas, extension y desplazamiento de nuevas cadenas de ADN
con el resultado de amplificacion exponencial de la diana de ADN original.

Evolucion dirigida

En una realizacion preferente, la presente divulgacion proporciona un método para generar una ADN polimerasa por
ingenieria genética que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una agrupacion de acidos nucleicos que comprende miembros que codifican cada uno de ellos
individualmente una ADN polimerasa o variante de ADN polimerasa;

(b) proporcionar acido humico;

(c) subdividir la agrupacion de acidos nucleicos en compartimentos, de manera que cada compartimento
comprende esencialmente un miembro acido nucleico de la agrupacion junto con la ADN polimerasas o variante
codificada por el miembro de acido nucleico, y acido humico;

(d) dejar que tenga lugar el procesamiento del miembro de acido nucleico, y

(e) detectar el procesamiento del miembro de acido nucleico mediante la ADN polimerasa; y opcionalmente,
repetir la serie de las etapas (a) a (f) una o mas veces.

Las técnicas de evolucion dirigida y autorreplicacion compartimentalizada se detallan en las patentes britanicas GB
97143002 y GB 98063936 y GB 01275643, a nombre de los autores de la presente invencion.

En su forma mas simple CSR implica la segregacion de genes que codifican y dirigen la produccion de ADN
polimerasas dentro de compartimentos acuosos diferenciados, espacialmente separados de una nueva emulsion
agua en aceite térmicamente estable. Provista con nucleétido trifosfatos y cebadores flanqueantes apropiados, las
polimerasas replican Unicamente sus propios genes. En consecuencia, solamente se replican genes que codifican
las polimerasas activas, mientras que las variantes inactivas que no pueden copiar sus genes desaparecen de la
agrupacion de genes. Por analogia con los sistemas bioldgicos, entre las variantes adaptadas de forma diferenciada,
las mas activas (las mas idoneas) producen la mayoria de “vastagos”, segun lo cual se correlaciona directamente el
numero de copias post-seleccion con la productividad enzimatica.

Por tanto, al exponer repertorios de genes de ADN polimerasa (diversificados a través de mutacion dirigida y
aleatoria) a autoamplificacion y alterando las condiciones en las que puede tener lugar la autoamplificacion, se
puede utilizar el sistema para aislar y obtener por ingenieria genética polimerasas con una mejor resistencia al acido
hdmico.

La encapsulacion de PCR ha sido descrita anteriormente para vesiculas lipidicas (Oberholzer, T., Albrizio, M. &
Luisi, P. L. (1995) Chem. Biol. 2, 677-82) y células y tejido fijos (Haase, A. T., Retzel, E. F. & Staskus, K. A. (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4971-5; Embleton, M. J., Gorochov, G., Jones, P. T. & Winter, G. (1992) Nucleic
Acids) pero de baja eficiencia.

Principios que subyacen baijo la tecnologia CST

Microcapsulas

Los compartimentos o “microcapsulas” utilizados de acuerdo con el método de la divulgacion requieren propiedades
fisicas apropiadas para permitir que funcione dicha divulgacion.

En primer lugar, para asegurar que los acidos nucleicos y los productos génicos no se difunden entre las
microcapsulas, se debe aislar el contenido de cada microcapsula del entorno de que rodea a las microcapsulas, de
manera que no exista ningin cambio o muy pocos cambios en los acidos nucleicos y los productos génicos entre las
microcapsulas a lo largo de la escala de tiempo del experimento.
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En segundo lugar, el método de la presente divulgacion requiere que haya solo un numero limitado de acidos
nucleicos por microcapsula. Esto asegura que el producto génico de un acido nucleico individual esté aislado de
otros acidos nucleicos. Por tanto, el acoplamiento entre el acido nucleico y el producto génico sera muy especifico.
El factor de enriquecimiento es maximo con una media de uno o menos acidos nucleicos por cada microcapsula,
siendo la unién entre acido nucleico y la actividad del producto génico codificado lo mas hermética posible, ya que el
producto génico de un acido nucleico individual estara aislado de los productos de todos los demas acidos nucleicos.
Sin embargo, incluso aunque se aplique la situacion tedricamente optima de, por término medio, un solo acido
nucleico o menos por microcapsula, una proporcion de 5, 10, 50, 100 o 1000 o mas acidos nucleicos por
microcapsula sera beneficiosa para clasificar una genoteca grande. Las rondas de clasificacion posteriores,
incluyendo encapsulacion renovada con distribucion de acidos nucleicos que difieren, permitira una clasificacion mas
rigurosa de los acidos nucleicos. Preferentemente, existe un solo acido nucleico, o menos por microcapsula.

En tercer lugar, la formacion y la composicion de las microcapsulas no deberan suprimir la funcion de la maquinaria,
la expresion de los acidos nucleicos y la actividad de los productos génicos.

En consecuencia, sea cual sea el sistema de microencapsulacion utilizado debera cumplir estos tres requisitos. El
(los) sistema(s) apropiados) pueden variar dependiendo de la naturaleza precisa de los requerimientos en cada
aplicacién de la divulgacion, tal como sera evidente para las personas especializadas.

Hay disponible una amplia variedad de procedimientos de microencapsulacion (véase Benita, 1996) y se pueden
utilizar para crear las microcapsulas de acuerdo con la presente divulgacion. De hecho, en la bibliografia se han
identificado mas de 200 métodos de microencapsulacion (Finch, 1993).

Entre ellos se incluyen vesiculas acuosas envueltas con membrana como por ejemplo vesiculas lipidicas
(liposomas) (New, 1990) y vesiculas de tensioactivo no iénico (van Hal et al., 1996). Se trata de capsulas
membranosas cerradas de una o multiples capas dobles de moléculas ensambladas no covalentemente, estando
separada cada capa doble de su vecina por un compartimiento acuoso. En el caso de liposomas, la membrana esta
compuesta de moléculas de lipido; estas son normalmente fosfolipidos, si bien se pueden incorporar también
esteroles como colesterol en las membranas (New, 1990). Se pueden realizar diversas reacciones bioquimicas
catalizadas por enzima, incluyendo polimerizacion de ARN y ADN, dentro de los liposomas (Chakrabarti et al., 1994;
Oberholzer et al., 1995a; Oberholzer et al., 1995b; Walde et al., 1994; Wick & Luisi, 1996).

Con un sistema de vesicula con envoltura de membrana, gran parte de la fase acuosa queda fuera de las vesiculas
y por lo tanto no esta compartimentalizada. Esta fase acuosa continua debera ser eliminada, o se debera inhibir o
destruir los sistemas bioldgicos en ella (por ejemplo, por digestién de acidos con ADnasa o ARNasa) para que las
reacciones se limiten a las microcapsulas (Luisi et al., 1987).

Se han demostrado también reacciones bioquimicas catalizadas por enzima en microcapsulas generadas a través
de diversos métodos. Muchas enzimas son activas en soluciones micelares inversas (Bru & Walde, 1991; Bru &
Walde, 1993; Creagh et al., 1993; Haber et al., 1993; Kumar et al., 1989; Luisi & B., 1987; Mao & Walde, 1991; Mao
et al., 1992; Pérez et al., 1992; Walde et al., 1994; Walde ef al., 1993; Walde et al., 1988) como por ejemplo el
sistema AOT-isocianato-agua (Menger & Yamada, 1979).

Las microcapsulas también se pueden generar por polimerizacion interfacial o complejacion interfacial (Whateley,
1996). Las microcapsulas de esta clase tienen membranas rigidas, no permeables o membranas semi-permeables.
Las microcapsulas semipermeables rebordeadas con membranas de nitrato de celulosa, las membranas de
poliamida y las membranas de lipido-poliamida pueden soportar reacciones bioquimicas, incluyendo sistemas multi-
enzima (Chang, 1987; Chang, 1992; Lim, 1984). Se ha demostrado que las microcapsulas alginato / polilisina (Lim &
Sun, 1980), que se pueden formar en condiciones muy suaves, y son perfectamente biocompatibles, de manera que
proporcionan, por ejemplo, un método eficaz de encapsulacion de tejidos y células vivas (Chang, 1992; Sun et al.,
1992).

Se pueden emplear sistemas de microencapsulacion no membranosa basado en un reparto en fases de un entorno
acuoso en un sistema coloidal como pueda ser una emulsion.

Preferentemente, las microcapsulas de la presente divulgacion se forman a partir de emulsiones; sistemas
heterogéneos de dos fases liquidas inmiscibles estando una de las fases dispersada en la otra como gotas de un
tamafio microscopico o coloidal (Becher, 1957; Sherman, 1968; Lissant, 1974; Lissant, 1984).

Emulsiones

Las emulsiones se pueden producir a partir de cualquier combinacién adecuada de liquidos inmiscibles.
Preferentemente, la emulsiéon de la presente divulgacion tiene agua (que contiene los componentes bioquimicos)
como fase presente en forma de gotitas finalmente divididas (la fase discontinua o interna dispersa) y un liquido
hidréfobo inmiscible (un aceite) como matriz en la que se suspenden estas gotas (la fase externa o continua no
dispersada). Dichas emulsiones se denominan “agua en aceite” (W/O). Esto tiene la ventaja de que la fase acuosa
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en su totalidad que contiene los componentes bioquimicos se compartimentaliza en gotas separadas (la fase
interna). La fase externa, que es un aceite hidréfobo, no contiene por lo general ninguno de los componentes
bioquimicos y, por tanto, es inerte.

La emulsion se puede establecer por adicion de uno o mas agentes superficialmente activos (tensioactivos). Dichos
tensioactivos se denominan agentes emulsionantes y actuan en la interfaz agua/aceite para prevenir (o al menos
retrasar) la separacion de fases. Se pueden utilizar muchos aceites y muchos emulsionantes para generar
emulsiones agua en aceite; una reciente compilacion enumera mas de 16.000 tensioactivos, muchos de los cuales
se utilizan como agentes emulsionantes (Ash and Ash, 1993). Entre los aceites adecuados se incluyen aceite
mineral blanco y tensioactivos no ionicos (Schick, 1966) como monooleato de sorbitano (Span™80; ICIl) y
monooleato de polioxietilen sorbitano (Tween™ 80; ICI) y Triton-X-100.

El uso de tensioactivos anionicos puede ser también beneficioso. Entre los tensioactivos adecuados se incluyen
colato sodico y taurocolato sédico. Son particularmente preferentes desoxicolato sédico, preferentemente a una
concentracion de 0,5 % p/v o inferior. La inclusiéon de dichos tensioactivos puede aumentar en algunos casos la
expresion de acido nucleicos y/o la actividad de productos génicos. La adicién de algunos tensioactivos aniénicos a
la mezcla de reacciéon no emulsionada anula completamente la traduccién. Durante la emulsificacion, sin embargo,
se transfiere el tensioactivo desde la fase acuosa a la interfaz y se restaura la actividad. La adicién de un agente
tensioactivo a las mezclas que se van a emulsionar asegura que las reacciones tienen lugar solamente después de
la compartimentalizacién.

La creacion de una emulsion requiere por lo general la aplicacion de energia mecanica para forzar las fases entre si.
Existen diversas formas de hacerlo mediante el empleo de diversos dispositivos mecanicos, incluyendo agitadores
(como varillas magnéticas de agitacion, propulsores y agitadores de turbina, dispositivos de pala y whisk),
homogeneizadores (incluyendo homogeneizadores rotor/estator, homogeneizadores de valvula a alta presiéon y
homogeneizadores de chorro), molinos coloidales, dispositivos de emulsificacion de membrana y ultrasonido (Becher
1957, Dickingson, 1994)

Las microcapsulas acuosas formadas en las emulsiones agua en aceite son por lo general estables con un minimo
cambio, si lo hay, de los acidos nucleicos o los productos génicos entre las microcapsulas. Por otra parte, los
inventores han demostrado que tienen lugar varias reacciones bioquimicas en las microcapsulas de emulsion.
Asimismo, también estan activos en las microcapsulas de emulsién complicados procesos bioquimicos, sobre todo
transcripcion y traduccion génica. Existe tecnologia para crear emulsiones con volumenes en todo el camino hasta
llegar a la escala industrial de miles de litros (Becher, 1957; Sherman, 1968; Lissant, 1974; Lissant, 1984).

El tamaio de microcapsula preferente variara dependiendo de los requisitos precisos de cada proceso de seleccion
individual que se vaya a realizar de acuerdo con la presente divulgacion. En todos los casos, existira un equilibrio
optimo entre el tamafio de la genoteca, el enriquecimiento requerido y la concentraciéon de componentes requerida
en cada microcapsula para conseguir una expresion eficiente y reactividad de los productos génicos.

Expresién dentro de las microcapsulas

Los procesos de expresion deben tener lugar dentro de cada microcapsula individual proporcionada por la presente
divulgaciéon. Tanto la transcripcion in vitro, como la traduccidn/transcripcion acoplada son menos eficientes a
concentraciones de ADN sub-nanomolares. Teniendo en cuenta el requerimiento de que esté presente Unicamente
un numero limitado de moléculas de ADN en cada microcapsula, se establece por tanto un limite superior en la
practica en cuanto al posible tamafo de la microcapsula. Preferentemente, el volumen medio de las microcapsulas
es inferior a 5,2 x 107"® m?®, (que corresponde a una microcapsula esférica de diametro inferior a 10 um, Mas
preferentemente menos de 6,5 x 10" m® (5 ym), Mas preferentemente aproximadamente 4,2 x 1078 m?® (2 um) e
idealmente aproximadamente 9 x 1078 m® (2,6 pm).

La concentracién eficaz de ADN o ARN en las microcapsulas puede aumentarse artificialmente a través de diversos
métodos conocidos entre las personas versadas en la técnica. Entre ellos se incluyen, por ejemplo, la adicion de
sustancias quimicas de exclusion de volumen como polietilen glicoles (PEG) y diversas técnicas de amplificacion
génica, incluyendo transcripcion utilizando ARN polimerasas, incluyendo las derivadas de bacterias como E. coli
(Roberts, 1969; Blattner and Dahlberg, 1972; Roberts et al., 1975; Rosenberg et al., 1975), eucariotas p.ej. (Weil et
al., 1979; Manley et al., 1983) y bacteriéfagos como T7, T3 y SP6 (Melton et al., 1984); la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988); amplificacion de Qb replicasa (Miele ef al., 1983; Cahill et al., 1991; Chetverin
and Spirin, 1995; Katanaev et al., 1995); la reaccion en cadena de la ligasa LCR) (Landegren et al., 1988; Barany,
1991); y sistema de replicacion de secuencia auto-sostenida (Fahy et al., 1991) y amplificacién de desplazamiento
de cadena (Walker et al., 1992). Se puede recurrir incluso a técnicas de amplificacién génica que requieren ciclos
térmicos, tales como PCR y LCR si las emulsiones y los sistemas de transcripcion in vitro o transcripcion-traduccion
acoplada son termoestables (por ejemplo, los sistemas de transcripcion — traduccion acoplada podrian derivarse de
un organismo termoestable como Thermus aquaticus).
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El aumento de la concentracion del acido nucleico local eficaz da cabida al uso de microcapsulas mas grandes de
manera eficaz. Esto permite un limite superior en la practica preferente para el volumen de la microcapsula de
aproximadamente 5,2 x 107" m?® (que corresponde a una esfera de diametro 10 um).

El tamarfio de la microcapsula debe ser lo suficientemente grande como para acomodar todos los componentes
requeridos de las reacciones bioquimicas que deben tener lugar dentro de la microcapsula. Por ejemplo, tanto
reacciones de transcripcién como las reacciones de transcripcién-traduccion in vitro, requieren una concentracion de
nucledsido trifosfato de aproximadamente 2 mM.

Por ejemplo, para transcribir un gen a una unica molécula de ARN corta de 500 bases de longitud, seria necesario
un minimo de 500 moléculas de nucledsido trifosfato por microcapsula (8,33 x 10?2 moles). Para constituir una
solucién de 2 mM, este numero de moléculas ha de estar incluido en una microcapsula de un volumen de 4,17 x 10°
1% Jitros (4,17 x 102 m3) que, si es esférico, debera tener un diametro de 93nm.

Por otra parte, en particular en el caso de reacciones que impliquen traduccion, debe sefalarse que los ribosmas
necesarios para que tenga lugar la traduccion son de aproximadamente 20 nm de diametro. Por lo tanto, el limite
inferior preferente para las microcapsulas es un diametro de aproximadamente 100 nm.

Por lo tanto, el volumen de la microcapsula es preferentemente del orden comprendido entre 5,2 x 102 m? y 5,2 x
107" m? que corresponde a una esfera de un diametro entre 0,1 um y 10 um, mas preferentemente entre
aproximadamente 5,2 x 10" m® y 6,5 x 10" m® (| um y 5 um). Lo mas ventajoso son didmetros de esfera de
aproximadamente 2,6 um.

No es coincidencia que las dimensiones preferentes de los compartimentos (gotas o de 2,6 um de diametro medio)
se asemejen intimamente con las de las bacterias, por ejemplo, en Escherichia son bastones de 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um
y Azotobacter son células ovoides de 1,5-2,0 um de diametro. En su forma mas simple, la evolucién de Darwin se
basa en un mecanismo “un genotipo un fenotipo”. La concentraciéon de un Unico gen compartimentalizado, o
genoma, desciende de 0,4 nM en un compartimento de 2 un de diametro, a 25 pM en un compartimento de 5 um de
diametro. La maquinaria de transcripcién/traduccién procariota ha evolucionado para funcionar en compartimentos
de ~1-2 um de diametro, mientras que los genes en solitario estan a concentraciones aproximadamente
nanomolares. Un gen en solitario, en un compartimento de 2,6 um de diametro esta a una concentracion de 0,2 nM.
Esta concentracion génica es lo suficientemente alta para una traduccion eficiente. La compartimentalizacién en un
volumen asegura también que, aun en el caso de que se forme solamente una sola molécula del producto génico,
esté presente a aproximadamente 0,2 nM, lo que es importante si el producto génico ha de tener una actividad
modificadora del propio acido nucleico. El volumen de la microcapsula debera seleccionarse pues teniendo en
cuenta no solamente los requerimientos para la transcripcion y traduccion del acido nucleico/acido nucleico, sino
también la actividad modificadora requerida para el producto génico en el método de la divulgacion.

El tamafio de las microcapsulas de emulsién deberia variar simplemente adaptando las condiciones de emulsion
utilizadas para formar la emulsiéon de acuerdo con los requerimientos del sistema de seleccion. Cuanto mas grande
sea el tamafio de la microcapsula, mayor sera el volumen requerido para encapsular un acido nucleico/genoteca de
acidos nucleicos dada, ya que el factor limitante en definitiva sera el tamafo de la microcapsula y por lo tanto el
numero de microcapsulas posible por unidad de volumen.

El tamafio de las microcapsulas se selecciona no solo teniendo en cuenta los requerimientos del sistema de
transcripcién/traducciéon, sino también los del sistema de seleccion empleado para la construccion acido
nucleico/acido nucleico. Por lo tanto, es posible que los componentes del sistema de selecciéon, como por ejemplo un
sistema de modificacion quimica, requieran volimenes de reaccién y/o concentraciones de reactivo que no sean las
6ptimas para la transcripcién/traduccion. Tal como se ha expuesto en el presente documento, dichos requerimientos
se pueden acomodar a través de una etapa de re-encapsulacién secundaria; asimismo, se pueden acomodar
seleccionando el tamafio de la microcapsula para aumentar al maximo la transcripcion/traduccion y la seleccion en
conjunto. Es de preferencia la determinacion empirica del volumen 6ptimo de microcapsula y de la concentracion del
reactivo, por ejemplo, tal como se exponen en el presente documento.

Un “acido nucleico” de acuerdo con la presente divulgacion es como se ha descrito anteriormente. Preferentemente,
un acido nucleico es una molécula o construccion seleccionada del grupo que consiste en una molécula de ADN,
una molécula de ARN, una molécula de acido nucleico parcial o totalmente artificial que consiste exclusivamente en
bases sintéticas o una mezcla de bases sintéticas y naturales, cualquiera de los mencionados unido a un
polipéptido, y cualquiera de los mencionados unido a cualquier otro grupo molecular o construccion.
Ventajosamente, el otro grupo molecular o construccion se puede seleccionar del grupo que consiste en acidos
nucleicos, sustancias poliméricas, perlas en particulas, por ejemplo, perlas de poliestireno, sustancias magnéticas,
como perlas magnéticas, marcadores como fluoroforos o marcadores isotdpicos, reactivos quimicos, agentes de
unién como macrocitos y similares.
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La porcién del acido nucleico del acido nucleico puede comprender secuencias reguladoras adecuadas, como por
ejemplo las requeridas para la expresion eficiente del producto génico, por ejemplo promotores, potenciadores,
secuencias de inicio de la traduccioén, secuencias de poliadenilacion, sitios de empalme, y similares.

Seleccién de producto

Se puede conectar un ligando o sustrato al acido nucleico a través de diversos medios, que seran evidentes para las
personas especializadas en la técnica (véase, por ejemplo, Hermanson, 1996). Cualquier marca sera suficiente para
permitir la posterior seleccién del acido nucleico. La clasificacion se puede realizar a través de cualquier método que
permita una separacion preferencial, amplificacion o supervivencia de los acidos nucleicos marcados. Entre los
ejemplos se incluyen seleccion por unién (incluyendo técnicas basadas en separacion magnética, como por ejemplo,
utilizando Dynabeads™), y por resistencia a la degradacion (por ejemplo por nucleasas, incluyendo endonucleasas
de restriccion).

Una forma en la que se puede unir la molécula de acido nucleico a un ligando o sustrato es a través de biotinilacion.
Esto se puede realizar por amplificacion por PCR con un cebador 5’-biotinilacién, de manera que se unan
covalentemente biotina y acido nucleico.

El ligando o sustrato que se seleccione se puede unir al acido nucleico modificado a través de diversos medios que
seran evidentes para las personas especializadas en la técnica. Un acido nucleico biotinilado puede acoplarse a una
microperla de poliestireno (0,035 a 0,2 um de diametro) que esta revestida con avidina o estreptavidina, que se unira
por tanto al acido nucleico con una afinidad muy alta. Esta perla se puede derivar con sustrato o ligando a través de
un método adecuado, como adicién de sustrato biotinilado o acoplamiento covalente.

Alternativamente, el acido nucleico biotinilado se puede acoplar a avidina o estreptavidina formando complejo con
una molécula de proteina grande como tiroglobulina (669 Kd) o ferritina (440 Kd). Este complejo se puede derivar
con sustrato o ligando, por ejemplo, por acoplamiento covalente con el grupo alfa-amino de lisinas o a través de
interaccion no covalente, como biotina-avidina. El sustrato puede estar presente en forma no unida al acido nucleico,
pero conteniendo una “marca” inactiva que requiere una posterior etapa para su activacion, como por ejemplo
fotoactivacion (p.ej. de un analogo de biotina “enjaulado” (Sundberg et al., 1995; Pirrung and Huang, 1996)). El
catalizador que se selecciona entonces convierte el sustrato en el producto. La “marca” podria activarse entonces y
el sustrato “marcado” y/o producto unido a la molécula de unién a marca (p.ej., avidina o estreptavidina) formar
complejo con el acido nucleico. La relacién entre sustrato y producto unido al acido nucleico a través de la “marca”
por tanto reflejara la proporcion del sustrato y el producto en solucion.

Cuando se detienen todas las reacciones y se combinan las microcapsulas, los acidos nucleicos que codifican
enzimas activas pueden enriquecerse utilizando un anticuerpo u otra molécula que se une, o que reacciona
especificamente con la “marca” Aunque tanto los sustratos como el producto tienen la marca molecular, GUnicamente
los acidos nucleicos que codifican el producto génico activo se co-purificaran.

Los términos “aislamiento”, “clasificacion” y “seleccion” asi como las variaciones de los mismos, se utilizan el
presente documento. Aislamiento, de acuerdo con la presente divulgacion se refiere al proceso de separar una
entidad de una poblacion heterogénea, por ejemplo una muestra, de manera que quede libre de al menos una
sustancia con la que estaba asociada antes del proceso de aislamiento. En una realizacion preferente, el aislamiento
se refiere a la purificacion de una entidad esencialmente para homogeneidad. La clasificacion de una entidad se
refiere a un proceso para aislar preferentemente las entidades deseadas en relacién con las entidades no deseadas.
En la medida en que esto se refiera al aislamiento de las entidades deseadas, los términos “aislamiento” y
“clasificacion” son equivalentes. El método de la presente divulgacion permite la clasificacion de los acidos nucleicos
deseados a partir de agrupaciones (genotecas o repertorios) de acidos nucleicos que contienen el acido nucleico
deseado. Seleccion se utiliza para referirse al proceso (incluyendo el proceso de clasificacion) de aislar una entidad
de acuerdo con una propiedad del mismo en particular.

Microcapsulas /clasificacion

Ademas de los acidos nucleicos que se han descrito, las microcapsulas de acuerdo con la divulgacion
comprenderan ademas los componentes requeridos para que tenga lugar el proceso de clasificacion. Otros
componentes del sistema comprenderan por ejemplo los necesarios para la transcripcion y/o traduccion del acido
nucleico. Estos se seleccionan para los requisitos para un sistema especifico entre los siguientes: un tampoén
adecuado, un sistema de transcripcion/replicacion in vitro y/o un sistema de traduccion in vitro que contiene todos los
ingredientes necesarios, enzimas y co-factores, ARN polimerasas, nucleétidos, acidos nucleicos (naturales o
sintéticos), ARN de transferencia, ribosomas y aminoacidos y los sustratos de la reaccion de interés para permitir la
seleccion del producto génico modificado.

Un tampdn adecuado sera aquel en el que todos los componentes deseados del sistema bioldgico estén activos y
por tanto dependera de los requisitos de cada sistema de reaccién concreto. Los tampones adecuados para
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reacciones biolégicas y/o quimicas son conocidos en la técnica, asi como las recetas que se proporcionan en
diversos manuales de laboratorio, como Sambrook et al., 1989.

El sistema de traduccion in vitro comprendera normalmente un extracto de célula, normalmente de bacteria (Zubay,
1973; Zubay, 1980; Lesley et al., 1991; Lesley, 1995), reticulocitos de conejo (Pelham and Jackson, 1976), o germen
de trigo (Anderson et al., 1983). Muchos sistemas adecuados estan disponibles en el mercado (por ejemplo de
Promega) incluyendo algunos que permiten transcripcion/traduccion acoplada (todos los sistemas bacterianos y el
sistema de reticulocito y el extracto de germen de trigo TNT™ de Promega). La mezcla de aminoacidos utilizada
puede incluir aminoacidos sintéticos, si se desea, para aumentar el posible nimero o variedad de proteinas
producidas en la genoteca. Esto se puede llevar a cabo cargando ARNt con aminoacidos artificiales y utilizando
estos ARNLt para la traduccion in vitro de las proteinas que se van a seleccionar (Ellman et al., 1991; Benner, 1994;
Mendel et al., 1995).

Después de cada ronda de seleccion, se puede evaluar el enriquecimiento de la agrupacion de acidos nucleicos
para los que codifican las moléculas de interés segun las transcripcion/replicacion in vitro o transcripcion /traduccion
acoplada no compartimentalizadas. La agrupacion seleccionada se clona en un vector de plasmido adecuado y se
produce ARN o proteina recombinante a partir de los clones adecuados para posterior purificacion y ensayo.

Identificacién de microcapsula

Se puede identificar las microcapsulas en virtud de un cambio inducido por el producto génico deseado que tiene
lugar o se manifiesta en si mismo en la superficie de la microcapsula o se puede detectar desde el exterior, tal como
se describe en la seccién “Clasificacion de microcapsula:-”. Dicho cambio, cuando se identifica, sirve para
desencadenar la modificacion del gen dentro del compartimento. En un aspecto preferente de la divulgacion, la
identificacion de la microcapsula depende de un cambio en las propiedades 6pticas de la microcapsula que resultan
de una reaccién que lleva a luminiscencia, fosforescencia o fluorescencia dentro de la microcapsula. La modificacion
del gen dentro de las microcapsulas se desencadenaria gracias a la identificacion de la luminiscencia,
fosforescencia o fluorescencia. Por ejemplo, la identificacion de luminiscencia, fosforescencia o fluorescencia puede
desencadenar el bombardeo del compartimento con fotones (u otras particulas u ondas) que conduzca a la
modificacion del acido nucleico. Se ha descrito un procedimiento similar anteriormente para la clasificaciéon rapida de
células (Keij et al., 1994). La modificacion del acido nucleico puede ser el resultado por ejemplo del acoplamiento de
una “marca” molecular, enjaulada por un grupo protector fotolabil con acidos nucleicos: el bombardeo con fotones de
una longitud de onda apropiada lleva a la eliminacién de la jaula. A continuacién, se combinan las microcapsulas y
se agrupan los acidos nucleicos en combinacion en un entorno. Los acidos nucleicos que codifican productos
génicos que presentan la actividad deseada se pueden seleccionar por purificacion de afinidad utilizando una
molécula que se une especificamente o que reacciona especificamente con la “marca”.

Procedimiento en varias etapas

Se podra apreciar asimismo que de acuerdo con la presente invencién, no es necesario que todos los procesos de
transcripcion/replicacion y/o traduccion y seleccion tengan lugar en una Unica etapa, teniendo lugar todas las
reacciones en una microcapsula. El procedimiento de seleccién puede comprender dos o mas etapas. En primer
lugar, la transcripcion/replicacion y/o traduccion de cada acido nucleico de la genoteca de acidos nucleicos puede
tener lugar en una primera microcapsula. Cada producto génico se une entonces al acido nucleico que lo codifica
(que reside en la misma microcapsula). A continuacién, se rompen las microcapsulas y opcionalmente, se purifican
los acidos nucleicos unidos a sus productos génicos correspondientes. Alternativamente, se pueden unir los acidos
nucleicos a sus correspondientes productos génicos empleando métodos que no se basan en la encapsulacion. Por
ejemplo, despliegue en fagos (Smith, G.P.,1985), despliegue de liposoma (Mattheakkis et al., 1994), fusién RNA-
péptido (Roberts and Szostak, 1997) o fusion de péptido represor lac (Cull, et al., 1992).

En la segunda etapa del procedimiento, se coloca cada acido nucleico purificado unido a su producto génico en una
segunda microcapsula que contiene compontes de la reacciéon que se va a seleccionar. Se inicia entonces esta
reaccion. Una vez completadas las reacciones, se vuelven a romper las microcapsulas y se seleccionan los acidos
nucleicos modificados. En el caso de reacciones complicadas en multiples etapas en las que participan muchos
componentes por separado y etapas de reaccion, es posible realizar una o mas de las etapas que intervienen entre
la etapa inicial de creacion y la union del producto génico con el acido nucleico y la etapa final de generar el cambio
seleccionable en el acido nucleico.

Genotecas de secuencias de acidos nucleicos

» o«

En este punto, los términos “genoteca”, “repertorio” y “agrupacion” se utilizan de acuerdo con su significado habitual
en la técnica, de modo que una genoteca de acidos nucleicos codifica un repertorio de productos génicos. La
seleccion de un acido nucleico/acido nucleico de una ‘genoteca de acidos nucleicos (por ejemplo una genoteca de
mutante taq) de acuerdo con la presente invencion requerira en la mayoria de los casos el rastreo de un gran
numero de acidos nucleicos variantes. Las genotecas de acidos nucleicos se pueden crear de diversas formas,
incluyendo las siguientes.
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Las agrupaciones de acidos nucleicos de origen natural se pueden clonar desde ADN gendmico o ADNc (Sambrook
et al., 1989); por ejemplo, se ha demostrado que genotecas de mutante Taq u otras genotecas de ADN polimerasa
obtenidas por amplificacion por PCR de repertorios de Tag o ADN polimerasas son fuentes muy eficaces de
fragmentos de ADN polimerasa.

Las genotecas de genes también se pueden obtener por codificacion de todos (véase por ejemplo Smith, 1985;
Parmley and Smith, 1988) o parte de los genes (véase por ejemplo Lowman ef al., 1991) o agrupaciones de genes
(véase por ejemplo Nissim et al, 1994) mediante un oligonucleétido sintético adulterado o aleatorizado. Las
genotecas se pueden obtener también introduciendo mutaciones en un acido nucleico o agrupacion de acidos
nucleicos “aleatorizados” a través de diversas técnicas in vivo, incluyendo, el uso de “cepas de mutacion” de
bacterias como E. coli mutD5 (Liao et al., 1986; Yamagishi ef al., 1990; Low et al., 1996). Se pueden introducir
también mutaciones aleatorias tanto in vivo como in vitro por mutagenos quimicos e ionizacion o irradiacion de UV
(véase Friedberg et al., 1995), o incorporacion de analogos de base mutagénica (Freese, 1959; Zaccolo et al., 1996).
También se pueden introducir mutaciones “al azar” en genes in vitro durante la polimerizacion, por ejemplo,
utilizando polimerasas propensas a error. La PCR propensa a error introduce errores de copia aleatorios imponiendo
condiciones de reaccién imperfectas y por tanto mutagénicas o “descuidadas (por ejemplo, afiadiendo Mn** o Mg** a
la mezcla de reaccion (Cadwell and Joyce, 1991, PCR Meth. Appl. 2:28-33; Leung et al., 1989, Technique 1:11-13).
Se ha demostrado que este método es util para generar genotecas aleatorizadas de secuencias de nucleétidos. De
acuerdo con el método de la divulgacion, el término “aleatorio” puede referirse a posiciones aleatorias con un
repertorio aleatorio de aminoacidos en esas posiciones o puede ser posiciones seleccionadas (predeterminadas)
con un repertorio aleatorio de aminoacidos en las posiciones seleccionadas.

Se puede introducir una mayor diversificacion utilizando recombinacion de homodlogo ya sea in vivo (véase
Kowalczykowski et al., 1994) o in vitro (Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b)). Un ejemplo de una técnica de
recombinacion homadloga in vitro para generar diversidad génica es barajado génico.

El barajado génico implica la fragmentacion aleatoria de varios ADN mutantes seguido de su re-ensamblaje por PCR
en moléculas de longitud completa (Smith, Nature, 370: 324 [1994]). Entre los ejemplos de los diversos
procedimientos de barajado génico se incluyen sin limitarse a ellos, ensamblaje seguido de tratamiento con ADNasa,
el proceso de extension escalonado (STEP) y recombinacion in vitro con cebado aleatorio. En el método mediado
por ADNasa, se segmentan segmentos de ADN aislada de una agrupacion de mutantes positivos en fragmentos
aleatorios con ADNasa | y se somete a multiples rondas de PCR sin afadir cebador. Las longitudes de los
fragmentos aleatorios se aproximan a las del segmento sin segmentar a medida que prosiguen los ciclos de PCR
con el resultado de que las mutaciones presentes en diferentes clones se mezclan y se acumulan en algunas de las
secuencias resultantes. Los miltiples ciclos de seleccion y el barajado han llevado a un potenciamiento funcional de
varias enzimas (Stemmer, Nature, 370: 398 [1994]; Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 10747 [1994]; Crameri
et al., Nat. Biotech., 14: 315 [1996]; Zhang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 4504 [1997]; and Crameri et al.,
Nat. Biotech., 15: 436 [1997]).

Se ha descrito una modificacion del barajado génico, el protocolo de extension escalonada (StEP) (WO 98/42832;
Shao et al., 1998; Zhao et al., 1997; Zhao et al., 1998). StEP implica el cebado de polinucleétidos matriz con
cebadores aleatorios o flanqueantes. Se re-ensamblan los cebadores extendidos en ciclos extremadamente rapidos
de PCR, que generan productos de extension cada vez mas largos. En cada ciclo, los productos de
cebador/extension se pueden hibridar con diferentes matrices sobre la base de la complementariedad de secuencia.
La matriz que conecta diferentes secuencias crea “casetes de recombinacion”. Se continla el proceso hasta que se
crean genes de longitud completa.

Se ha descrito asimismo una modificacion de la tecnologia StEP (patente estadounidense No. 5.965.408). Al igual
que StEP, los cebadores aleatorios se hibridan con una(s) diana(s) para barajado. Se extienden los cebadores
aleatorios hasta que se detienen por “impedimentos” como dimeros de purina. La terminaciéon prematura se facilita
por bloqueo de la polimerasa con aductos asociados con la matriz. Se aislan los fragmentos y se utilizan en una
reaccion de PCR por separado para crear fragmentos que se solapan mas largos.

Se conoce una amplia gama de técnicas en la especialidad para rastrear productos génicos de genotecas
combinatorias obtenidas por mutaciones puntuales y para rastrear genotecas de ADNc para productos génicos que
tienen una propiedad determinada. Dichas técnicas seran por lo general adaptables para un rastreo rapido de las
genotecas generadas por la mutagénesis combinatoria o recombinacion de homodlogos o variantes de ADN
polimerasa. Las técnicas mas usadas para rastrear genotecas grandes comprenden normalmente la clonacion de la
genoteca en vectores de expresion replicables, la transformacion de células apropiadas con la libreria de vectores
resultantes y la expresion de los genes combinatorios en condiciones en las que la deteccion de una actividad
deseada facilita un aislamiento relativamente facil del vector que codifica el gen cuyo producto ha sido detectado.
Las técnicas de evolucion dirigida para deteccion y seleccion de la actividad de ADN polimerasa deseada han sido
descritas ya.
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Vectores y células huésped

Se pueden utilizar vectores y células huésped adecuados para hospedar el acido nucleico que codifica las ADN
polimerasa candidato o sus genotecas, o la ADN polimerasa obtenida por ingenieria genéticas de la presente
divulgacion. Las células huésped y los vectores se pueden utilizar también para expresar y aislar polipéptidos de
ADN polimerasas candidatos o ADN polimerasa obtenida por ingenieria genéticas de la presente divulgacion. La
célula huésped adecuada puede emplearse también para aislar genes de ADN polimerasa de tipo silvestre vy,
alternativamente, o adicionalmente, para expresar polipéptidos de ADN polimerasa de tipo silvestre para su uso en
los métodos de la presente divulgacion.

Vectores

Los vectores de expresion se pueden construir a partir de un vector de partida como por ejemplo un vector
disponible en el mercado. Los vectores preferentes son aquellos que son compatibles con la célula huésped,
bacteriana, de insecto o de mamifero. Entre dichos vectores se incluyen, entre otros, pCRIl, pCR3, y pcDNA3.1
(Invitrogen, San Diego, Calif.), pBSIl (Stratagene, La Jolla, Calif.), pET15 (Novagen, Madison, Wis.), pGEX
(Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.), pPEGFP-N2 (Clontech, Palo Alto, Calif.), pETL (BlueBacll, Invitrogen), pDSR-
alfa (PCT Pub. No. WO 90/14363) y pFastBacDual (Gibco-BRL, Grand Island, N.Y.).

Otros vectores adecuados incluyen, pero sin limitarse a ellos, cosmidos, plasmidos, o virus modificados, pero se
podra apreciar que el sistema de vectores debe ser compatible con la célula huésped seleccionada. Dichos virus
incluyen, sin limitarse a ellos plasmidos como derivados de plasmido Bluescript® (un fagémido a base de ColE1 de
un alto niumero de copias, Stratagene Cloning Systems, La Jolla Calif.), plasmidos de clonacién por PCR disefiados
para clonacion de productos de PCR Tag-amplificados (p.ej. TOPO™ TA Cloning® Kit, derivados de plasmido
PCR2.1®, Invitrogen, Carlsbad, Calif.), pASK75, y vectores de mamifero, levaduras o virus como sistema de
expresion de baculovirus (derivados de plasmido pBacPAK, Clontech, Palo Alto, Calif.).

Los vectores pueden incluir también un elemento regulador de transcripcion (un promotor) unido operativamente a la
secuencia de ADN polimerasa. El promotor puede contener opcionalmente porciones de operador y/o sitios de unién
a ribosoma. Los ejemplos no exhaustivos de promotores bacterianos compatibles con E. coli incluyen: promotor trc,
promotor alfa-lactamasa (penicilinasa); promotor lactosa; promotor triptifano (trp), promotor arabinosa BAD operon;
promotor Pl lambda derivado y sitio de unién a ribosoma gen N; y el promotor tac hibrido derivado de secuencias de
los promotores trp y lac UV5.

Una vez construido el vector e insertado la molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de ADN
polimerasa en el sitio apropiado del vector, el vector completado puede insertarse en una célula huésped adecuada
para amplificacion y/o expresion de polipéptido. La transformacion de un vector de expresion para polipéptido de
ADN polimerasa en una célula huésped seleccionada, se puede llevar a cabo a través de métodos muy conocidos,
incluyendo métodos como transfeccion, infeccién, cloruro de calcio, electroporacion, micro-inyeccion, lipofeccion,
método DEAE-dextrano u otras técnicas conocidas. El método seleccionado dependera en parte del tipo de células
huésped que se utilice. Estos métodos y otros métodos adecuados son conocidos entre las persones especializadas
en la técnica y se exponen por ejemplo en Sambrook et al., supra.

Células huésped

Se entiende por “célula huésped” o “célula obtenida por ingenieria genética recombinante” una célula que contiene
un vector y que soporta la replicacion y/o expresion del vector de expresion. Las células huésped pueden ser células
huésped procariotas (como E. coli) o células huésped eucariotas (como célula de levadura, insecto o vertebrado). La
célula huésped, cuando se cultiva en condiciones apropiadas sintetiza un polipéptido de ADN polimerasa que se
puede recoger posteriormente desde el medio de cultivo (si la célula huésped lo secreta al medio) o directamente
desde la célula huésped que lo produce (si no lo secreta). La seleccion de la célula huésped apropiada dependera
de diversos factores, como los niveles de expresion deseada, las modificaciones de polipéptido que son deseables o
necesarias para la actividad (como glucosilacién o fosforilacion) y la facilidad de plegamiento en una molécula
bioldgicamente activa.

Son de particular interés como células huésped las células bacterianas. Por ejemplo, las diversas cepas de E. coli
(p-€j. HB101, DH5a, DH10, y MC1061) son células huésped conocidas en el campo de la biotecnologia. Se pueden
emplear asimismo varias cepas de B. subtilis, Pseudomonas spp., otras Bacillus spp., Streptomyces spp., y
similares, en los métodos empleados en la presente divulgacion.

Las células huésped se pueden utilizar para expresar el candidato heterélogo o la ADN polimerasa obtenida por
ingenieria genéticas de la presente divulgacion. Tal como se utiliza en el presente documento “heterélogo” haciendo
referencia a un acido nucleico es un acido nucleico que se origina a partir de una especie extrafia, o si lo hace a
partir de la misma especie, esta sustancialmente modificado desde su forma nativa en cuanto a la composicion y/o el
locus gendmico por intervencion humana deliberada. Por ejemplo, un promotor unido operativamente a un gen
estructural heterdlogo es de una especie diferente a aquella de la que se deriva el gen estructural, o, si es de la
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misma especie, uno o ambos estan sustancialmente modificados desde su forma original. Una proteina heterogénea
se puede originar a partir de especies extrafias, o, si lo hace desde la misma especie, esta sustancialmente
modificada desde su forma original por intervencion humana deliberada.

Los sistemas de replicacion preferibles incluyen M13, ColEl, SV40, baculovirus, lambda, adenovirus, y similares. Se
ha aislado un gran numero de regiones reguladoras de iniciacién y terminaciéon de la transcripcion y se ha
demostrado que son eficaces en la transcripcion y traduccion de proteinas heterdlogas de varios huéspedes. En la
técnica se conocen ejemplos de dichas regiones, métodos de aislamiento, formas de manipulacion, etc. En las
condiciones de expresion apropiadas, se pueden utilizar las células huésped como fuente de ADN polimerasas
producidas por recombinacion o péptidos y polipéptidos derivados.

Ejemplos
Ejemplo 1: Genotecas de quimeras de polimerasa

Se construyeron genotecas de variantes génicas de polimerasa quimérica utilizando la técnica de barajado Step de
PCR (Zhao et al., (1998) Nature Biotechnol. 16, 258-261).

Para una primera genoteca 3T: Se amplificaron genes de polimerasa de tipo silvestre de Thermus aquaticus (Taq) y
T8 (una variante Taq 11 veces mas termoestable seleccionada previamente (Ghadessy et al. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2001 Abr 10; 98(8):4552-7), Thermus thermophilus (Tth) y Thermus flavus (Tfl) desde ADN genémico y se
clonaron en pASK75 (Skerra 1994) y se sometieron a ensayo para determinar su actividad. Se barajaron estos
genes utilizando Step, después se volvieron a clonar en pASK75 y se transformaron en E. coli TG1 para dar la
genoteca 3T.

Para una segunda genoteca mas diversa 8T, se amplificaron genes Pol | de ADN gendmico de Thermus brockianus,
Thermus filiformis, Thermus scotoductus y Thermus oshimai por PCR y se clonaron en el vector pAsk75 vector.

Se generd T8 por Step como en el caso anterior incluyendo los genes Pol | de Thermus thermophilus, Thermus
aquaticus, Thermus flavus, Thermus brockianus, Thermus filiformis, Thermus scotoductus y Thermus oshimai asi
como Deinococcus radiodurans (una bacteria resistente a radiacion) que habia sido clonada previamente en pAsk75
en el laboratorio de los autores de la invencion.

Se puntud el tamario de la genoteca por ensayos de dilucion y determinando la proporciéon de clones que contenian
inserto por rastreo de PCR y fue aproximadamente 1x10® en ambos casos. Un digesto de restriccion de diagnéstico
de 20 clones produjo 20 patrones de restriccion tnicos, lo que indica que la genoteca era diversa.

El posterior secuenciado de quimeras seleccionadas demostré una media de 4 a 6 cruzados por gen.
Ejemplo 2: Produccion de acido humico

Se rompid una muestra de suelo de turba en pequefios trozos y se afiadié agua. A continuacion, se calent6 la
muestra a 50 °C durante 1 hora para ayudar a la solubilizacion.

Se centrifugaron las muestras resultantes a 13.000 rpm durante 30 minutos y se recuperd la fase acuosa. A
continuacion, se redujo el volumen 10 veces utilizando un concentrador.

Se sometio a ensayo la actividad inhibidora del acido humico resultante realizando 30 ciclos de PCR (94 °C 10 min),
después 30 ciclos de 94 °C 30 s, 50 °C 30 s, 72 °C 1 min después 65 °C 10 min en presencia de una serie de doble
dilucion de acido humico en 60 % acido huimico a 0,03 % (12 puntos). Se llevé a cabo la PCR (tampo6n 1xSuperTaq,
0,2 mM dNTP, 1 uM cebadores (AAA AAT CTA GAT AAC GAG GGC AA y ACC ACC GAA CTG CGG GTG ACG
CCA AGC G), 1 pl SuperTaq, 2,5 ul de un crecimiento durante toda la noche de células E.coliy 0,01 yl de pAsk75
como matriz (100 ym de reserva), agua y acido humico segun se necesitd) en presencia de residuo celular de E. coli
ya que se sabe que ADN y proteina contrarrestan hasta cierto punto el efecto inhibidor que tiene el acido huimico
sobre las polimerasas.

Se observo que el acido humico inhibié totalmente la PCR a una concentracion de 5 % y superior.

Ejemplo 3: Seleccion de clones resistentes a acido humico

Se llevé a cabo la emulsificacion CSR y la seleccion en la genoteca StEP Taq, Tht y Tfl descrita esencialmente
(Ghadessy et al. 2001), pero con la adicion de acido humico a la fase acuosa de la emulsion como fuente de presion

selectiva. La cantidad maxima de acido humico que produce una seleccion positiva fue 20 %.

Los cebadores utilizados fueron (5'- GTA AAA CGA CGG CCA GTA CCA CCG AAC TGC GGG TGA CGC CAA
GCG-3', and 5'- CAG GAA ACA GCT ATG ACA AAA ATC TAG ATA ACG AGG GCA A-3").
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Se extrajo con éter la fase acuosa, se purificé por PCR (Qiagen, Chatsworth, CA) con 35 % GnHCI adicional, se
digirié con Dpnl para eliminar el ADN de plasmido metilado, se traté con ExoSAP (USB) para eliminar los cebadores
residuales, se reamplificé con cebadores fuera del nido (CAG GAA ACA GCT ATG AC y GTA AAA CGA CGG CCA
GT), se volvieron a clonar y se trasformaron en E. coli tal como se ha indicado.

Se rastrearon los clones resultantes y se clasificaron por rangos utilizando un ensayo PCR. Brevemente, se
afadieron 2,5 pl de células inducidas a 20 pl de mezcla de PCR (tampon 1xSuperTaq, 0,2 mM dNTP, 1 uM, 0,01 pl
de pAsk75 (100 uM de reserva), agua y acido humico segun fue necesario) con los cebadores correspondientes
(AAA AAT CTA GAT AAC GAG GGC AA y ACC ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AGC G). Se rastrearon 6
placas a varias concentraciones de acido humico (10 %, 5 %) y se aislé un total de 14 polimerasas que funcionaban
en PCR en condiciones en las que el tipo silvestre no (es decir 5 o 10 % de acido humico): P1H2, P2E2, P3D5,
P4D10, P4F12, PSE1, P5H2, P6A9, P6A10, P6C10, P6D1, P6F3, P6F4.

Ejemplo 4: Clasificacion de clones seleccionados:

Se sembraron en estrias clones de polimerasa: P1H2, P2E2, P3D5, P4D10, P4F8, P4F12, P5E1, P5H2, P6A9,
P6A10, P6C10, P6D1, P6F3 sobre placas de agar selectivas y se cultivaron durante toda la noche a 37 °C, se
diluyeron 1/100 en 2xTY/ Amp incubado a 37°C hasta una D.O.sg5= 0,5 (aprox. 2 horas). Se afiadié tetraciclina
anhidra a una concentracion final de 0,04 ug/ml y se indujeron los cultivos durante 4 horas a 37°C, agitando. Se
centrifugaron las células, se descarté el sobrenadante y se volvié a suspender el sedimento de células en " del
volumen de tampdén 1x Taq seguido de incubacién a 85 °C durante 10 minutos. Se aclardé el lisado por
centrifugacion. Se normalizaron las polimerasas y se clasificaron por rangos de actividad en PCR esencialmente tal
como explica Ghadessy et al 2001 utilizando un programa de PCR (94 °C 1 min, 30 x (94 °C 30 seg, 50 °C 30 seg,
72 °C 1 min), 65°C durante 2 min) utilizando cebadores 1: 5'-ACC ACC GAA CTG CGG GTG ACG CCA AG-3'y 2:
5'-GGG TAC GTG GAG ACC CTC TTC GGC C-3' y 10 ng de vector pASK-Taq como matriz. Se determiné la
resistencia a la inhibicién de acido humico utilizando una dilucién en serie de acido humico de extracto de turba
(HuAc P) (véase lo anterior) y acido humico disponible en el mercado (Fluka, codigo de producto: 53680; Lote:
1102067 34505220) (HuAc F (disuelto en tampon 1xTaq para saturacion (es decir, limite de solubilidad) (Tabla 1).

Tabla a: Actividad en acido humico desde dos fuentes diferentes

Polimerasa actividad f° Actividad en HuAc fhuuace® Actividad en HUACF  fruace fruace / fruacE

P 1/50

1/10
P2E2 1/128 4 1/16 0,25 1/64 0,03125 8
P1H2 1/64 2 1/8 1 1/32 0,25 4
P6A10 1/64 2 1/16 0,5 1/32 0,25 2
P3D5 1/8 0,25 1/32 2 1/128 0,5 4
P4D10 1/128 4 1/2 2 1/16 0,25 8
P4F8 1/32 1 1/32 0,5 1/64 0,25 2
P5H2 1/16 0,5 1/16 2 1/64 0,5 4
P6A9 1/16 0,5 1/16 2 1/64 0,5 4
P4F12 1/32 1 1/4 4 1/8 2 2
(Hu1)
P5E1 1/64 2 1/8 1 1/16 0,5 2
P6C10 1/32 1 1/8 2 1/32 0,5 4
P6D1 1/32 1 1/16 1 1/64 0,25 4
P6F3 1/8 0,25 1/8 8 1/32 2 4
Taqwt 1/32 1 1/16 1 1/16 1 1

@f: actividad relativa con respecto a Taqwt
® fruace: actividad relativa con respecto a Taqwt en acido himico extraido de turba (HuAc P)
© fuuacr: actividad relativa con respecto a Taqwt en acido himico de Fluka (HuAc F)

fruace / fuacr: actividad relativa en HuAc P con respecto a HUAc F

Los clones presentan universalmente resistencias mayores a los efectos de inhibicion de HuAc P para lo que han
sido seleccionados. P4F12 (Hu1) y P6F3 presentan el nivel de resistencia maximo (fiuacp) reteniendo la actividad a
4- resp. 8-veces la concentracion de HuAc P a la que se inhibe completamente Tagwt en PCR. La resistencia a
HuAc F es baja o ausente. Solamente P4F12 (Hu1) y P6F3 presentan un aumento de la resistencia (2x) en
comparacion con wtTag con acido humico disponible en el comercio (HuAc F).

Esto refleja la seleccion de polimerasas en cuento a su resistencia a HuAc P y no HuAc F. La actividad relativa en
HuAc P con respecto a HUAc F (fuuace / fHuacr) para Taqwt es 1, mientras que la mayoria de los clones seleccionados
presentan una fuuace / fhuacr 2-8. HuAc P y HUAC F estan claramente diferenciados y reflejan la naturaleza
heterogénea de las sustancias humicas. Las selecciones futuras pueden alternar diferentes preparaciones de acido
hdmico para asegurar una resistencia general a acidos humicos, si bienP4F12 (Hu1) y P6F3 despliegan ya un bajo
nivel de resistencia general.
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Ejemplo 5: Seleccién de polimerasa resistente a la inhibicion con suelo:

Utilizando una seleccion de CSR normal, tal como describe (Ghadessy et al., 2001), se seleccionaron tres
polimerasas que presentan una mayor resistencia a la inhibicién del suelo en comparacion con polimerasa de
Thermus aquaticus de tipo silvestre. Se seleccionaron los clones después de dos rondas de CSR.

La muestra de suelo utilizada en los experimentos fue recogida en Cambridge y presenté un pH ligeramente alcalino.

Para la primera ronda de CSR se utilizé6 una parte alicuota de la muestra de suelo para establecer una suspension
espesa de suelo en tampoén 1x Supertaq, que se afiadid después a la reaccion como reactivo inhibidor. En una
reaccion de control con polimerasa Supertaq, se pudo observar el primer producto a una concentracion de 0,3 % de
la suspension espesa de barro. La primera ronda de CSR se llevd a cabo después en presencia de 2,5 % de
suspension espesa de suelo.

Para la segunda ronda, se transfirid una parte alicuota de muestra de suelo en tampoén 1 x Supertaq y a continuacion
se incubd esta suspension espesa de suelo durante 2 horas a 50 °C, seguido de 20 minutos a 90 °C. A continuacion,
se centrifugo el extracto a 8.000 rpm durante 10 minutos y se mantuvo el sobrenadante como solucién inhibidora (-
20 °C).

A continuacion, se determiné la concentracién de inhibicion utilizando polimerasa Supertaq. La polimerasa comienza
a ser inhibida en torno a a un 3%, con una inhibiciéon casi completa a un 6 % de concentracion. Para la segunda
ronda de CSR, la concentracion inhibidora se establecié en 5 %.

En presencia del inhibidor, los clones resultantes soil3, soil4 y soil5 parecen ser el doble (soil3, soil4),
respectivamente o el triple (soil5) de activos que polimerasa de tipo silvestre de Thermus aquaticus.

Todas las polimerasas se conservaron en glicerol en nitrégeno liquido.
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Medical Research Council
<120> Polimerasa
<130> P024088WO
<160> 18
<170> PatentIn version 3.4
<210> 1
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

<400> 1
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tteoccoctott tgagoocasa

gcaccttoctt cgecctgaag

acggtttege caagagectco

tggtctttga cgocaaggoc

ggagggecee gaccceogag

acctectgyy gtittaceege

coctogecaa gaaggoggaa

acctctacea getogtctee

ceeeggagty gotttgggag

cecteghggy ggaccectee

guecgggtec

ggcctcacca

ctcaaggcce

cootecttec

gacctcooce

ctegaggtoe

aaagaagggt

gacegegtey

aagtacggoc

gacaacctes
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tgaaggagga
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ggcagetoge
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acgaggtgeg

cegtecteca

teaggocgga
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cgaaceggty

cgggtacaag

ctacgaggec

ccheatcaag

gacggacgac

catcctcace

coocgaggge

geagtgggty

gggeatcggg

60

120

1BO

240

300

360

420

480

5440

600
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cctcaaggay

aaacgtccgy

cegggtgegt

ggaagggctt

cetictggaa

cgtgggettt

cgecaggggt

ggaggegeyy

cctecegece

ceccgagagy

cgoccttter

cctttggott

cacagaggly

gatcgeecge

cCcggaaccag

ggagaggace

ccccategty

tgacccettyg

gacqgCeacy

cegeacceeg

tggggaagee

gagaagatca

accgacctec

agggcctteo

agecccaagg

gtgctttece

ggtcgggtee

gggetteteg

ggcgacgace

gtggecegge

gagaggetet

taccgogagy

cgectggacy

ctcgaggeeg

ctggasaggg

ggcaageget

gagaagatce

ccggacctea

gecacgggea

cttgggcaga

ggtggctatt ggtggocetg gactatages
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tggaaaatct
aggoccacct
coctggaggt
tggagaggct
ccctggagga
geaaggagec
accggaccco
ccaaagacct
cocatgetect
getacggegy
tégccaacct
tggataggec
tggectatet
aggtcttoeg
tectetttga
ccaccagega
tgcagtaceg
tocaccecaq
gyctaagtag
ggatccgc;g

agatagagct

ccteaagaac
ggaagacctc
ggaccteogec
ggagticgge
ggceccectgyg
catgtgggcg
cgagecttat
gagogttctg
cgcctacctoe
ggagtggacy
gtaggggagg
cottteoget
cagggecttyg
cctggecgac
cgagetaggy
cgeogtectg
ggagctcacc
gacgggecge
cteegateee

ggcetteate

cagggtgetg
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840
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gcocacctet coggegacga gaacckgate ogggtettoc aggaguggey ggacatcocac
acggagaceg ccagotggat gttoggtgte coccoggagg cogtggacee cotgatgege
cgagegaeca agacagtgaa cttoggegte ctetacggea tgfcogcoca taggctctee
caggagcttt ccatcececta cgaggaggeg gtggecttita tagagegota cttccaaage
ttococaagg_ fgcgggecty gatagaaaag accchtggagg aggggaggaa goggggcotac
gtoggaaacce tetteggaag aagyogctac gtgeocgace teaacgoeoy ggtgaagage
gtcagggagy cogeggageg catggectte aacatgoceg Cocagggcac cgoogacgac
cteatgaage teogecatggt gaagetcttc cecogectee gggagatggg ggeccgeaty
ctectecagy tecacgacga getoctooty gaggooccos aagegoggge ogaggaggtg
goggetttog ccaaggagge catggagaag goctatcoce togocgtace octggaggty
gaggtgggga toggggagga ctggotitec gocaagggtt ag

<210> 2

<211> 833

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

<400> 2

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2502

Met Ala Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu leu Val

1 5 10 15

Asp Gly His His Ieu Ala Tyr Arg Thr Phe Phe Ala leu Lys Gly Leu

20 25 30
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Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gln Ala Val Tyr Gly FPhe Rla Lys
35 40 45

Ser Leu leu Lys &la leu Lys Glu Asp Gly Tyr Lys Ala Val Phe Val
50 55 60

Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Fhe Arg His Glu Ala Tyr Glu Ala
65 70 75 BO

Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Leu Pro Arg Gln Leu
85 80 95

Ala Leu Ile Lys Glu Leu Val Asp Leu Ieu Gly Phe Thr Arg Leu Glu
100 -105 110

Val Gln Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Ieu Ala Thr Leu Ala Lys Lys
115 120 125

Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg Ile Leu Thr Ala Asp Arg Asp
130 135 140

Leu Tyr Gln Leu Val Ser Asp Arg Val Ala Val Leu His Pro Glu Gly
145 150 155 160

His Leu Ile Thr Pro Glu Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg Pro
165 170 175

Glu Gln Trp Val Asp Phe Arg Ala Leu Val Gly Asp Pro Ser Asp Asn
180 185 190
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Leu Pro

Lys Glu
210

Lys Pro
225

Arg Leu

Val Asp

Fhe Ien

Leu Glu
290

Gly Ala
305

hsp Teu

Pro Glu

Leu Ala
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Gly Val Lys
195

Trp Gly Ser

Glu Asn Val

Ser Leu Glu
245

Ieu Ala Gln
260

Glu Arg Ieu
275

Ser Pro Lys

Phe Val Gly

Iea Ala Ieu
325

Pro Tyr Lys
340

Lys Asp ILeu

Gly Ile Gly Glu Lys Thr Ala

200

Leu Glu Asn Leu Leu Lys Asn

215

220

Arg Glu Lys Ile Lys Ala His

230

Leu Ser

Gly Arg

Glu FPhe

Ala Leu

295

Fhe Val
310

235

Arg Val Arg Thr Asp

250

Glu Pro Asp Arg Glu

Gly Ser leu leu His

280

Glu Glu Ala Pro Trp

300

leu Ser Arg Lys Glu

315

Ala Ala Ala Arg Gly Gly Arg

330

205

Ieun

Leu

Gly

Glu

285

Pro

Fro

Val

Ala Ieu Arg Asp Ieu Lys Glu Ala

Ser Val

Ien Ala Lew Arg Glu Gly

27

Lys Ieu Leu

Asp Arg Val

Glu Asp
240

Pro Leu Glu

255

leu Arg Ala

270

Fhe Gly Leu

Fro Pro Glu

Met Trp Ala
320

His Arg Ala

335

Arg Gly Leu
350

Leu Gly Len



355

Pro Pro Gly Asp
370

Asn Thr Thr Pro
3B5

Glu Glu Ala Gly

leu Trp Gly Arg
420

Glu Val Asp Arg
435

Gly Val Arg Leun
450

Ala Glu Glu Ile
465

His Prc Phe Asn

Asp Glu Leu Gly
500

Arg Ser Thr Ser
515
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360 365

Asp Pro Met Leu leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser
375 380

Glu Gly Val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr
390 395 ) 400

Glu &rg Ala Ala Leu Ser Glu Arg Leu Phe Ala Asn
405 410 415

Leu Glu Gly Glu Glu Arg lLeu Leu Trp Leu Tyr Arg
425 430

Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu 2la Thr
440 445

Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val
455 460

Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg lLeu Ala Gly
470 475 480

Leu BAsn Ser Arg Asp GIn Leuw Glu Arg Val Leu Fhe
485 430 495

Leu Pro Ala Ile Gly Lys Thr Glu Arg Thr Gly Lys
505 510

Ala Ala Val Leu Glu Ala Ieu Arg Glu Ala His Pro
520 525

28



ES 2627274 T3

Ile val Glu Lys Ile Leu Gln Tyr Arg Glu Leu
530 535

Thr Tyr Ile Asp Pro Leu Pro Asp Leu Ile His
545 550 555

Ieu His Thr Arg Phe Asn Gln Thr Ala Thr Ala
' 565 570

Ser Ser Asp Pro Asn leu GIn Asn Ile Pro Val
580 585

Gln Arg Ile Arg Arg Ala Phe Ile Ala Glu Glu
395 600

Ala Leu Asp Tyr Ser Gln Ile Glu lLeu Arg Val
610 615

Gly Asp Glu Asn Leu Ile Arg Val Phe Gln Glu
625 630 635

Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro
645 630

Pro leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr Val Asn
660 665

Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gln Glu Leu
675 680

29

540

Pro

Thr

Gly

620

Gly

Fro

Fhe

Ser

Lys

Arg

Leu

Thr

Gly Arg

Thr

Trp
005

Ala

Fro
590

Leu

His

Arg Asp

Glu Ala

Gly Val

670

Lys Ser

Gly Arg
560

Leu Ser
575

Leu Gly

leu Val

Leu Ser

Ile His
640

Val Asp
655

Ieu Tyr

Ile Pro Tyr Glu

085



10

<210> 3
<211> 2502
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

Glu Al=a
680

Arg Ala
705

Val Glu

Arg Val

Pro Val

1eu Phe

T

His Asp

785

Ala Ala

Pro 1en

Gly

Val

Trp

Thr

Lys

Gln

155

Pro

Glu

Len

Gla

ES 2627274 T3

Ala Phe Ile Glu

635

Ile Glu Lys Thr

710

Ieu Fhe Gly Arg

TZ5

Val Arg Glu
740

Gly Thr Ala Ala

Arg Leu Arg Glu

5

Leu ILeu Glu
750

Leu

Ala Lys Glu Ala

BO5

Val
820

Glu Val Gly

Zrg Tyr Phe Gln Ser Phe

700

Pro Lys Val

Leu Glu Glu Gly Arg Lys Arg Gly Tyr

Arg Arg Tyr Val Pro Asp

Ala Ala Glu Arg Met Ala

745

730

715

720

Leu Asn Ala
135

Phe Asn Met
750

Asp Teuw Met Lys Leu Ala Met Val Lys

760

Met Gly Bla Arg Met Ieu

Ala Pro Gln Ala Arg Ala

Met Glu Lys Ala Tyr Fro

Ile Gly Glu Asp Trp Leu

30

825

810

795

180

765

leu Gln Val

Glu Glu Val
800

Ieu Ala Val
815

Ser Ala Lys
830



<400> 3

atggegatge
ctggectace
caggoggtet
gocgtettey
tacaaggegy
gagetggtgg
gttctegeea
gocgacegey
cacctcateca
gactteogeg
gagaagaccy
ctggaccggy
aggeteteet
caggggcg9y

agectectee

ceccegesyy

ES 2627274 T3

ttecoctett tgagoocaaa

geaccttett egecctgaay

acggcttoge caagageste

tggtctttga cgocasgges

YYAgIYCCES gAcCCeegay

acctcetggy gtttaccegt

coctggeccaa gaaggoggdas

acctetacca actogtetec

cocoggagty getttogag

ccctegtggg ggaccootco

cectcaaget cotcaaggag

taaagecaga asacgtecgg

tagagetete cogggtgoge

agcccgaccg ggasaguctt

acgagttoyy ecttetggaa

aaggggcctt cotgggettt

ggccgggtoe

ggcctcacca

cteaagacce

cectecttee

gacttocece

ctogagatee

aaggaggggt

gaccgegteg

aagtacggce

gacaacctee

tggggaagec

gagaagatca

accgacctee

agggecttte

agceccaagg

gtgctttcce

31

tcctggtgga
cgageeggag
tgaaggagga
gecacgagyge
ggcagetege
coggetacga
acgaggtycg
cocgtectoca
teaggcegga
ceggggteaa
tggaaaacct
aggeccacct
coctggaggt
tggagaggct
ccctggagyga

geaaggegee

cggecaccac

cgaaccggty

caggtacaag

ctacgagacc

cctcatcaag

Jacggacgac

catectcace

ceeogaggge

geagtgagtg

gugcatcggy

cetecaagaac

ggaagaccte

ggacctogec

tgagtttgge

ggececectgy

catgtgggec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

960



gatcttctygy coctggecge

aaagccctca gggacttgaa

gcectaaggy aaggecttgg

ctggacectt ccaacaccac

gaggagycgy gggageggyce

Ctigaggyyy agyagagget

gtoctggeoe acatggagge

toeoctggagy tggocgagaa

cacceottes acctoaacte

cttooogeca toggcaagac

gaggcecctcs gogaggoooa

azgctgaaga goacctacat

ctecacacce gottcaacca

aacctecaga acatecoogt

gctgaggagg ggtggetatt

geccacctet cogycgacga

acggaaacey ccagetggat

cgggcggeca agaccatcaa

caggagctag ccatococctta

ES 2627274 T3

cgccaggggt gytegagtat
ggaggegegy gggettcteg
cotooogecs ggegacgacs
cocegagggg ghggecogge
cgecctttec gagaggctet
cetttggett taccgggagg
cacaggggty cgoctggacg
gatcgeecge chogaggeeg
cogggaccag ctggaaaggy
ggagaagace ggcaagoget
coccatocgtg gagaagsteo
tgaccocttyg coggacctea
gacggecacy gocacgggca
cegeacceoy ctogggeaga
ggtggtcctg gactatagec
gaacctgate cgggtettee
gtteggegte ccccgﬁxyaég
ctteggggtt ctetacggea

cgaggaggee cgggecttca

accgggeccee cgagecttat
ccaaagacct

gagegttetg

ceatgetect cgectaccte

getacggegy ggagtagacy
tegecaacet g'tggg ggagg
tggataggee cotttocget

tggcctatct cagggocttg

aggtctteeg cctggecgge
toctetttga ogagetaggy
ccaccagege

cgeogtecty

tgcagtacey ggagctcace

teccacceccag gacggaccgo

ggctaagtag cteocgatece

guatcogeeg ggocttcate

agatagagct cagggtgctg

aggaggageg ggacatccac

cogtggacee cotgatgoge

tgtcggeocca cogectotec

ttgagegeta cttteagage

tteeccaagy tgegggecty gattgagaag accetggagy agggcaggag gegggggtac

gtagagacce tettoggeeg ccgoogetac gtgocagace tagaggecoey ggtgaagage

32

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1360

1920

1980

2040

2100

21860

2220
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gtgcgguagy cggocgagog catggoctto aacatgoctg tccagggeac ogeogeogac

ctcatgaagc tggctatggt gaagetcttc cocaggetgg aggaaacgay ggocaagatyg

ctectteagg tecacgacga getggtecte gagacccocaa aagagagggc ggaggoecghg

geecggetgg ccaaggeggt catggagggg gtgtatccoc tggecgtgec octggaggty

gaggtgggga taggggagga ctggetetee gecaaggagt ga

<210> 4
<211> 833
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

<400> 4

Met Ala Met Ieun Pro ILeu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val leu Leu Val
1 5 io 15

Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe Fhe Ala Leu Lys Gly Leu
20 25 30

Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gln Ala Val Tyr Gly Phe Ala Lys
35 40 45

Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Tyr Lys Ala Val Phe Val
50 35 &0

Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Glu Ala
65 70 75 80

33

2280

2340

2400

2460

2502



Tyr Lys Ala

Ala Ieu Ile

Val Pro Gly

115

Ala Glu
130

Lys

Ieu Tyr Gln

145

His leu Ile

Glu Gln Trp

leu Pro Gly

195

Lys Glu
210

Trp

Lys Pro Glu
225

ES 2 627274

Gly Arg Ala Pro Thr Pro
85

Lys Glu Leu Val Asp Leu
100 105

Tyr Glu Ala Asp Bsp Val
120

Glu Gly Tyr Glu Val Arg
135

Leu Val Ser Asp Arg Val
150

Thr Pro Glu Trp Ieu Trp
165

Val Asp Phe Arg Ala Leu
180 185

Val Lys Gly Ile Gly Glu
200

Gly Ser Leu Glu Asn Leu
215

Asn Val Arg Glu Lys Ile
230

34

T3

Gilu Asp Phe Pro Arg Gln Leu

30

95

l=u Gly Phe Thr Arg Leu Glu
110

Len

Ile

Ala

Val

Lys

Leu

Lys

Ala Thr Leu
125

Leu Thr Ala
140

Val ILeu His
155

Lys Tyr Gly

Gly a&sp Pro

Thr Ala Leu
205

Lys Asn Leu
220

Ala His Ieu
235

Ala Lys Lys

Asp Arg Psp

Pro Glu Gly

160

Leu Arg Pro

175

Ser Asp Asn
190

Lys Leu Leu

Asp Arg Val

Glu Asp lLeu
240



ES 2627274 T3

Arg Leu Ser Ieu Glu Ieu Ser Arg Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu
245 250 255

Val Asp Isu BAla Gln Gly Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala
260 265 270

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly leu
275 280 285

Leu Glu Ser Pro Iys Ala Leu Glu Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu
230 285 : 300

Gly 2la Phe Val Gly Phe Val Ieu Ser Arg Lys Ala Pro Met Trp Ala
305 310 315 320

Asp Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ala Arg Gly Gly Arg Val Tyr Arg Ala
325 330 335

Pro Glu Pro Tyr Lys Ala Leu Arg Asp Leu Lys Glu Ala Arg Gly Leu
340 345 350

Leu Ala Lys Asp Leu Ser Val Leu Ala Leu Arg Glu Gly Leu Gly Leu
355 360 365

Pro Pro Gly Asp Asp Pro Met Leu Leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser
370 375 380

Asn Thr Thr Pro Glu Gly Val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr
385 390 385 400

Glu Glu Ala Gly Glu Arg Ala Ala Leu Ser Glu Arg Leu Phe Ala Asn

35



ES 2627274 T3

405

Ieu Trp Gly Arg Ieun Glu
420

Glu Val Asp Arg Proc Leu
435

Gly Val Arg Leu Asp Val
450

Ala Glu Glu Ile Ala Arg
465 470

His Pro Phe Asn Leu Asn
485

Asp Glu Leu Gly leu Pro
500

Arg Ser Thr Ser Ala Ala
515

Ile Val Glu Lys Ile Ieu
530

Thr Tyr Ile Asp Pro Leu
545 550

leu His Thr Arg Phe Asn
565

Gly Glu Glu
425

Ser Ala Val
440

Bla Tyr Leu
455

Ieu Glu Ala

Ser Arg Asp

Ala TIle Gly
505

Val Leu Glu
520

Gln Tyr Arg

535

Pro Asp Leu

Gln Thr Ala

36

410

Arg Leu

Leu Ala

Glu Val
475

Gln Leu

490

Iys Thr

Ala Leu

Glu Leu

Ile His
555

570

leu Trp leu
430

His Met Glu
445

Lew Ser leu
460

Phe Arg leu

Glu Arg vVal

Glu Lys Thr
510

Arg Glu Ala
525

Thr Lys Leu
540

Fro Arg Thr

Thr Gly &Arg

415

Ala

Glu

Ala

Len

495

Gly

His

Lys

Gly

Teu
575

Val

Gly

480

Phe

Lys

Pro

Ser

Arg

560

Ser



ES 2627274 T3

Ser Ser Asp Pro Asn leu Gln Asn Ile Pro Val Arg Thr Pro leu Gly
580 585 590

Gin Arg Ile Arg Arg Ala Phe Tle Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val
595 600 605

Val Leu Asp Tyr Ser Gln Ile Glu Leu Arg Val leu Ala His leu Ser
6l0 615 620

Gly &sp Glu Asn Leu Ile Arg Val Fhe Gln Glu Gly Arg Asp Ile His
625 630 635 640

Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp
645 630 655

Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr Ile Asn Phe Gly Val Leu Tyr
660 665 670

Gly Met Ser Ala His Arg leu Ser Gln Glu Ieu Ala Ile Pro Tyr Glu
675 680 685

Glu Ala Arg Ala Phe Ile Glu Arg Tyr Phe Gln Ser Phe Pro Lys Val
630 695 700

Arg Ala Trp Ile Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr
105 710 715 720

Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala
725 730 735

37



10

<210> 5
<211> 2499
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

<400> 5

ES 2627274 T3

Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met
740 745 750

Pro Val Gln Gly Thr ala Ala Asp Leu Met Lys Ieu Ala Met Val Lys
755 760 785

Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Thr Gly Ala Arg Met Leu Leu Gln Val
770 775 780

His Asp Glu Leu Val Leu Glu Thr Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val
785 750 785 800

Bla Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val
805 810 815

Pro Leu Glu Val Glu Val Gly Ile Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala lys
820 825 830

Glu

atgogtggta tgettectet tittgagece aagggecgey toctectggt ggacggocac

cacctggect acegeacctt ccacgeoctg aagggectca ccaccagecg gggggageeg

38

60

120



gtgcaggogg

goggtgatoy

tacaaggegy

gagctggtgg

gtoctggeea

gecgacaaag

tacctcatca

gactaccggy

gagasgacyy

ctggaccggce

ctctectggg

aggcgggage

ctoctecacy

cogeeggaag

cttctggete

gcoctcaggg

ctgagggaag

gacectteca

gaggegggaq

gagggggagy

tctacggett

taggtctttga

gecgggoooc

acctectgag

goctggeccaa

acctttacca

ceocggoectg

coctgaccgg

cgaggaaget

tgaagooogo

acctggecaa

cogaceggga

agttoggect

gggecttogt

tggcogeoge

acctgaagga

geettggect

ACACCaCCoC

agcgggecege

agaggctect

ES 2627274 T3

cgccaagagce

cgccaaggeo

cacgeoggag

gctggogege

gaaggcdgaa

gctectttec

getitgggaa

ggacgagtcoc

tctggaggay

catcogugayg

ggtgegeacc

gaggcttagy

tctggaaage

gggcttigtg

caggggagyc

gg9cgegggqy

cocgoeecgge

cgagagygty

cctttoocgag

ttggetttac

ctectecaagg

cectoctte

gactttcooe

ctcgaggtceoe

aaggagggct

gaccgcateo

aagtacggeo

gacaacctte

tgggggagec

aagatcctgy

gacctgcece

geotttctgg

CCCAAgGoee

ctttccogea

cgggtccacc

cttetegeca

gacgacceca

geceggeget

aggctctteg

cgggaggatqg

39

toctecaagga
gocacgagge
ggcaactoge
cgggctacga
acgéggtccg
acgtcctcca
tgaggoccga
coggggtcaa
tggaagcoct
cccacatgga
tggaggtgga
agaggcttga
tggaggaggc
aggagcocat
gggecccega
aagacctgag
tgectectoge
acggegggga
ccaaqctgtg

agaggeeoct

ggacggggac

ctacggagyy

cctcatcaag

gacggacgac

catectcace

cccogagggg

coagtgggee

gggcatcggg

cctcaagaac

cgatctgaag

cttogeocaaa

gtttggeage

cccctggeee

gtgggeegat

gecttataaa

cgttetggee

ctacctoctyg

gtggacggag

gaggaagett

ttoogetgto

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ctggeccaca

ctoyaggtyy

cocttcaace

coogecateg

geectoogey

ctgaagagca

cacacccget

ctecagaaca

gaggaggagt

caccteoteog

Jagaccgocs

gcggcCasasa

gagctageoeca

cecaagygtge

gagaccctct

cgggaggcgy

atgaagetyy

cttecaggtes

cggetggeea

gtogygatag

<210> 6

<211> 832

<212> PRT
<213> Artificial

tggaggecac

ccgaggagat

tcaactcoog

ES 2627274 T3

gggggtgcge ctggacgtgg

cgeocgectc gaggocgagg

ggaccagetg gaaagggtec

cctatctcag

tettecgect

tetttgacga

gcaagjacgga gaagaccgge

categtagay

AGUCCCACCC

cectacattga coococttgecy

tcaaccagac ggccacggec

teoccgteny caccoegett
ggctattggt ggocctggac

gogacgagaa cctgatocgg

getggatgtt cggegtesas
ccatcaactt cggggtectic
tococttacga ggaggoccag
goggcctggat tgagaagace
teggeegeoog cogetacgty
ccgagegeat ggectteaac
ctatggtgaa getetteocee
acgacgaget ggtectegag
aggaggtcat ggagogagty

gggaggacty gettteogeo

aagegetocca ccagogoecge

zagatectge agtaccggga
gacctcatee accocaggac
acgggeagygc taagtagete
ggycagagga tecgooggge
tatagcocaga tagagctcag
gtcttccagg aggggcgeaa
cgggaggecy tggacooect
tacggeatgt cggoccaccg
goctteateg agegetactt
ctggaggagy gcaggagyey
ccagacctag aggoccgggt
atgeccgtce agggoacege
aggetggagqy aaatgggygc
gcoocaaaag agagggcgga

tatecectygy cogtaccect

8agggtiag

40

ggcecttgtoe
GICeggccac
gctagggctt
cgtectggag
gctcaccaag
gggeegecte
cgateccaac
cttcategec
ggtgetggeo
catccacacy
gatgegeegy
cctctoocay
tcagagcttc
gaggtacgty
gaagagogty
cgecegaccte
caggatgct;
ggccgtggec

ggaggtggag

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

19380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2499



<220>
<223> Polimerasa

<400> 6

ES 2627274 T3

Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu Leu

1 5

Val Asp Gly His His Leu Ala
20

Ieu Thr Thr Ser Arg Gly Glu
35

Tyr Arg

25

FPro vVal

40

Lys Ser Ieu Teu Lys Val Ieu Lys Glu

50 55

Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Fhe

65 70

Tyr Lys Rla Gly Arg Ala Pro
85

Ala Ieu Ile Iys Glu Leu Val
100

Thr Pro

Asp len

105

Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val

115

120

41

10 15

Thr Phe His Ala Leu Lys Gly
30

Gln Ala Val Tyr Gly Phe Ala
45

Asp Gly Asp Bla Val Ile Val
60

Arg His Glu Ala Tyr Gly Gly
75 80

Glu Asp Fhe Fro Arg Gln Leu
80 95

Leu Gly Leu Ala Arg Leu Glu
110

leu Ala Ser Leu Ala Lys Lys
125



2la Glu Lys
130

Ien Tyr Gln
145

Tyr Leu Ile

&sp Gln Trp

Leu Pro Gly
185

Gla Glu Trp
210

lys Pro Ala
225

Leu Ser Trp

Asp Phe Rla

ES 2627274 T3

Glu Gly Tyr Glu Val Arg Ile
135

Ien Leu Ser Asp Arg Ile His
150

Thr Pro Ala Trp leu Trp Glu
165 170

Bla Asp Tyr &rg Ala Leu Thr
180 185

Val Lys Gly Ile Gly Glu Lys
200

Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu
215

Ile Arg Glu Lys Ile Leu Ala
230

Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr
245 250

Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg
260 265

Leu Thr Ala Asp Lys Asp
140

Val Leu His Pro Glu Gly
155 160

Lys Tyr Gly Leu Arg Pro
175

Gly Asp Glu Ser Asp Asn
190

Thr Ala Arg Lys Leu Leu
205

Lys Asn Leu Asp Arg leu
220

His Met Asp Asp Leu Lys
235 240

Asp Leu Pro Leu Glu Val
255

Glu Arg Leu Arg Ala Phe
270

Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu Leu

215

280

42

285



Glu Ser Pro Lys
290

Ala Phe Val Gly
305

Ieu Leu Ala leu

Glu Pro Tyr Lys
3490

Ala Lys Asp Leu
355

Pro Gly Asp Asp
370

Thr Thr Pro Glu
385

Glu Ala Gly Glu

Trp Gly Arg Leu
420

val Glu Arg Pro
435

ES 2627274 T3

Ala Leu Glu Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu Gly
295 300

Phe Val leu Ser Arg Lys Glu Pro Met Trp Ala Asp
310 315 320

Ala Ala Ala Arg Gly Gly Arg Val His Arg Ala Pro
325 330 335

Ala leu Arg Asp Leu Lys Glu Ala Arg Gly Leu Leu
345 350

Ser Val Leu Ala Teu Arg Glu Gly Ieu Gly Ieu Pro
360 365

Pro Met Ieu Leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser Asn
375 380

Gly Val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr Glu
390 385 400

Axrg Ala Ala Ieu Ser Glu Arg leu Phe Ala Asn Leu
405 410 415

Glu Gly Glu Glu &rg leu Leu Trp leu Tyr Arg Glu
425 430

Ieu Ser Ala Val ILeu Ala His Met Glu Ala Thr Gly
440 445

Val Arg Ieu Asp Val Ma Tyr Leu Brg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala

43



450

Glu Glu Ile &la
465

Pro Phe Asn Leu Asn

Glu Ieun Gly Lew
500

Ser Thr Ser Ala
515

Val Glu Lys Ile
530

Tyr Ile Asp Pro
343

His Thr Arg Phe

Ser Asp Pro Asn
580

Arg Ile Arg Arg
5485

Ileu Asp Tyr Ser
610

ES 2627274 T3

455

Arg Leu Glu Ala Glu
470

Ser Arg Asp Gln
485

Pro Ala Tle Gly Lys

505

Ala Val Ieu Glu

520

Ala

Ieu Gln Tyr Arg Glu

535

leu Pro Asp lLeu Ile

550

Asn Gln Thr Ala

565

Gln Asn Tle Pro

585

Leu

Phe Tle 2la Glu

600

Ala

Ile Glu Leu
615

Gln Arg

44

460

val Phe Arg Leu Ala Gly His

475

Leu Glu Brg Val
490

Thr Glu Lys Thr

Leu Arg Glu Ala
525

Ieu Thr Lys Leu
540

His Pro Arg Thr

555

Ala Thr Gly Arg
570

Val Arg Thr Pro

Glu Gly Trp Leu
605

Val Ieu Ala His
620

leu Phe
495

Gly Lys
510

His Pro

Lys Ser

Gly Arg

Leu Ser

575

Leu Gly
590

leu Val

Leu Ser

480

Asp

Arg

Ile

Leu

260

Ser

Gln

Ala

Gly



Asp Glu Asn
625

Glu Thr Ala

Leu Met Arg

Met Ser Ala
615

Ala Gln Ala
690

Ala Trp Ile
705

Glu Thr leu

Val Lys Ser

Val Gln Gly
755

Phe Pro Arg
770

ES 2627274 T3

leu Ile Arg Val Fhe Gln
630

Ser Trp Met Fhe Gly Val
645

Arg Rla Ala lys Thr Ile
660 665

His Arg Leu Ser Gln Glu
680

Phe Tle Glu Arg Tyr Phe
695

Glu Tys Thr Leu Glu Glu
710

Phe Gly Arg Arg Arg Tyr
725

Val Arg Glu Ala Ala Glua
T40 745

Thr Ala Ala Asp Lau Met
760

Leu Glu Glu Met Gly Ala
775

45

Glu Gly &rg Asp Ile His Thr

635

640

Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro

650

Asn Phe Gly Val

Leu Ala Ile Pro
685

GIn Ser Phe Pro
700

Gly Arg Arg Arg
715

Val Pro Bsp leu
730

Arg Met Ala Phe

Lys Leu Ala Met
T6h

2Arg Met Leu Leu
780

655

Leu Tyr
670

Tyr Glu

Lys vVal

Gly Tyr

Glu Ala
135

Asn Met
750

Val Lys

Gin Val

Gly

Glu

hrg

Val

720

Arg

Pro

Leu

His
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ES 2627274 T3

Zsp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu

785

790

Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val

BOS 810

Leu Glu Val Glu Val Gly Ile Gly Glu Asp

<210>7
<211> 2499
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

<400> 7

atggogatge

ctggectace

caggeggtet

geogtetteg

tacaaggegy

gagetagtgg

gttctegoca

gecgacegty

cacctecatca

gactteogey

820 825

ttccocctott tgageoocaaa ggoegggtod

gcaccttett cgocctgaag ggoctcacca

acgygctitcge caagagoocte ctcaaggooo

tgogtctttga cgocaaggoe cectocttos

ggagggecos gaccococegag gacttcoooo

acctcctggg gtttaceege ctegaggteco

cectggecaa gaaggegdea aaggagggat

acctctacca actegtctec gacogogtcy

ccoeggagty getttgggag aagtacggec

coctogtgogg ggacooctes gacaacctec

46

Arg Ala Glu Ala Val Ala

785

800

Tyr Pro leu Ala Val Pro

815

Trp Leu Ser Ala Lys Gly

tectggtgga

Cgagecagygy

tgaaggagga

gocacgaggc

ggcagetoege

ccggctacga

acgaggtgeg

cegtectoca

tcaggecgga

coggggtcaa

830

oggccactac

cgaaceygty

cgygtacaag

ctacgaggec

cotecatcaag

ggoggacgac

catccteace

CCCCgaqaqgoe

gcagtgggty

gggcatcgqy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gagaagaccog ccctcaaget
ctggaccgge tgaagoooge
ctctectggy acctggecaa
aggcgggage cogaccggga
ctectocacg agtteggect
ccgooggaag gggecttogt
cttetggoee tggeogooge
gooctcaggg acctgaagga
ctgagggaay gocttggoct
gaccctteca acaccacceo
gaggogyady agegggeage
gagggggagg agaggetoct
ctggeecaca tggaggocac
ctggaggtog cogaggagat
cecttcaace tcaactocoy
coogecatog goaagacgyga
geeoctoogeg aggoocacec
ctgaagagca octacattga'
cacaccoget tcaaccagac

ctecagaaca teccogtecy

ES 2627274 T3

cctcaaggay tggggaagce
cateocgggag aagatoctgy
ggtgogeace gacctgeeee
gaggcttagy goctttctgg
totggaaage cocasggoce
gggctttgty ctttccogea
Cagggguggc cgggtocace
ggcgoggggg cttctegeca
COCgeCeggec gacgacceca
cgagygygty gocoggeget
ccttteogag aggetettog
ttggctttac cgggagytay
gggagtgege ctggacgtgg
cgeccgecte gaggeogagy
ggaccagetg gasagggtce
gaagaccggc aagogctccea
catcgtggag aagatoctge
ceccttgeoy gaccteatcee
ggoecatggec acgggeagyge

cacccegett gggeagagga

47

tggaaaacct cctcaagaac
cccacatgga cgatctgaag
tggaggtgga cttogecaaa
agaggcttga gttiggcage
tggaggaggc ccoctggece
aggagcecat gtgggcogat
gggcccooga gocttacaaa
aagacctgag cgttctggec
tgctectege ctacctoctg
acggegggaa ghtggacggag
ccaacctgty ggggaggctt
agaggecect tteogetgte
cctatctcag ggecttgtee
tottecgoct ggcocggocac
tctttgacga getagggett
ccagegeege cgtectggag
agtaccggga getcaccaag
accccaggac gggocgecta
taagtagctc cgatcccaac

tcogooggge cttcatogee

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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gaggagaggt

cacctctctg

gagaccgoca

geggecaaga

gagetageca

cccaaggtgc

gagaccctct

Sgggagycegy

atgaagctgg

cttcaggtcec

cggetggeca

gtggggatag

<210> 8

<211> 832

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

<400> 8

Met Ala Met Leu Pro Leu Fhe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu Ieu Val
5

1

Asp Gly His Tyr Leu Ala Tyr Arg Thr Phe Phe Ala Leu Lys Gly Leu

ggctattggt

gogacgagaa

gctgggtgtt

ccatcaactt

tcecttacga

gggectggat

toggecgeeg

cogagegeat

ctatggtgaa

acgacgaget

aggaggtoct

gggaggacty

20

ES 2627274 T3

ggecctggac

cctgatecgg

cggegtocee

cggggtecte

ggaggoccag

tgagaagacc

cegetacgtg

ggcctteaac

gctettecce

ggtectegay

goaggaggty

goteteoger

tatagocaga

gtcticcagy

cqggaggecg

tacggeatgt

gectteattg

ctggaggagd

ccagacctay

atgceccgtec

aggctggagg

gococaaaag

tatccoctag

aaggagtga

10

25

48

tagagcteag

aggggeggga

tggaccooct

cggeccacey

agegetactt

gcaggagaeg

aggeceqygt

agggcacoge

aaatggaggc

agagggedgga

cogtgecect

ggtgctggCF
catccacacy
gatgcgecgg
cctoctoocag
ccagagette
ggggtacgtyg
gaagagegty
cgeegaccte
caqgatgcetc
ggcegtggec

ggaggtggag

15

30

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2344

2400

2460

2499



ES 2627274 T3

Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gln Ala Val Tyr Gly Phe Ala Lys
35 40 45

Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Tyr Lys Ala Val Phe Val
30 55 &0

val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Glu Ala
€5 70 75 80

Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Fro Arg Gln lLeu
85 90 95

Ala Leu Ile Lys Glu Leu Val Asp leu Leu Gly Phe Thr Arg Leu Glu
100 105 110

Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Ieu Ala Thr Tew Ala Lys Lys
115 120 125

Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg Ile Leu Thr Ala Asp Arg Asp
130 135 140

Leu Tyr Gln Leu Val Ser Asp Brg Val Ala Val Leu His Pro Glu Gly
145 . 150 155 160

His Leu Ile Thr Pro Glu Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg Pro
' 165 170 175

Glu Gln Trp Val Asp Phe Arg Bla Leu Val Gly Asp Pro Ser Asp Asn
180 185 180

49



Lys

Lys
225

Glu

Glu

ES 2627274 T3

Pro Gly val Lys Gly Ile
195

Glu Trp Gly Ser Leu Glu
210 215

Pro Ala Ile Arg Glu Lys
230

Ser Trp Asp Leu &la Lys
245

FPhe Ala Lys Arg Arg Glu
280

Glu Arg Ieu Glu Phe Gly
275

Ser Pro Lys Ala Leu Glu
290 _ 295

Phe val Gly Phe Val Leu
310

Ieu 2la Leu Ala Ala Ala
325

Pro Tyr lys Ata Leu Arg
340

Gly Glu Lys Thr &Zla Leu Lys Leu
200 205

Asn Leu ILeu Lys Asn Leu Rsp Arg
220

Ile Isu Ala His Met Asp Asp Leu
235

Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu
250 255

Proc Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala
265 270

Ser Leu leu His Glu Phe Gly leu
280 285

Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu
300

Ser Arg Lys Glu Pro Met Trp Ala
' 315

Arg Gly Gly Arg Val His Arg Ala
330 335

Asp Ieu Lys Glu Ala Arg Gly Leu
345 350

50

Leuw

Lys

240

Val

Fhe

Ieu

Gly

320

Pro

Ieu



Ala Lys Asp leu
355

Pro Gly Asp Asp
370

Thr Thr Pro Glu
385

Glu Alz Gly Glu

Trp Gly Arg leu
420

val Glu Arg Pro
435

Val Arg Leu &sp
450

Glu Glu Ile Ala
465

Pro Phe Asn Ieu

Glu Leu Gly Leu
500

Ser Thr Ser ala

ES 2627274 T3

Ser vVal Ieu Ala Leu Arg Glu Gly leu Gly Leu
360 3685

Pro Met Leu leu Ala Tyr Leu Leu Asp Pro Ser
375 380

Gly Val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr
380 395

Arg Ala Ala Leu Ser Glu Arg Ieu Phe Ala Asn
405 410 415

Glu Gly Glu Glu Arg leu Leu Trp Leu Tyr Arg
425 430

leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr
440 445

Val Ala Tyr Leu Arg Ala Ieu Ser Ieu Glu Val
455 460

Arg leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly
470 475

Asn Ser Arg Bsp Gln Leu Glu Arg Val leu the
4B5 480 495

Pro Ala Ile Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys
505 510

Ala Val Ieu Glu Ala leu Arg Glu Ala His Pro

51

Glu

400

Leu

Glu

Gly

Al=a

His

480

Arg

Ile



ES 2627274 T3

515 520 525

Val Glu Lys Tle Ieu Gln Tyr Arg Glu Ieu Thr Lys Leu Lys Ser Thr
530 935 540

Tyr Ile Asp Pro Leu Pro Asp Leu Ile His Pro Arg Thr Gly Arg leu
545 550 555 560

His Thr Arg Phe Asn GIln Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser
565 570 - 575

Ser Asp Pro Asn leu Gln Asn Ile Pro Val Brg Thr Pro Leu Gly Gln
580 585 590

Arg Ile Arg Arg Alz Phe Ile Ala Glu Glu Gly Trp leu Leu Val Ala
595 600 6035

Len Asp Tyr Ser Gln Ile Glu leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly
610 615 620

Asp Glu Asn Ieu Tle Arg Val Phe Gln Glu Gly Arg Asp Ile His Thr
625 630 635 640

Glu Thr Ala Ser Trp Val Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro
645 650 655

Isu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr Ile Asn Phe Gly Val leu Tyr Gly
660 665 670

Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gln Glu Leu Ala Ile Pro Tyr Glu Glu
675 680 685

52
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<210>9
<211> 2502
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Polimerasa

<400> 9

ES 2627274 T3

Bla Gin Ala FPhe Ile Glu Arg Tyr Fhe Gln Ser Phe Pro Lys Val Arg
690 695 700

Ala Trp Ile Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val
705 710 715 720

Glu Thr Ieu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg
725 730 735

Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro
740 745 750

Val Gln Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Rla Met Val Lys Leu
155 760 765

Phe Pro Arg e Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gln Val His
710 75 780

Bsp Glu leu Val Ieu Glu Ala Pre Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala
785 - 790 795 BOO

Arg Leu Bla Lys Glu Val Leu Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro
805 810 815

Ieu Glu Val Glu Val Gly Ile Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu
B20 825 830

53



atggegatge

ctaggectace

caggeagtct

geegtetteg

tacaaggegg

gagetggtgg

gtecctogoca

gecgaceygy

cacctcatca

gacttcogog

gagaagaccy

ctggateggg

aggetctect

<caggggeggy

agectecteo

ceocogocgg

gatettetagy

aaagcecctca

tteeectott

geaccttott

acggctitoge

tggtctttga

ggagggceee

acctectggg

cecctggecasa

acctetacca

ceocggagtg

coctegtogg

ccctcaaget

taaagccgga

tggagetete

agocogacey

atgagttegy

aaggggectt

coctggecge

gggacctgaa

ES 2627274 T3

tgagcoocaza

ogccctgzag

caagagccte

cgccaaggee

gaccecogag

gtttaceege

gaaggeggas

getogtetee

gotittoggag

ggaccectoo

cctcaaggag

aadcgtocgy

cegggtgege

ggaagggctt

cetictggaa

cgtgggettt

ogCcaggggy

ggaggegegy

ggcogggtec

ggcctcacca

ctcaaggece

cectectter

gacttcooeo

ctegagatec

anagaagggt

gaccgogtey

aagtacggeo

gacaacctoeo

tggggaageo

gagaagatca

accgacctoc

agggecttce

agooccaddgg

gtgcttteee

ggecgggtee

gggctteteg

54

tcctggtgga

cgagecggag

tgaaggagga

gecacgagge

ggcagetoge

aaggctacga

acgaggtgeg

ccgtectoca

“traggoogga.

ccggggtcaa

tggaaaatct

aggeccacct

ccctggaggt

tggagaggct

cectggagga

gcaaggagaec

accgggocce

ccaaagacch

cggecaccac

cgaaccgytg

cgggtacaag

ctacgaggos

ccteatcaag

ggcggacgac

cgtecteace

CCoogagggeo

geagtgogtg

gggcategyy

cctcaagaac

ggaagacctc

ggacctoges

ggagttegge

ggcccoctyy

catgtgggec

cgagecttat

gagegticty

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

00

960

1020

1080



gecetgaggg
ctggacectt
gaggaggcgy
cttgaggggg
gecetageeo
tcoctagagg
caccecttea
cttoccgeca
gaggcectes
aagctgazaga
ctocacacce
aacctcocaga
decgaggagg
goocacctet
acggagaceg
cgggeggeca
caggagctag
ttoccccaagg
gtggagacce

gtgcgggagy

aaggecttgg
ccaacaccac
gggagcgggce
aggagaggct
acatggagg;
tggecgagga
accteaacte
tcggcaagac
gogaggooca
gcacctacat
gecttcaacca
acatcceogt

ggtggctatt

coggegacga

ccagctagat

agaccatcaa

ccatocctta

tgcgggccty

toctoggeey

cggecgageg

ES 2627274 T3

cctoocgoce
cecegaggdgg
cgeoctttee
cctttggett
cacggggyty
gatcgeeoge
ccgggaccag
ggagaagacc
ccccategtg
tgaccocttg
gacggecacy
COgCaccaag
ggtggecctg
gaacctgatc
gtteggegte
cttcggggte
cgaggaggec
gattgagaag
cegoogetac

catggectte

gocgacgace

gtggeeegge

gagaggctct

taccgggagy

cgoctggacy

ctogaggecy

ctggaaaggg

ggcaageget

gagaagatcc

coggacctea

gecacqaggca

cttgggeaga

gactatagee

cgggtettec

©ccegggagy

ctectacggea

caggccctca

accctggagg

gtgccagacc

aacatgceeg

55

ccatgctoct

gctacggegy

tegocaacct

tggagaggcc

tggectatct

aggtctteeg

toctetttga

cCaccagoege

tgcagtacog

toccacecsag

gactaagtag

ggatcegeog

agatagagct

aggagaggeg

cogtggacee

tgtcggeeca

ttgagegeta

agggcadday

tagaggeceg

tccagagcac

cgcctaccte

ggagtggacy

gtgggggagy

ccttteooget

cagggectty

cctggeogge

cgagetagag

cgcogtecty

ggagctcace

gacgggecge

ctocgateoe

ggcetteate

cagggtgctg

ggacatccac

cctgatgege

cogecteteo

cttecagage

gcgggggtac

ggtgaagqage

cgoCgocgac

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280
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ES 2627274 T3

ctcatgaage tggotatggt gaagcetctte cocaggctgy aggaaatggg ggocaggatg

ctocttcagg tocacgacga gotggtoctc gaggooccaa aagagagggc ggaggcegtg

geocggetgg ccaaggaggt catggagggg gtgtatcece tggcegtgec cotggaggtg

gaggtgggga taggggagga ctggetctce gocaaggagt ga

<210> 10
<211> 833
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polimerasa

<400> 10

Met Ala Met Leu Pro Leu Fhe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu Leu Val
1 5 10 15

Asp Gly Ris His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe Phe Ala Leu Lys Gly Leu
20 25 30

Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gln Ala Val Tyr Gly Phe Ala Lys
35 40 45

Ser leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Tyr lys Ala Val Phe Val
50 55 60

Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Glu Ala
63 70 75 80

Tyr Iys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Fhe Pro Arg Gln leu
85 90 85

56

2340

2400

2460

2502



Val

Glu

Lys

Lys
225

leu Ile

Gln Gly
115

Glu Lys
130

Tyr Gln

Ieu Ile

Gln Trp

Pro Gly

125

Glu Trp
210

Pro Glu Asn Val Arg Glu Lys Ile

Ieu Ser

ES 2627274 T3

Lys Glu Leu Val Asp Ieu

100

Tyr Glu Ala Asp

Asp
120

105

Val

Glu Gly Tyr Glu Val Arg

135

Ieu Val Ser Asp Arg Val

Thr Pro Glu Trp leu Trp

185

Val Asp Phe BRrg Ala Leu

180

Val Lys Gly Ile Gly Glu

150

200

185

Gly Ser Leua Glu Asn Leu

Ieu Glu Leu Ser Arg Val

245

230

215

57

leu Gly Phe Thr Arg Leuo Glu
110

Leu Ala Thr Leun Ala Lys Lys
125

Val Leu Thr Ala Asp Arg Asp
140

Ala Val Ieu His Pro Glu Gly
155 1690

Glu Lys Tyr Gly ILeu Arg Pro
170 175

Val Gly Asp Pro Ser Asp Asn
190

Lys Thr Ala Leu Lys leu Leu
205

Leu Lys Asn Leu Asp Arg Val
220

Lys Ala His Ieu Glu Asp leu
235 240

Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu
250 255



ES 2627274 T3

Val Asp Leu Ala Gln Gly Arg Glu Pro Asp Arg Glu Gly leu Arg Ala
260 265 270

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly leu
275 280 285

Teu Glu Ser Pro Lys Ala Leu Glu Glu Ala Pro Trp Pro Pro Pro Glu
290 295 300

Gly Ala Phe Val Gly Phe Val Leu Ser Arg Lys Glu Pro Met Trp Ala
305 310 315 320

Asp Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ala Arg Gly Gly Arg Val His Arg Ala
325 330 335

Pro Glu Pro Tyr Lys Ala Leu Arg Asp Leun Lys Glu Ala Arg Gly Leu
340 345 350

Leu Ala Lys Asp Leu Ser Val Leu Ala Leu Arg Glu Gly Leu Gly Leu
355 360 365

Pro Pro Ala Asp Asp Pro Met Leu Teu Ala Tyr Ieu Leu Asp Pro Ser
370 315 380

Asn Thr Thr Pro Glu Gly Val Ala Arg Arg Tyr Gly Gly Glu Trp Thr
383 380 395 400

Glu Glu Ala Gly Glu Arg Ala Ala Leu Ser Glu Arg Leu Fhe Ala Asn
403 410 415

58



ES 2627274 T3

Leu Trp Gly Arg Ieu Glu

420

Glu Val Glu Arg Pro Leu

435

Gly Val Arg Leu
450

Ala Glu Glu Ile
465

His Pro Phe Asn

Asp

Ala

Ieu

485

Asp Glu Leu Gly
500

Arg Ser Thr Ser
515

Ile Val Glu lys
530

Thr Tyr Ile Asp
545

Leu His Thr Arg

Ser Ser Asp Pro

Leu

Ala

Ile

Pro

FPhe

565

Asn

Val

Arg

470

Asn

Pro

Ala

Leu
550

Gly Glu Glu
425

Ser Ala Ala
440

Ala Tyr Leu
455

Leu Glu Ala

Ser Arg Asp

Ala Iie Gly
505

Val ILeu Glu
520

Gln Tyr Arg
535

Pro Asp Leu

Gln Thr Ala

Gln Asn Ile

59

Arg Leu

lew Ala

Arg Ala

Glu Val
475

Gln Leu
450

Lys Thr

Ala Ieu

Glu Leu

Ile His
555

Thr Ala
570

Pro Val

Leu Trp Leu Tyr Arg
430

His Met Glu &la Thr
445

Leu Ser Leu Glu Val
460

Phe Arg Ieu Ala Gly
480

Glu Brg Val Leu Fhe
485

Glu Lys Thr Gly Lys
510

Arg Glu Ala His Pro
525 '

Thr Lys Leu Lys Ser
540

Pro Arg Thr Gly Arg
560

Thr Gly Arg Leu Ser
575

Arg Thr Pro Leu Gly



580

Gln Arg Ile Arg
5585

Ala Leu Asp TyT
610

Gly Asp Glu Asn
625

Thr Glu Thr Ala

Pro Leu Met Arg
660

Gly Met Ser Ala
675

Glu Ala Gln Ala
680

Arg Ala Trp Ile
705

Val Glo Thr Leu

ES 2627274 T3

Arg Ala Fhe

Gln Ile
B15

Ser

Ieu Jle Arg

630

Ser
645

Trp Met

Arg Ala Ala

His

Arg Leu

Ile Glu
695

Leu

Glu Lys Thr
710

Leu
725

Gly Arg

585

Ile Ala Glu
600

Glu Leu Arg

Val Phe Gln

Phe Gly val
650

Lys Thr lle
665

Ser Gin Glu
680

Arg Tyr Fhe

leu Glu Glu

Arg Arg Tyr
730

550

Glu Gly Trp Ieu Leu Val

Val

Glu

635

Pro

Asn

Leu

605

Ieu Ala His Teu Ser

Gly Arg Asp Ile His

640

Arg Glu Ala Val Asp

605

Phe Gly Vat ILeun Tyr

670

Ala Ile Pro Tyr Glu

685

Gl Ser Phe Pro Lys Val

Gly Arg Arg Arg Gly Tyr

715

Val

720

Pro Asp leu Glu Ala

735

Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met

740

745

60

750
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15

20

25

30

ES 2627274 T3

ro Val Gln Gly Thr 2la Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala
755 760 765

Iew Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu
770 T75 780

His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala
785 780 795

Ala Arg leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro
BOS _ 810

Pro Leu Glu Val Glu Val Gly Tle Gly Glu Asp Trp Leu
820 825

Gla

<210> 11
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 11
aaaaatctag ataacgaggg caa 23

<210> 12
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 12
accaccgaac tgcgggtgac gccaageg 28

<210> 13
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 13
gtaaaacgac ggccagtacc accgaactgc gggtgacgcc aagecg 45

61

Met Val Lys

Leu GIn Val

Glu Ala Val
800

Ieu Ala Val
815

Ser Ala Lys
830
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2627274 T3

<210> 14
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 14
caggaaacag ctatgacaaa aatctagata acgagggcaa

<210> 15
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 15
caggaaacag ctatgac 17

<210> 16
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 16
gtaaaacgac ggccagt 17

<210> 17
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 17
accaccgaac tgegggtgac gccaag 26

<210> 18
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 18
gggtacgtgg agaccctctt cggee 25
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REIVINDICACIONES

1. Una polimerasa obtenida por ingenieria genética que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende las
SEQIDNO 2, 4,6,80 10.

2. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una ADN polimerasa obtenida por ingenieria genética de
acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Una molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende una secuencia de
nucledtidos tal como se expone en cualquiera de las SEQIDNO 1, 3, 5,7 09.

4. Uso de una polimerasa obtenida por ingenieria genética de acuerdo con la reivindicacion 1 para producir
productos de extension de cebador.

5. Un kit para amplificar acidos nucleicos que comprende una polimerasa obtenida por ingenieria genética aislada de
acuerdo con la reivindicacion 1.
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