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DESCRIPCION
Ligasa termoestable de extremos romos y métodos de uso
Antecedentes

Se conocen una variedad de métodos para la amplificacion de acidos nucleicos. Por ejemplo, la reaccion en cadena
de la polimerasa (“PCR”) (véase, p. €j., Patente de E.E.U.U. N° 4.683.202) es un método popular para la
amplificacién de acidos nucleicos. Para llevar a cabo con éxito una reaccién de PCR, la reaccién debe realizarse a
multiples temperaturas diferentes. Esto requiere hardware u otros mecanismos para cambiar repetidamente la
temperatura de la reaccion de PCR. Otro método para la amplificacion de acidos nucleicos se conoce como
amplificacion isotérmica mediada por bucle (“LAMP”) (véase, p. ej., Patente de E.E.U.U. N° 6.410.278). Las
reacciones LAMP se pueden llevar a cabo isotérmicamente, pero tipicamente implican el uso de cuatro cebadores
diferentes que reconocen un total de seis secuencias distintas en el acido nucleico diana.

Algunos métodos de amplificacion utilizan la ligacion de ADN. La ligaciéon de ADN es un método comun de biologia
molecular para unir multiples fragmentos de ADN. Las ligasas pueden sellar mellas monocatenarias en el ADN
duplex, unir dos trozos con extremos “cohesivos” complementarios, y en algunos casos unir dos trozos con extremos
romos no cohesivos. Estos métodos encuentran uso en clonacién molecular, diagnostico/deteccion de acidos
nucleicos, amplificacion de acidos nucleicos, y actividades relacionadas. Se describen ligasas y métodos de ligacion,
por ejemplo, en la Publicaciéon de Solicitud de Patente de E.E.U.U. N° 7.927.853; de Lumley et al., J. Mol. Biol.
(2004) 339, 1059-1075; y Rolland et al., FEMS Microbiol. Lett. (2004) 236, 267-273.

Es posible la ligacién de dos cadenas de ADN de “extremos cohesivos”, donde los sustratos a unir estan ya
posicionados con antelaciéon en el caso de sellado de la mella de cadena sencilla, y la afinidad de los extremos
cohesivos entre si ayuda a impulsar la ligacion del extremo cohesivo. Sin embargo, ya que la ligacion del ADN
depende de la yuxtaposicion de los dos sustratos a unir, la ligacion de ADN es mas dificil en las situaciones donde la
yuxtaposicion de los dos sustratos es mas dificil, o las cadenas son propensas a alinearse mal o a separarse
facilmente. Por esta razon, las ligaciones de extremos romos y a alta temperatura son dos tipos de ligacion que son
particularmente dificiles. Sin embargo, la ligacion de extremos romos depende de interacciones aleatorias de los
sustratos. Comunmente se hacen dos ajustes en la ligacion de extremos romos para dar lugar a las interacciones de
sustrato: baja temperatura para disminuir el movimiento molecular por lo que las interacciones al azar duren mas
tiempo y asi dar a la ligasa una mejor oportunidad de unirse a los fragmentos; y reactivos de hacinamiento
molecular, como polietilénglicol para aumentar las concentraciones locales de los sustratos. Del mismo modo, las
ligaciones a alta temperatura son un reto debido a que las interacciones de los sustratos de ADN son mas breves. El
caso menos eficiente es, por lo tanto, una ligacién de extremos romos a alta temperatura en la que no se pueden
usar reactivos de hacinamiento molecular.

Se ha descrito una ligasa termoestable, ADN ligasa T4, que puede realizar ligaciones de extremos romos; sin
embargo, se inactiva a temperatura por encima de aproximadamente 45°C, de modo que el intervalo de temperatura
ala que la ADN ligasa T4 es estable es relativamente pequefio. Se conocen algunos otros ejemplos de ligasas que
se pueden inducir a unir fragmentos de extremos romos, pero estas ligasas parecen hacerlo solo en presencia de
altas concentraciones de agentes de hacinamiento como polietilénglicol (PEG) al 50%. Sin embargo, la utilidad de
las ligasas que requieren tales agentes de hacinamiento no esta clara, ya que el PEG al 50% que polimeriza ADN
(que se requiere para la amplificacion de ADN).

WO02011/034449 describe proteinas de fusion entre dominios de unién de ADN y ADN-ligasas capaces de realizar
ligaciones de extremos romos. Esta presente en las proteinas de fusiéon un marcador de His N-terminal adicional.
También esta prevista en la descripcion la presencia de un espaciador o enlazador entre los dominios. Las proteinas
de fusion resultantes tienen una actividad de ligacion de extremos romos aumentada, probada a temperaturas por
debajo de 60°C.

Por consiguiente, con el fin de facilitar la generacién de acidos nucleicos para las muchas y crecientes aplicaciones
que usan acidos nucleicos amplificados, se desean nuevos métodos y reactivos para la amplificacion de acidos
nucleicos.

Compendio

Se proporcionan proteinas de fusién que tienen una actividad ligasa de extremos romos termoestable. Dichas
ligasas de extremos romos termoestables son Utiles para amplificacion, secuenciacion de ADN, produccion de ADN
recombinante (p. ej., como resultado de tales fusiones de extremos romos) y proteinas de fusién recombinantes (p.
€j., proteinas codificadas por ADN recombinante producido como resultado de fusiones de extremos romos), y para
otros fines. Muchos esquemas de biologia molecular implican ligasas; tales esquemas se beneficiarian de al menos
una temperatura de incubacion elevada, como de una incubacion a aproximadamente 60-65°C o mayor, que incluye
esquemas de incubaciéon a temperaturas tan altas como aproximadamente 94°C. Una ligasa de extremos romos
termoestable como se describe en esta memoria seria Util para tales esquemas.

Ademas, las ligasas de extremos romos termoestables como se describen en esta memoria pueden permitir la
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ligacion de extremos romos a alta temperatura sin la necesidad de agentes de hacinamiento molecular. Por
consiguiente, la ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria puede ser util para
muchos esquemas de ligacién-amplificacion de acidos nucleicos, que incluyen esquemas de ligacion-amplificacion
de acido nucleico que operan a una temperatura uniforme (p. €j., a aproximadamente 60°C o mas), y que incluyen
esquemas de ligacion-amplificacion de acido nucleico que requieren ciclos de temperatura como el ciclo de, p. €j.,
aproximadamente 94°C a aproximadamente 60°C (o mas) para uno, dos, tres, o mas ciclos. Los esquemas de
ligacién-amplificacion de acido nucleico que pueden beneficiarse del uso de ADN ligasas de extremos romos
termoestables descritas en esta memoria pueden también funcionar a otras temperaturas, p. €j., dependiendo de las
caracteristicas de resistencia a la temperatura de las nuevas proteinas de fusion descritas en esta memoria y los
requisitos de la diferencia de esquemas de ligacion-amplificacion de acido nucleico. Las ADN ligasas de extremos
romos termoestables descritas en esta memoria proporcionan la capacidad de usar altas temperaturas en esquemas
de ligacién-amplificacion de acido nucleico y de este modo permitir una mayor amplificacion de alta especificidad de
la diana, por ejemplo, permitiendo la desnaturalizacion por temperatura de los moldes de ADN de doble cadena, asi
como la unién especifica del cebador.

Por consiguiente, el Solicitante describe una ligasa de acido nucleico de extremos romos termoestable que
comprende una proteina de fusion que comprende una ligasa de acido nucleico y una proteina de unién de acido
nucleico, en donde dicha ligasa de acido nucleico de extremos romos termoestable es adecuada para usar en una
reaccion de ligacion de acido nucleico de extremos romos realizada a una temperatura elevada. En realizaciones,
una temperatura elevada comprende una temperatura a aproximadamente 60°C o mas. En realizaciones, una
elevada temperatura comprende una temperatura de aproximadamente 65°C, o aproximadamente 70°C, o
aproximadamente 75°C, o aproximadamente 80°C, o aproximadamente 85°C, o aproximadamente 90°C, o
aproximadamente 95°C, o mas alta. El Solicitante describe ademas un articulo de fabricacién, que comprende una
ligasa de acidos nucleicos de extremos romos termoestable, y un recipiente. En realizaciones, el articulo de
fabricacion comprende ademas un tampoén. El Solicitante describe ademas un método de ligacion de acidos
nucleicos de extremos romos a una elevada temperatura, que comprende usar una ligasa de acido nucleico de
extermos romos termoestable como se describe en esta memoria, en donde el uso puede ser a temperatura de
aproximadamente 60°C o mas. El Solicitante describe ademas un dispositivo para analizar una muestra que contiene
acidos nucleicos, que comprende una ligasa de acido nucleico de extremos romos termoestable que comprende una
proteina de fusion que comprende una ligasa de acido nucleico y una proteina de unién a acido nucleico, en donde
dicha una ligasa de acido nucleico de extremos romos termoestable es adecuada para usar en una reaccion de
ligacién de acido nucleico de extremos romos realizada a aproximadamente 60°C o mas.

En realizaciones, el Solicitante describe en esta memoria una ADN ligasa de extremos romos termoestable que
comprende una proteina de fusion que comprende una ADN ligasa y una proteina de unién a ADN, en donde dicha
ADN ligasa de extremos romos es adecuada para usar en una reaccion de ligacion de ADN de extremos romos
realizada a una elevada temperatura, por ejemplo, a una temperatura de 60°C o mas. En realizaciones, la ADN
ligasa de extremos romos termoestable comprende la ADN ligasa T4 con una fusiéon N-terminal de p50.

En una realizacion particular, la ADN ligasa de extremos romos termoestable comprende la secuencia de

aminoacidos (SEQ ID NO: 1):
mghhhhhhhhhhssghiegrasadgpylqileqpkqrgfriryvcegpshgglpgasseknkksypgvkicny
vgpakvivqlvtngknihlhahslvgkhcedgictvtagpkdmyvgfanlgilhvtkkky fetlearmteacirgy
npglivhpdlaylgacggedrqlgdrekelirqaalqqtkemdlsvvrimftaflpdstgsftrrlepvvsdaiydsk
apnasnlkivrmdrtagevtgeeeiylledkvgkddigirfyeeeenggvwegfodfiptdvhrgfaivikipkyk
dinitkpasvivqlrrksdletsepkpilyypeikdkeevqrkrqkgssgtsgggsgggmtleearkrvnelrdliry
hnyryyvladpeisdaeydrllrelkeleerfpelkspdsptligvgarmpleatfrpvrhptrmysldnafnldelkafe
erieralgrkgpfaytvehkvdglsvnlyyeegvlvygatrgdgevgeevtqnlitiptiprrlkgvperlevrgevy
mpieaflrineeleergerifknprnaaagslrgkdpritakrglratfyalglgleeveregvatqfallhwlkekgfp
vehgyaravgacgveavyqdwlkkrralpfeadgvvvkldelalwrelgytaraprfaiaykfpaceketrlldvy
fqvgrtgrvtpvgilepvilegsevsrvilhnesyieeldirigdwvlvhkaggvipevirvikerrtgeerpirwpet
cpecghrllkegkvhrepnplepakrfeairhfasrkamdiqglgeklierllekglvkdvadlyrikedlvglerm
geksaqnllrgieeskkrglerllyalglpgvgevlarnlaarfgnmdrlleasleelleveevgeltarailetlkdpafr
dlvrrikeagvemeakekggealkgltfvitgelsrpreevkallrrlgakvidsvsrktsylvvgenpgsklekaral
gvptheeelyrlleartgkkaeelv,

Una ADN ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria puede comprender una
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proteina de fusidon que comprende un componente seleccionado de un péptido enlazador, una adicion N-terminal,
una adiciéon C-terminal, un péptido marcador, un D-aminoacido, y un péptido mimético. En realizaciones, una ADN
ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria comprende una proteina de fusion que
comprende un componente seleccionado de un azdcar y un polimero.

En realizaciones, una ADN ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria es adecuada
para usar en una reaccion de ligacion de ADN de extremos romos realizada a aproximadamente 75°C.

En realizaciones, una ADN ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria es capaz de
producir concatameros en multiples eventos de ligacién en una reaccion de ligacion de ADN de extremos romos
realizada a aproximadamente 60°C o mas.

En realizaciones, la ADN ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria es adecuada
para usar en un esquema de amplificacion de acido nucleico que funciona a una temperatura uniforme de
aproximadamente 60°C o mas.

En realizaciones, la ADN ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria es adecuada
para usar en un esquema de amplificacion de acido nucleico que comprende ciclos de temperatura. En
realizaciones, dichos ciclos de temperatura comprenden ciclos de temperatura a temperaturas de aproximadamente
60°C o mas. En realizaciones, dichos ciclos de temperatura comprenden ciclos de temperatura de aproximadamente
94°C a aproximadamente 60°C. En realizaciones, dichos ciclos de temperatura comprenden dos o mas ciclos de
ciclos de temperatura, y, en realizaciones, comprende tres 0 mas ciclos de ciclos de temperatura.

El Solicitante describe ademas un método de ligacion de ADN de extremos romos a temperatura elevada, que
comprende usar una ADN ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria, en donde el
uso puede ser a una elevada temperatura. En realizaciones, una elevada temperatura comprende una temperatura
de aproximadamente 60°C o mas. En realizaciones, una elevada temperatura comprende una temperatura de
aproximadamente 75°C; y, en realizaciones adicionales, puede comprender una temperatura mayor de
aproximadamente 75°C.

El Solicitante describe en esta memoria un articulo de fabricacién, que comprende una ADN ligasa de extremos
romos termoestable y un recipiente, en donde la ADN ligasa de extremos romos termoestable es una ADN ligasa de
extremos romos termoestable como se describe en esta memoria. En realizaciones, el articulo de fabricacion
comprende ademas un tampén.

El Solicitante describe en esta memoria un dispositivo para analizar una muestra que contiene ADN, que comprende
una ADN ligasa de extremos romos termoestable, en donde la ADN ligasa de extremos romos termoestable es una
ADN ligasa de extremos romos termoestable como se describe en esta memoria.

Breve descripcion de la figura

La Fig. 1 muestra un ejemplo de los resultados de una reaccion de ligacion de extremos romos realizada a 75°C que
usa una ADN ligasa de extremos romos termoestable como se proporciona en esta memoria. El sustrato de ADN era
un ADN duplex de 49 pb preparado mediante hibridando los oligonucleétidos EE0139 (SEQ ID NO: 20) y EE0140
(SEQ ID NO: 21).

Descripcion detallada

Se proporcionan en esta memoria ligasas de extremos romos termoestables. Como se describe en esta memoria, se
puede preparar una ligasa de extremos romos termoestable mediante la fusién de una proteina de unién a ADN con
una ligasa termoestable. Dichas ligasas producidas mediante estas fusiones tienen caracteristicas y capacidades no
proporcionadas por sus compuestos originales solos; las diferentes porciones de estas proteinas de fusion
proporcionan actividades que, cuando se combinan, proporcionan nuevas capacidades y una actividad
inesperadamente mejorada. La porcion de proteina de unién a ADN de tales proteinas de fusion es eficaz para
aumentar la afinidad de la ligasa a sustratos de ADN, lo que da como resultado una ligacién mejorada en las dificiles
condiciones de ligacion de extremos romos a alta temperatura. La porcion de ADN ligasa retiene sorprendentemente
su capacidad de ligar ADN cuando se combina con una proteina extrafia (la porcion de proteina de unién de ADN).
Juntas, las porciones combinadas se unen en nuevas proteinas de fusidon que son capaces de ligar sustratos de
ADN de extremos romos incluso a altas temperaturas, proporcionando una actividad de ligacion aumentada a altas
temperaturas no disponible mediante el uso de las ligasas no modificadas originales.

Definiciones

Antes de que se divulguen y describan las nuevas ligasas y métodos de ligacion presentes, se debe entender que la
terminologia usada en esta memoria tiene el propodsito de describir realizaciones solamente particulares y no
pretende ser limitante. También debe entenderse que la presente descripcion proporciona descripciones y ejemplos
explicativos y ejemplares, de modo que, a menos que se indique lo contrario, las moléculas, composiciones,
ensayos, métodos y kits descritos en esta memoria no estan limitados a las realizaciones especificas descritas en
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esta memoria.

» o« ”»

Debe observarse que, como se usa en la especificacion y reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una
y “el/la” incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por
ejemplo, la referencia a “una sal” se refiere a una Unica sal o mezclas de sales diferentes, y similares.

Como se usa en la descripcion en esta memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen, el significado de “en”
incluye “en” y “sobre” a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

Como se usa en la descripcion en esta memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen, el significado de “o0”
incluye tanto la conjuntiva como la disyuntiva a menos que el contexto indique expresamente lo contrario. Por lo
tanto, el término “0” incluye “y/0” a menos que el contexto indique expresamente lo contrario.

En esta especificacion y en las reivindicaciones que siguen, se hara referencia a una serie de términos, que se
definiran con los siguientes significados:

El término “fraccidon” como se usa en esta memoria se refiere a cualquier composicion particular de materia, por
ejemplo, un fragmento molecular, una molécula intacta o una mezcla de materiales.

El término “acido nucleico” se refiere a nucleétidos y nucledsidos que constituyen, por ejemplo, macromoléculas de
acido desoxirribonucleico (ADN) y macromoléculas de acido ribonucleico (ARN). Los acidos nucleicos se pueden
identificar por la base unida al azucar (p. €j., deoxirribosa o ribosa); como se usa en esta memoria, se usan las
siguientes abreviaturas para estas bases para representar acidos nucleicos en listados de secuencia que identifican
y describen sus estructuras (pueden usarse tanto mayusculas como minudsculas).

Tabla 1A
Base (en Acido Nucleico) Cddigo de Letra
Adenina A
Timina T
Guanina G
Citosina C
Uracilo U

Como se usa en esta memoria, un “polinucleétido” se refiere a una cadena polimérica que contiene dos o mas
nucledtidos. Los “polinucledtidos” incluyen cebadores, oligonucleétidos, cadenas de acidos nucleicos, etc. Un
polinucleétido puede contener nucleétidos estandar o no estandar. Tipicamente, un polinucleétido contiene un
fosfato 5’ en un extremo (“5’ terminal”’) y un grupo 3’ hidroxilo en el otro extremo (“3’ terminal”) de la cadena. El
nucleétido mas 5 de un polinucleétido se puede referir en esta memoria como el “nucleétido 5 terminal” del
polinucleétido. El nucleétido mas 3’ de un polinucleétido se puede denominar en esta memoria como el “nucleétido 3’
terminal” del polinucleétido.

El término “corriente abajo” como se usa en esta memoria en el contexto de un polinucledtido que contiene un
nucleotido 5’ terminal y un nucleétido 3’ terminal se refiere a una posicion en el polinuecleétido que esta mas cerca
del nucleodtido 3’ terminal que una posicion de referencia en el polinucleétido. Por ejemplo, en un cebador que tiene
la secuencia: 5 ATAAGC 3, la “G” esta corriente debajo de la “T” y todas las “A’s.

El término “corriente arriba” como se usa en esta memoria en el contexto de un polinucleétido que contiene un
nucleodtido 5’ terminal y un nucledtido 3’ terminal se refiere a una posicion en el polinuecleétido que esta mas cerca
del nucleodtido 5’ terminal que una posicion de referencia en el polinucleétido. Por ejemplo, en un cebador que tiene
la secuencia: 5 ATAAGC 3, la “T” esta corriente arriba de la “G”, la “C”, y las “A”s mas cercanas.

Como se usa en esta memoria, “acido nucleico” incluye tanto ADN como ARN, que incluye ADN y ARN que
contienen nucledtidos no estandar. Un “acido nucleico” contiene al menos un polinucleétido (una “cadena de acido
nucleico”). Un “acido nucleico” puede ser de cadena sencilla o de cadena doble.

Como se usa en esta memoria, una molécula de acido nucleico que se describe que contiene la “secuencia” de un
molde u otro acido nucleico se puede también considerar que contiene el molde u otro acido nucleico en si mismo
(p. €j., una molécula que se describe como que contiene la secuencia de un molde también puede describirse como
que contiene el molde), a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Como se usa en esta memoria, un acido nucleico o molécula “diana” se refiere a un acido nucleico de interés. Una
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molécula/acido nucleico diana puede ser de cualquier tipo, que incluye ADN o ARN de cadena sencilla o de cadena
doble (p. gj., mMRNA).

Como se usa en esta memoria, secuencias “complementarias” se refieren a dos secuencias de nucleétidos que,
cuando estan alineadas entre si de forma antiparalela, contienen multiples bases de nucleétidos individuales que se
aparean entre si. No es necesario que se emparejen entre si cada base de nucleétido en dos secuencias para que
las secuencias se consideren “complementarias”. Se pueden considerar secuencias complementarias, por ejemplo,
si al menos el 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, o el 100% de bases
de nucledtidos en las dos secuencias se emparejan entre si. Ademas, se pueden considerar todavia secuencias
“complementarias” cuando las longitudes totales de las dos secuencias son significativamente diferentes entre si.
Por ejemplo, un cebador de 15 nucleétidos se puede considerar “complementario” a un polinucleétido mas largo que
contiene cientos de nucledtidos si se emparejan multiples bases individuales del cebador con bases de nucleétidos
en el polinucledtido mas largo cuando el cebador esta alineado de forma antiparalela a una regién particular del
polinucleétido mas largo.

Como se usa en esta memoria, el término “aislado” aplicado a proteinas, acidos nucleicos u otras biomoléculas se
refiere a una molécula que se ha purificado o separado de un componente de su entorno natural (p. €j., una proteina
purificada de una célula en la que se produjo de forma natural). Una molécula “aislada” puede estar en contacto con
otras moléculas (por ejemplo, como parte de una mezcla de reaccion). Como se usa en esta memoria, las moléculas
“aisladas” también incluyen proteinas producidas de forma recombinante o acidos nucleicos que tienen una
secuencia de aminoacidos o de nucleétidos que se producen de forma natural. Los acidos nucleicos “aislados”
incluyen moléculas de acido nucleico que codifican péptidos contenidas en células que habitualmente expresan el
polipéptido donde, por ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en una ubicacion cromosémica diferente de la de
las células naturales. En algunas realizaciones, los polipéptidos “aislados” se purifican a al menos 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 98%, o 100% de homogeneidad como se evidencia mediante SDS-PAGE de los polipéptidos
seguido de tinciéon con azul de Coomassie, plata, u otro método de tincion de proteinas.

Los términos “polipéptido” y “proteina” pueden usarse indistintamente para referirse a moléculas compuestas que
comprenden aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Los aminoacidos individuales se pueden denominar
“residuos” de un polipéptido o proteina. Las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos descritos en esta
memoria pueden identificarse por SEQ ID NO: presentada como una cadena de letras, donde las letras tienen los
siguientes significados:

Tabla 1B
Aminoacido Cadigo de 3 letras Cddigo de 1 letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acido glutamico Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
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Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%

Los residuos de aminoacidos producidos de forma natural se dividen en grupos en funcion de las propiedades
comunes de la cadena lateral:

(1) hidrofébicos: norleucina, met, ala, val, levu, ile;

(2) hidrofilico neutro: cys, ser, thr;

(3) acidos: asp, glu;

(4) basicos: asn, gln, his, lys, arg;

(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: gly, pro; y
(6) aromaticos: trp, tyr, phe.

“Idéntico” o “identidad” como se usa en esta memoria en el contexto de dos o mas secuencias polipeptidicas o
polinucleotidicas, puede significar que las secuencias tienen un porcentaje de especificidad de residuos que son
iguales en una region especifica. Se puede calcular el porcentaje por alineamiento 6ptimo de las dos secuencias,
comparando las dos secuencias sobre la region especificada, determinado el nimero de posiciones en las que se da
el residuo idéntico en ambas secuencias para obtener el numero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero
de posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la region especificada, y multiplicando el resultado
por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. En los casos donde las dos secuencias son de
diferentes longitudes o el alineamiento produce uno o mas extremos escalonados y la regién de comparacion
especificada incluye solo una secuencia Unica, se incluyen los residuos de la secuencia Unica en el denominador
pero no en el numerador del calculo.

“Homologia” u “homaologo” como se usa en esta memoria en el contexto de dos o mas secuencias polipeptidicas o
polinucleotidicas, pueden significar que las secuencias tienen un porcentaje especifico de residuos que son i)
iguales, o ii) sustituciones conservativas del mismo residuo, sobre una regién especificada. Las sustituciones
conservativas incluyen sustituciones de un aminoacido por un aminoacido del mismo grupo, e incluyen sustituciones
de un aminoacido identificado en la Tabla 1C como una sustitucién ejemplar o preferida. Al determinar la homologia
de dos secuencias, los residuos idénticos y los residuos homodlogos tienen el mismo peso. El porcentaje puede
calcularse alineando de forma optima las dos secuencias, comparando las dos secuencias sobre la region
especificada, determinando el numero de posiciones en las que se dan residuos idénticos u homdlogos en ambas
secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por
el numero total de posiciones en la region especificada, y multiplicando el resultado por 100 para obtener el
porcentaje de homologia de secuencia. En los casos donde las dos secuencias son de diferentes longitudes o el
alineamiento produce uno o mas extremos escalonados y la regiéon de comparacion especificada incluye solo una
secuencia Unica, se incluyen los residuos de la secuencia uUnica en el denominador pero no en el numerador del
calculo.

Los polipéptidos variantes o modificados se pueden preparar sustituyendo uno o mas residuos de aminoacidos por
uno o mas residuos de aminoacidos diferentes en la secuencia de aminoacidos del polipéptido. Las sustituciones
conservativas implicaran el intercambio de un miembro de un grupo por otro miembro del mismo grupo; tales
cambios tienden a no afectar significativamente a la funcidon de un polipéptido. Las sustituciones no conservativas
implicaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otro grupo. Pueden realizarse modificaciones
sustanciales de polipéptidos sin afectar significativamente a las caracteristicas funcionales de un polipéptido
seleccionando sustituciones que mantienen una o mas de (a) la estructura del esqueleto del polipéptido en el area
de sustitucion, por ejemplo, como una conformacion en lamina o en hélice, (b) la carga o la hidrofobicidad de la
molécula en el sitio diana, o (c) la mayor parte de la cadena lateral.

En realizaciones particulares, se muestran sustituciones conservativas de interés en la Tabla 1C bajo los titulos de
“sustituciones ejemplares” y “sustituciones preferidas”. Dichas sustituciones conservativas pueden no dar lugar a
cambios significativos en la actividad bioldgica.
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Tabla 1C
Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferidas

Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gin; asn lys
Asn (N) gln; his; lys; arg gln
Asp (D) glu glu
Cys (C) ser ser
Gin (Q) asn asn
Glu (E) asp asp
Gly (G) pro; ala ala
His (H) asn; gln; lys; arg arg

lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina leu
Leu (L) norleucina; ile; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr leu
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina leu

Se pueden realizar sustituciones adicionales, y se pueden identificar sustituciones adecuadas mediante analisis de
escaneado de aminoacidos, en el que se sutituye un Unico aminoacido, o muy pocos aminoacidos, de una secuencia
inicial. Entre los aminoacidos de escaneo preferidos se encuentran aminoacidos neutros relativamente pequefios.
Dichos aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina, y cisteina. La alanina es el aminoacido de escaneo tipicamente
preferido entre este grupo porque elimina la cadena lateral mas alla del carbono beta y es menos probable que
altere la conformacion de la cadena principal de la variante [Cunningham and Wells, Science, 244: 1081-1085
(1989)].

Ademas, se pueden sustituir uno 0 mas aminoacidos en una secuencia por un aminoacido no convencional. Los
reemplazamientos conservadores que comprenden aminoacidos no convencionales sustituyen el aminoacido
original por un aminoacido no convencional que se parece al original en una o mas de sus propiedades
caracteristicas (p. €j., carga, hidrofobicidad, volumen estérico; por ejemplo, se puede reemplazar Val con Nval). El
término “aminoacido no convencional” se refiere a aminoacidos distintos de los aminoacidos convencionales, e
incluyen, por ejemplo, isomeros y modificaciones de los aminoacidos convencionales (p. e€j., D-aminoacidos),
aminoacidos no proteicos, aminoacidos modificados post-traduccionalmente, aminoacidos enzimaticamente
modificados, constructos o estructuras disefiados para imitar aminoacidos (p. e€j., aminoacidos .alfa., .alfa.-
disustituidos, aminoacidos N-alquilo, acido lactico, .beta.-alanina, naftilalanina, 3-piridilalanina, 4-hidroxiprolina, O-
fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, y norleucina), y péptidos que tienen el
enlace amida natural --CONH-- reemplazado en uno o mas sitios dentro del esqueleto peptidico con un enlace no
convencional como enlaces amida N-sustituida, éster, tioamida, retropéptido (--NHCO--), retrotioamida (--NHCS--),
sulfonamido (--SO.sub.2 NH--), y/o enlaces peptoides (glicina N-sustituida).

Se puede proporcionar a las proteinas homélogas y otras variantes de proteinas sustitucion, insercion, supresion, o
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adicion. Dicha sustitucion, insercién, supresion o adicién puede incluir sustitucién, insercion, supresién, o adicion de
un unico residuo; puede incluir sustitucion, insercion, supresion, o adicion de dos residuos; y puede incluir
sustitucion, insercion, supresion, o adicion de tres, o de mas residuos. Por ejemplo, la sustitucion puede incluir
reemplazar uno, dos, tres, cuatro, cinco, o mas residuos de aminoacidos por un residuo diferente. La sustitucion
puede ser, o puede incluir, una sustituciéon conservadora. Por ejemplo, la insercion puede incluir insertar uno, dos,
tres, cuatro, cinco, o mas residuos de aminoacidos dentro de una secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, la
supresion puede incluir suprimir uno, dos, tres, cuatro, cinco, o mas residuos de aminoacidos de una secuencia de
aminoacidos. Por ejemplo, la adicién puede incluir afiadir uno, dos, tres, cuatro, cinco, o mas residuos de
aminoacidos en el extremo N-terminal, en el extremo C-terminal, o en ambos, de una secuencia de aminoacidos.

Una composicion puede incluir un tampoén. Los tampones incluyen, sin limitaciéon, tampones fosfato, citrato, amonio,
acetato, carbonato, tris(hidroximetil)aminoetano (TRIS), acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), acido 3-
morfolino-2-hidroxipropanosulfénico (MOPSO), acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico (MES), acido N-(2-Acetamido)-
iminodiacético  (ADA), piperazin-N,N-bis(acido  2-etanosulfonico) (PIPES), acido N-(2-Acetamido)-2-
aminoetanosulfonico (ACES), cloruro de colamina, acido N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES), acido
2-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJamino]etanosulfonico (TES), acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina
etanosulfénico (HEPES), acetamidoglicina, tricina (N-(2-Hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil)glicina), glicinamida, y bicina
(acido 2-(Bis(2-hidroxietil)amino)acético). Los tampones incluyen otros tampones de acidos organicos ademas de los
tampones fosfato, citrato, amonio, acetato, y carbonato mencionados explicitamente en esta memoria.

Un articulo de fabricacion puede comprender un recipiente; y una composicion contenida dentro del recipiente, en
donde la composicion comprende una ligasa termoestable. Un articulo de fabricacion puede comprender un
recipiente; y una composicion contenida dentro del recipiente, en donde la composicion comprende una ligasa de
extremos romos. Un articulo de fabricacién puede comprender un recipiente; y una composicion contenida dentro del
recipiente, en donde la composicion comprende una ligasa de extremos romos termoestable. Los recipientes pueden
formarse a partir de una variedad de materiales como vidrio o plastico, y puede tener un puerto de acceso estéril (por
ejemplo, un recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que tiene un tapon perforable por una
aguja de inyeccion hipodérmica). El articulo de fabricacion puede comprender ademas una etiqueta o prospecto
inserto en o asociado al recipiente que indica que la composicion puede usarse para ligar ADN de extremos romos.

Las realizaciones de los métodos y composiciones proporcionadas en esta memoria se pueden describir con
referencia a la Figura 1.

Las nuevas ADN ligasas de extremos romos termoestables descritas en esta memoria se componen de la fusién de
una proteina de unidon a ADN con una ligasa termoestable. Dichas proteinas de fusién como se describen en esta
memoria pueden comprender ademas otros componentes, como, por ejemplo, enlazadores peptidicos, adiciones N-
terminales o C-terminales, pétidos marcadores, y otras secuencias de aminoacidos, que incluyen D-aminoacidos y
péptido miméticos. Ademas, la proteina de fusién como se describe en esta memoria puede ademas comprender
otros componentes, como, por ejemplo, azucares (p. €j., las proteinas de fusiéon pueden estar glicosiladas),
polimeros como polietilénglicol (p. ej., las proteinas de fusion pueden estar PEGiladas), fracciones organicas
distintos de aminoacidos, y otras adiciones unidas a las proteinas de fusion. La porcion de proteina de union a ADN
aumenta la afinidad de la ligasa a los sustratos de ADN, lo que da como resultado una unién mejorada en las
dificiles condiciones de ligacion de extremos romos a alta temperatura. Son posibles muchas combinaciones de
proteinas de unién y ligasas. Por ejemplo, la proteina de unién puede ser N-terminal o C-terminal en relacién con la
ligasa.

Se entendera que se pueden unir multiples combinaciones de ADN ligasas y proteinas de unién a DBA para producir
las proteinas de fusién descritas en esta memoria. Por ejemplo, se han construido las siguientes 16 combinaciones
(Tabla 2):
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Tabla 2

Proteinas de fusién construidas

M- C-

Constructo , .
terminal  terminal

pEE0208
pEE0209
pEE0210
pEE0211  CTF |
pPEE0212 | ;
—
pEEO214 |
PEE0215 | PhiC23 |

— i
pEED217
pEE0218
PEE0219
PEE0220 |
pEE0221 |
pEE0222 |
PEE0223 |

* Las celdas que carecen de color de fondo se refieren a la proteina de unién a ADN. Las descripciones de CFT y
p50 se dan mas adelante.

* Las celdas que tienen un fondo gris se refieren a la ligasa. T4= Fago T4; Tth= Thermues thermophilus, Pfu=
Pyrococcus furiosus, Pfu C23= Pfu con una supresion del aminoacido 23 C-terminal.

Son posibles variaciones adicionales, que incluyen: (1) proteinas de unién a ADN diferentes, que incluyen proteinas
termoestables; (2) otras ADN ligasas, que incluyen variantes de ADN ligasa T4 disefiadas para ser termoestables;
(3) multiples proteinas de unién a ADN por ligasa, o multiples ligasas por proteina de union a ADN, (4) enlaces
transitorios no covalentes entre la ligasa y la proteina de unién a ADN, en lugar de una proteina de fusion, para
permitir mejor los eventos de ligacion multiple por molécula de ligasa; (5) dimeros o multimeros de orden superior de
proteinas de fusién para aumentar la concentracion local de la ligasa una vez que los sustratos de ADN estan
unidos; (6) diferentes grados de afinidad entre el sustrato de ADN vy la proteina de unién a ADN- por ejemplo, usando
la secuencia diana natural de p50, GGGAATTCCC (SEQ ID NO: 6), en el ADN diana, para permitir una baja afinidad
picomolar; (7) otras enzimas modificadoras de acido nucleico en lugar de ADN ligasa para realizar otras reacciones
moleculares.

Un método ejemplar para producir las proteinas de fusion descritas en esta memoria puede ser el siguiente. Se
pueden preparar proteinas de fusion induciendo a que E. coli exprese constructos de ADN preparados mediante
métodos de ADN recombinante estandar, seguido de métodos de purificacion de proteinas cromatograficos
estandar. Se puede emplear un marcador de afinidad como polihistidina para ayudar en la purificacion de la
proteina. En el caso de proteinas termoestables, la purificacion puede ser asistida empleando calor para
desnaturalizar la mayoria de las proteinas del huésped de E. coli. La proteina de fusion purificada se puede usar de
la misma manera que se usaria una ligasa estandar no termoestable en la aplicacién/reaccion de la eleccion, por
ejemplo, en un esquema que depende de la ligacion de sustratos de ADN para hacer un molde para amplificacion.

Los métodos descritos en esta memoria pueden incorporarse y usarse facilmente en un dispositivo para procesar
una muestra, o un sistema para procesar una muestra, que puede ser un dispositivo de ensayo automatizado, o
puede ser un sistema de ensayo automatizado. Tales dispositivos de ensayo y sistemas de ensayo descritos pueden
comprender dispositivos y sistemas descritos, por ejemplo, en la Patente de E.E.U.U. 8.088.593; la Patente de
E.E.U.U. 8.380.541; en la Publicacion de Patente de E.E.U.U. N° US2013/0121530 (App. Ser. N° 13/769.798),
presentada el 18 de febrero de 2013; la Publicacion de Patente de E.E.U.U. N° US2013/0078485 (App. Ser. N°
13/769.779), presentada el 18 de febrero de 2013; la Publicacion de Patente de E.E.U.U. N° US2013/0079236 (App.
Ser. N° 13/244.947), presentada el 26 de septiembre de 2011; WO 2013/052318 (PCT/US2012/57155), presentada
el 25 de septiembre de 2012; la Patente de E.E.U.U. N° 8380541 (solicitud en serie N° 13/244.946), presentada el 26
de septiembre de 2011; la Publicacion de Patente de E.E.U.U. N° US2013/0078624 (Solicitud de Patente
13/244.949), presentada el 26 de septiembre de 2011; y WO 2014/015199 (Solicitud en serie de E.E.U.U. N°
61/673.245), presentada el 26 de septiembre de 2011.

Los dispositivos de ensayo y sistemas de ensayo, que incluyen dispositivos para procesar una muestra y sistemas
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para procesar una muestra, que pueden ser dispositivos de ensayo automatizados y sistemas de ensayo
automatizados, se pueden ubicar y usar en un punto de sitio de asistencia, y se pueden ubicar y usar en una
pluralidad de puntos de sitio de asistencia. Los dispositivos de ensayo y los sistemas de ensayo, que incluyen
dispositivos para procesar una muestra y sistemas para procesar una muestra, que pueden ser dispositivos de
ensayo automatizados y sistemas de ensayo automatizados, se pueden ubicar y usar en un punto de sitio de
asistencia, y se pueden ubicar y usar en una pluralidad de puntos de lugares de servicio.

Un dispositivo de procesamiento de muestra para realizar ensayos y mediciones como se describe en esta memoria
puede ubicarse, y puede realizar tales ensayos y mediciones, en un punto de sitio de asistencia, o en un punto de
lugar de servicio, u otro lugar. Puede ubicarse un sistema de procesamiento de muestra para realizar ensayos y
mediciones como se describe en esta memoria, y puede realizar dichos ensayos y mediciones, en un punto de sitio
de asistencia, o en un punto de lugar de servicio, u otro lugar.

Puede usarse un punto de sistema de asistencia en un punto de lugar de servicio, como una localizacion del sujeto
(p- €j., lugar del hogar o trabajo o evento deportivo o control de seguridad o de combate), la localizacion de un
proveedor de asistencia sanitaria (p. ej., médico), una farmacia o comerciante, una clinica, un hospital, una sala de
emergencias, una enfermeria, un hospicio, o un laboratorio. Un comerciante puede ser una farmacia (p. €j., farmacia
minorista, farmacia clinica, farmacia de hospital), farmacia, cadena de tiendas, supermercado, o tienda. Ejemplos de
comercios pueden incluir, pero no se limitan a, Walgreen's, CVS Pharmacy, Duane Reade, Walmart, Target, Rite
Aid, Kroger, Costco, Kaiser Permanente, o Sears. En algunas situaciones, un punto de sistema de servicio (que
incluye, pero no se limita al punto de sistema de asistencia) se implementa en cualquier ubicacién designada para
usar por una entidad de certificacion o de licencia (p. €j., una entidad gubernamental de certificacion). En otras
situaciones, se puede usar o integrar un punto de sistema de servicio en un vehiculo de transporte, como un coche,
barco, camién, autobus, avidon, motocicleta, furgoneta, vehiculo médico de viaje, unidad modvil, ambulancia,
coche/camién de bomberos, vehiculo de cuidados criticos, u otro vehiculo configurado para transportar un sujeto de
un punto a otro. Un sitio de recogida de muestra puede estar en un sitio de adquisicion de muestra y/o localizaciones
de evaluacion y/o de tratamiento de la salud (que pueden incluir cualquiera de los sitios de recogida de muestras
descritos en otra parte en esta memoria que incluyen pero no se limitan a salas de emergencias, consultorios
médicos, atencion de urgencia, tiendas de campafia para la deteccion de (que pueden estar en lugares lejanos), un
profesional de la salud que visita la casa de alguien para proporcionar atencién domiciliaria).

El sistema (dispositivo) o una combinacion de sistemas (dispositivos) pueden ubicarse/localizarse en puntos
estratégicos de localizaciones de servicio. Las localizaciones se pueden seleccionar y optimizar en funcion de una
variedad de objetivos, como, pero no se limitan a la prevalencia de la enfermedad, nivel de desarrollo de la
enfermedad, indices de enfermedad previstos, riesgo estimado de brotes, demografia de poblacion, politicas y
regulaciones gubernamentales, preferencias del cliente, médico y del paciente, acceso a otras tecnologias en dichas
localizaciones, seguridad y riesgos estimados, amenazas de seguridad, etc. Los dispositivos se pueden reubicar
periodicamente para mejorar la utilidad general de manera frecuente, como diariamente, semanalmente,
mensualmente, anualmente, etc. Los sistemas se pueden actualizar para mejorar el rendimiento y/o ahadir
funcionalidad. Los sistemas se pueden actualizar médulo por médulo. Las actualizaciones de los sitemas pueden
producirse a través de hardware y/o software. Los sistemas se pueden actualizar con un tiempo de inactividad
minimo mediante funciones que permiten la extraccion e insercion de la cuchilla y/o médulo.

Ademas, un punto de localizacién de servicio donde se puede recoger una muestra de un sujeto o proporcionada por
un sujeto puede estar en una localizacion lejana a un laboratorio de analisis. El sitio de recogida de muestra puede
tener una instalacion separada del laboratorio. La muestra puede o no ser recogida en fresco del sujeto en el punto
de localizacion de servicio. Alternativamente, la muestra se puede recoger del sujeto en otro lugar y llevarse al punto
de localizacion de servicio. En algunas realizaciones, no se proporciona una etapa de preparacion de muestra en la
muestra antes de proporcionarse al dispositivo. Por ejemplo, no es necesario preparar un portaobjetos antes de que
se proporcione una muestra al dispositivo. Alternativamente, se puede realizar una o mas etapas de preparacion de
muestra en la muestra antes de proporcionarse al dispositivo.

Un sitio de recogida de muestra en un punto de localizacién de servicio puede ser un centro de recogida de sangre o
cualquier otro centro de recogida de fluidos corporales. El sitio de recogida de muestra puede ser un centro de
recogida de muestras bioldgicas. En algunas realizaciones, un sitio de recogida de muestra puede ser un
comerciante. Otros ejemplos de sitios de recogida de muestra pueden incluir hospitales, clinicas, consultorios de
profesionales de la salud, escuelas, centros de dia, centros de salud, residencias de vida asistida, oficinas
gubernamentales, unidades de atencion médica ambulante, o el hogar. Por ejemplo, un sitio de recogida de muestra
puede ser un hogar de un sujeto. Un sitio de recogida de muestra puede ser cualquier localizacion donde se recibe
una muestra del sujeto por el dispositivo. Un sitio de recogida puede ser una localizacién mévil, como en o con un
paciente o en una unidad movil o vehiculo con un médico ambulante. Se puede designar cualquier localizacién como
un sitio de recogida de muestra. La designacion se puede hacer por cualquier parte, que incluye, pero no se limita al
laboratorio, la agencia gubernamental, o el organismo regulador. Cualquier descripcion en esta memoria relacionada
con el sitio de recogida de muestra o el punto de localizacion de servicio puede estar relacionada o ser aplicada a
comerciantes, hospitales, clinicas o cualquier otro ejemplo proporcionado en esta memoria y viceversa.

Un dispositivo puede ser una parte de un sistema, un componente del que puede ser un dispositivo de
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procesamiento de muestra. Un dispositivo puede ser un dispositivo de procesamiento de muestra. Se puede
configurar un dispositivo de procesamiento de muestra para facilitar la recogida de una muestra, preparar una
muestra para una prueba clinica, o efectuar una reacciéon quimica con uno o mas reactivos u otros procesamientos
quimicos o fisicos, como se describe en esta memoria. Se puede configurar un dispositivo de procesamiento de
muestra para obtener datos de una muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede configurarse para
transmitir los datos obtenidos de una muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede configurarse para
analizar datos de una muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede configurarse para comunicarse
con otro dispositivo, o un laboratorio, o un individuo afiliado a un laboratorio, para analizar los datos obtenidos de
una muestra.

Los sistemas de punto de servicio descritos en esta memoria estan configurados para procesar muestras en una
ubicacion donde puede acceder un usuario al punto de sistema de servicio. En un ejemplo, un punto de sistema de
servicio se encuentra en el hogar de un sujeto y se recoge una muestra de un sujeto y se procesa en el hogar del
sujeto. En otro ejemplo, un punto de sistema de servicio se localiza en una farmacia y se recoge una muestra de un
sujeto y se procesa en la farmacia. En otro ejemplo, un punto de sistema de servicio esta ubicado en la localizacién
de un proveedor de asistencia sanitaria (p. €j., consultorio médico) y se recoge una muestra de un sujeto y se
procesa en la localizacién del proveedor de asistencia sanitaria. En otro ejemplo, un punto de sistema de servicio se
localiza a bordo de un sistema de transporte (p. €j., un vehiculo) y se recoge una muestra de un sujeto y se procesa
en el sistema de transporte.

En algunas realizaciones, el andlisis de procesamiento posterior de la muestra, que incluye diagnéstico y/o
tratamiento, se realiza por el punto de sistema de servicio en la localizacién del punto de sistema de servicio. En
otras realizaciones, el analisis de procesamiento posterior de la muestra se realiza a distancia desde una
localizacion en la que se recoge y se procesa una muestra. En un ejemplo, el analisis de procesamiento posterior de
la muestra se realiza en la ubicacion de un proveedor de asistencia médica. En otro ejemplo, el analisis de
procesamiento posterior de la muestra se realiza en la ubicacion de un sistema de procesamiento. En otro ejemplo,
el analisis de procesamiento posterior de la muestra se realiza en un servidor (p. €j., en la nube).

El analisis posterior de la muestra puede darse en un laboratorio o por una entidad afiliada a un laboratorio. Un
laboratorio puede ser una entidad o instalacion capaz de realizar una prueba clinica o analizar datos recopilados. Un
laboratorio puede proporcionar condiciones controladas en las que se puede realizar investigacion cientifica,
experimentos, y mediciones. El laboratorio puede ser un laboratorio médico o laboratorio clinico donde se pueden
realizar pruebas en muestras clinicas, o se pueden realizar analisis de datos recopilados de muestras clinicas, con el
fin de obtener informacion sobre la salud de un paciente en relacion con el diagnostico, prondstico y tratamiento y/o
prevencion de enfermedades. Una muestra clinica puede ser una muestra recogida de un sujeto. Preferiblemente,
una muestra clinica se puede recoger del sujeto en un sitio de recogida de muestra que estd en una instalacion
separada del laboratorio, como se describe con mas detalle en otro lugar de esta memoria. La muestra clinica se
puede recoger del sujeto usando un dispositivo, que se coloca en un sitio de recogida de muestra designado o en el
sujeto.

Un dispositivo de procesamiento de muestra se puede configurar para colocarse en o sobre un sujeto. Un dispositivo
de procesamiento de muestra se puede configurar para aceptar una muestra de un sujeto, ya sea directa o
indirectamente. Una muestra puede ser, por ejemplo, una muestra de sangre (p. €j., una muestra obtenida de una
puncion digital, o de una venopuncién, o una muestra de sangre arterial), una muestra de orina, una muestra de
biopsia, un corte de tejido, muestra de heces, u otras muestras bioldgicas; una muestra de agua, una muestra de
suelo, una muestra alimentaria, una muestra de aire; u otra muestra. Una muestra de sangre puede comprender, p.
€j., sangre completa, plasma, o suero. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede recibir una muestra del
sujeto a través de una carcasa del dispositivo. La recogida de muestra puede darse en un sitio de recogida de
muestra, o en cualquier otro lugar. Se puede proporcionar la muestra al dispositivo en un sitio de recogida de
muestras.

En algunas realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestra puede configurarse para aceptar o contener
un cartucho. En algunas realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestra puede comprender un cartucho.
El cartucho puede ser extraible del dispositivo de procesamiento de muestra. En algunas realizaciones, se puede
proporcionar una muestra al cartucho del dispositivo de procesamiento de muestra. Alternativamente, se puede
proporcionar una muestra a otra porcion de un dispositivo de procesamiento de muestra. El cartucho y/o dispositivo
puede comprender una unidad de recogida de muestra que se puede configurar para aceptar una muestra.

Un cartucho puede incluir una muestra, y puede incluir reactivos para usar en el procesamiento o prueba de una
muestra, desechables para usar en el procesamiento o prueba de una muestra u otros materiales. Después de la
colocacién de un cartucho en, o la insercién de un cartucho en un dispositivo de procesamiento de muestra, pueden
ponerse en comunicacion fluida uno o mas componentes del cartucho con otros componentes del dispositivo de
procesamiento de muestra. Por ejemplo, si se recoge una muestra en un cartucho, la muestra puede transferirse a
otras partes del dispositivo de procesamiento de muestra. De forma similar, si en un cartucho se proporcionan uno o
mas reactivos, los reactivos pueden transferirse a otras partes del dispositivo de procesamiento de muestra, u otros
componentes del dispositivo de procesamiento de muestra pueden trasladarse a los reactivos. En algunas
realizaciones, los reactivos o componentes de un cartucho pueden permanencer a bordo en el cartucho. En algunas

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 661 662 T3

realizaciones, no se incluyen fluidos que requieran tubos o que requieran mantenimiento (p. €j., mantenimiento
manual o automatico).

Se puede transferir una muestra o reactivo a un dispositivo, como un dispositivo de procesamiento de muestra. Una
muestra o reactivo puede transferirse dentro de un dispositivo. Tal transferencia de muestra o reactivo puede
llevarse a cabo sin proporcionar una ruta de fluido continuo desde el cartucho al dispositivo. En realizaciones, tal
transferencia de muestra o reactivo puede llevarse a cabo mediante un sistema de manipulacién de muestra (p. €j.,
una pipeta); por ejemplo, una muestra, reactivo o alicuota de la misma puede aspirarse en un componente de
transferencia de punta abierta, como una punta de pipeta, que puede estar operativamente conectada a una unidad
movil que transfiere la punta, con la muestra, reactivo o alicuota del mismo contenido dentro del tip, a una
localizacion en o dentro del dispositivo de procesamiento de muestra. En algunas realizaciones, una punta del
sistema de manipulacién de muestra puede insertarse al menos parcialmente en el recipiente y/o cavidad de la
muestra. La punta puede ser insertable o extraible de la vasija y/o cavidad de muestra. La muestra, reactivo, o
alicuota de la misma se puede depositar en una localizacién en o dentro del dispositivo de procesamiento de
muestra. Se puede mezclar la muestra y el reactivo, o multiples reactivos usando un sistema de manipulacion de
muestra de una manera similar. Se pueden transferir uno o mas componentes del cartucho de manera automatizada
a otras partes del dispositivo de procesamiento de muestra, y viceversa.

Un dispositivo, como un dispositivo de procesamiento de muestra, puede tener un sistema de manipulacién de
fluidos (que puede ser parte de un sistema de manipulacion de muestra). Un sistema de manipulacion de fluidos
puede realizar, o puede ayudar a realizar, transportar, diluir, extraer, alicuotar, mezclar y otras acciones con un
fluido, como una muestra. En algunas realizaciones, un sistema de manipulacién de fluidos puede estar contenido
dentro de una carcasa del dispositivo. Un sistema de manipulacion de fluidos puede permitir la recogida, entrega,
procesamiento y/o transporte de un fluido, disolucion de reactivos secos, mezcla de reactivos liquidos y/o secos con
un liquido, asi como la recogida, entrega, procesamiento y/o transporte de componentes, muestras o materiales no-
fluidos. El fluido puede ser una muestra, un reactivo, diluyente, lavado, colorante, o cualquier otro fluido que puede
ser usado por el dispositivo, y puede incluir, pero no se limita a, fluidos homogéneos, diferentes liquidos, emulsiones,
suspensiones, y otros fluidos. Un sistema de manipulacion de fluidos, que incluye sin limitacion una pipeta, también
se puede usar para transportar vasijas (con o sin fluido contenido en las mismas) alrededor del dispositivo. El
sistema de manipulaciéon de fluidos puede dispensar o aspirar un fluido. La muestra puede incluir uno o mas
particulas o materia sélida flotando dentro de un fluido.

En realizaciones, un sistema de manipulacion de fluidos puede comprender una pipeta, punta de pipeta, jeringa,
capilar, u otro componente. El sistema de manipulacién de fluidos puede tener una porcién con una superficie
interior y una superficie exterior y un extremo abierto. El sistema de manipulacién de fluidos puede comprender una
pipeta, que puede incluir un cuerpo de pipeta y una boquilla de pipeta, y puede comprender una punta de pipeta.
Una punta de pipeta puede o no ser extraible de una boquilla de pipeta. En realizaciones, un sistema de
manipulacién de fluidos puede usar una pipeta acoplada con una punta de pipeta; una punta de pipeta puede ser
desechable. Una punta de pipeta puede formar un sello hermético a los fluidos cuando se combina con una pipeta.
Una punta de pipeta puede usarse una, dos o mas veces. En realizaciones, un sistema de manipulacion de fluidos
puede usar una pipeta o dispositivo similar, con o sin una punta de pipeta, para aspirar, dispensar, mezclar,
transportar, o si no manejar el fluido. El fluido se puede dispensar desde el sistema de manipulacion de fluidos
cuando se desee. El fluido puede estar contenido dentro de una punta de pipeta antes de ser dispensado, p. €j.,
desde un orificio en la punta de pipeta. En realizaciones, o instancias durante el uso, se puede dispensar todo el
fluido; en otras realizaciones, o instancias durante el uso, se puede dispensar una porcién de fluido dentro de una
punta. Una pipeta puede aspirar selectivamente un fluido. La pipeta puede aspirar una cantidad seleccionada de
fluido. La pipeta puede ser capaz de activar mecanismos de agitacion para mezclar el fluido dentro de la punta o
dentro de una vasija. La pipeta puede incorporar puntas o vasijas que crean bucles de flujo continuo para mezclar,
que incluyen materiales o reactivos que no estan en forma liquida. Una punta de pipeta puede también facilitar la
mezcla mediante el suministro dosificado de multiples fluidos simultdneamente o en secuencia, como en reacciones
de sustrato en 2 partes.

El sistema de manipulaciéon de fluidos puede incluir una o mas unidades aisladas fluidicamente o hidraulicamente
independientes. Por ejemplo, el sistema de manipulacién de fluidos puede incluir una, dos o mas puntas de pipeta.
Las puntas de pipeta se pueden configurar para aceptar y confinar un fluido. Las puntas pueden estar fluidicamente
aisladas de o hidraulicamente independientes entre si. El fluido contenido en cada punta puede estar aislado
fluidicamente o hidraulicamente independiente de un fluido en otras puntas y de otros fluidos dentro del dispositivo.
Las unidades fluidicamente aisladas o hidraulicamente independientes pueden ser moéviles con relacion a otras
partes del dispositivo y/o entre si. Las unidades fluidicamente aisladas o hidraulicamente independientes pueden ser
individualmente méviles. Un sistema de manipulacién de fluidos puede comprender una o mas bases o soportes.
Una base o soporte puede soportar una o mas pipetas o unidades de pipeta. Una base o soporte puede conectar
una o mas pipetas del sistema de manipulacion de flidos entre si.

Un dispositivo de procesamiento de muestra puede configurarse para realizar etapas o acciones de procesamiento
en una muestra obtenida de un sujeto. El procesamiento de la muestra puede incluir la preparacion de la muestra,
que incluye, p. €j., dilucién de la muestra, divisién de una muestra en alicuotas, extraccién, poner en contacto con un
reactivo, filtracion, separacion, centrifugacion, u otra accion o etapa de preparacion o procesamiento.Un dispositivo
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de procesamiento de muestra se puede configurar para realizar una o mas aciones o etapas preparatorias.
Opcionalmente, se puede preparar una muestra para una reaccion quimica y/o etapa de procesamiento fisico. Una
accion o etapa de preparacion de muestra puede incluir uno o mas de los siguientes: centrifugacion, separacion,
filtracion, dilucion, enriquecimiento, purificacion, precipitacion, incubacion, pipeteo, transporte, cromatografia, lisis
celular, citometria, pulverizacion, trituraciéon, activacion, ultrasonicaciéon, procesamiento en micro columna,
procesamiento con perlas magnéticas, procesamiento con nanoparticulas, u otras acciones o etapas de preparacion
de la muestra. Por ejemplo, la preparacion de la muestra puede incluir una o mas etapas para separar la sangre en
suero y/o fracciones particuladas, o para separar cualquier otra muestra en varios componentes. La preparacion de
la muestra puede incluir una o mas etapas para diluir y/o concentrar una muestra, como una muestra de sangre, u
otras muestras bioldgicas. La preparacion de la muestra puede incluir afiadir un anticoagulante u otros ingredientes
a la muestra. La preparacién de la muestra puede también incluir la purificacién de una muestra. En realizaciones,
todas las acciones o etapas de procesamiento, preparacidon o ensayo de la muestra se realizan por un Unico
dispositivo. En realizaciones, todas las acciones o etapas de procesamiento, preparacion o ensayo de la muestra se
realizan dentro de una carcasa de un Unico dispositivo. En realizaciones, la mayoria de las acciones o etapas de
procesamiento, preparacion o ensayo de la muestra se realizan por un Unico dispositivo, y se pueden realizar dentro
de una carcasa de un unico dispositivo. En realizaciones, muchas acciones o etapas de procesamiento, preparacion,
o ensayo de la muestra se realizan por un unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una carcasa de un Unico
dispositivo. En realizaciones, las acciones o etapas de procesamiento, preparacion o ensayo de la muestra se
pueden realizar por mas de un dispositivo.

Un dispositivo de procesamiento de muestra se puede configurar para ejecutar uno 0 mas ensayos en una muestra,
y para obtener datos de la muestra. Un ensayo puede incluir uno o mas tratamientos fisicos o quimicos, y puede
incluir ejecutar una o mas reacciones quimicas o fisicas. Un dispositivo de procesamiento de muestra se puede
configurar para realizar uno, dos o mas ensayos en una muestra pequefa de fluido corporal. Pueden tener lugar una
0 mas reacciones quimicas en una muestra que tiene un volumen, como se describe en otra parte de esta memoria.
Por ejemplo, pueden tener lugar una o mas reacciones quimicas en una pildora que tiene menos de un volumen de
femtolitros. En una ocasion, la unidad de recogida de muestra se configura para recibir un volumen de la muestra de
fluido corporal equivalente a una Unica gota o menos de sangre o de fluido intersticial. En realizaciones, el volumen
de una muestra puede ser un volumen pequefo, donde un volumen pequefio puede ser un volumen que es menor
que aproximadamente 1000 pl, o menor que aproximadamente 500 ul, 0 menor que aproximadamente 250 pl, o
menor que aproximadamente 150 pl, o menor que aproximadamente 100 pl, 0 menor que aproximadamente 75 pl, o
menor que aproximadamente 50 pl, o menor que aproximadamente 40 ul, o menor que aproximadamente 20 pl, o
menor que aproximadamente 10 pl, u otro volumen pequefio. En realizaciones, todas las acciones o etapas de
ensayo de la muestra se realizan en una Unica muestra. En realizaciones, todas las acciones o etapas de ensayo de
la muestra se realizan por un uUnico dispositivo. En realizaciones, todas las acciones o etapas de ensayo de la
muestra se realizan dentro de una caracasa de un unico dispositivo. En realizaciones, la mayoria de las acciones o
etapas de ensayo de la muestra se realizan por un Unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una carcasa de
un unico dispositivo. En realizaciones, muchas de las acciones o etapas de ensayo de la muestra se realizan por un
Unico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una carcasa de un Unico dispositivo. En realizaciones, las acciones
o etapas de procesamiento, preparacion, o de ensayo de la muestra se pueden realizar por mas de un dispositivo.

Un dispositivo de procesamiento de muestra se puede configurar para realizar una pluralidad de ensayos en una
muestra. En realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestra se puede configurar para realizar una
pluralidad de ensayos en una Unica muestra. En realzaciones, un dispositivo de procesamiento de muestra se puede
configurar para realizar una pluralidad de ensayos en una Unica muestra, donde la muestra es una muestra
pequefia. Por ejemplo, una muestra pequefia puede tener un volumen de muestra que es un volumen pequefo de
menos de aproximadamente 1000 ul, o menos de aproximadamente 500 pl, o menos de aproximadamente 250 pl, o
menos de aproximadamente 150 pl, o menos de aproximadamente 100 pl, o menos de aproximadamente 75 pl, o
menos de aproximadamente 50 pul, o menos de aproximadamente 40 pl, 0 menos de aproximadamente 20 pl, o
menos de aproximadamente 10 pl, u otro volumen pequeio. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede ser
capaz de realizar ensayos multiplexados en una unica muestra. Se pueden realizar una pluralidad de ensayos
simultaneamente; o se pueden realizar secuencialmente; o se pueden realizar algunos ensayos simultaneamente
mientras otros se realizan secuencialmente. Se pueden incorporar también en el dispositivo uno o mas ensayos de
control y/o calibradores (p. €., que incluyen una configuracion con un control de un calibrador para los
ensayos/pruebas); los ensayos de control y el ensayo de calibradores se pueden realizar simultaneamente con los
ensayos realizados en la muestra, o se pueden realizar antes o después de que se realicen los ensayos en una
muestra, o cualquier combinacion de los mismos. En realizaciones, todas las acciones o etapas de ensayo de la
muestra se realizan por un Unico dispositivo. En realizaciones, toda una pluralidad de acciones o etapas de ensayo
se realizan dentro de una carcasa de un unico dispositivo. En realizaciones, la mayoria de las acciones o etapas de
ensayo de la muestra, de una pluralidad de ensayos, se realizan por un Unico dispositivo, y se pueden realizar
dentro de una carcasa de un unico dispositivo. En realizaciones, muchas acciones o etapas de ensayo de la
muestra, de una pluralidad de ensayos, se realizan por un uUnico dispositivo, y se pueden realizar dentro de una
carcasa de un unico dispositivo. En realizaciones, las acciones o etapas de procesamiento, preparacion, o ensayo
de la muestra se pueden realizar por mas de un dispositivo.

En realizaciones, se pueden realizar toda una pluralidad de ensayos en un corto periodo de tiempo. En
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realizaciones, dicho corto periodo de tiempo comprende menos de aproximadamente tres horas, o0 menos de
aproximadamente dos horas, 0 menos de aproximadamente una hora, o menos de aproximadamente 40 minutos, o
menos de aproximadamente 30 minutos, 0 menos de aproximadamente 25 minutos, 0 menos de aproximadamente
20 minutos, o menos de aproximadamente 15 minutos, 0 menos de aproximadamente 10 minutos, o menos de
aproximadamente 5 minutos, 0 menos de aproximadamente 4 minutos, 0 menos de aproximadamente 3 minutos, o
menos de aproximadamente 2 minutos, o0 menos de aproximadamente 1 minuto, u otro corto periodo de tiempo.

Un dispositivo puede ser capaz de realizar todas las etapas a bordo (p. €j., etapas o acciones realizadas por un
Unico dispositivo) en una corta cantidad de tiempo. Un dispositivo puede ser capaz de realizar todas las etapas a
bordo en una sola muestra en una corta cantidad de tiempo. Por ejemplo, desde la recogida de la muestra de un
sujeto hasta la transmision de los datos y/o analisis, puede tardar aproximadamente 3 horas o menos, 2 horas o
menos, 1 hora o menos, 50 minutos o menos, 45 minutos o menos, 40 minutos o menos, 30 minutos o menos, 20
minutos o menos, 15 minutos o menos, 10 minutos o0 menos, 5 minutos o0 menos, 4 minutos o0 menos, 3 minutos o
menos, 2 minutos 0 menos, o 1 munuto o menos. La cantidad de tiempo desde la aceptacion de una muestra dentro
del dispositivo hasta la transmisién de datos y/o analisis desde el dispositivo con respecto a dicha muestra puede
depender del tipo o nimero de etapas, pruebas, o ensayos realizados en la muestra. La cantidad de tiempo desde la
aceptacion de una muestra dentro del dispositivo hasta la transmision de datos y/o analisis desde el dispositivo con
respecto a dicha muestra puede tardar aproximadamente 3 horas o menos, 2 horas o menos, 1 hora o menos, 50
minutos o menos, 45 minutos o menos, 40 minutos o0 menos, 30 minutos o menos, 20 minutos o menos, 15 minutos
o menos, 10 minutos o menos, 5 minutos 0 menos, 4 minutos o menos, 3 minutos 0 menos, 2 minutos o menos, o 1
minuto 0 menos.

Un dispositivo o sistema como se describe en esta memoria, como, p. €j., un punto de dispositivo de servicio o un
punto de sistema de servicio, puede procesar una muestra de acuerdo con una peticion o un esquema de prueba.
En algunas situaciones, un bucle de retroalimentacién (acoplado con sensores) permite al punto de dispositivo o
sistema de servicio registrar el progreso del procesamiento de la muestra y mantenga o modifique la peticion o el
esquema de prueba. En un ejemplo, si el dispositivo o sistema detecta que el procesamiento tarda mas que la
cantidad de tiempo predeterminada establecida en el esquema, el dispositivo o sistema acelera el procesamiento o
ajusta cualquier proceso paralelo, como el procesamiento de la muestra en otro médulo del dispositivo o sistema. El
bucle de retroalimentacion permite la monitorizacién en tiempo real o pseudo-real (p. €j., en caché). En algunas
situaciones, el bucle de retroalimentacién puede proporcionar pruebas de reflejos, que pueden provocar que se
inicien pruebas, ensayos, etapas de preparacion, y/u otros procesos posteriores después de iniciar o completar otra
prueba y/o ensayo o detectar uno o mas parametros. Dichas pruebas, ensayos, etapas de preparacion, y/u otros
procesos posteriores pueden iniciarse automaticamente sin intervencién humana.

En algunas realizaciones, el punto de sistema de servicio puede adherirse a una peticion o esquema de prueba
predeterminado en base a los parametros iniciales y/o efectos deseados. En otras realizaciones, el esquema y/o
peticiéon de prueba se puede modificar sobre la marcha. El esquema y/o peticion de prueba se puede modificar en
funcién de una o mas condiciones detectadas, uno o mas procesos adicionales para ejecutar, uno 0 mas procesos
que ya no se ejecutan, uno o mas procesos para modificar, uno o mas modificaciones de utilizacion de
recurso/componente, una o mas condiciones de error o alerta detectadas, una o mas no disponibilidad de un recurso
y/o componente, una o mas entradas o muestras posteriores proporcionadas por un usuario, datos externos, o
cualquier otra razoén.

En algunos ejemplos, se pueden proporcionar una o mas muestras adicionales a un dispositivo después de que se
proporcionen una o mas muestras iniciales al dispositivo. Las muestras adicionales pueden ser del mismo sujeto o
de diferentes sujetos. Las muestras adicionales pueden ser del mismo tipo de muestra que la muestra inicial o
diferentes tipos de muestras (p. €j., sangre, tejido). Las muestras adicionales pueden proporcionarse antes, al mismo
tiempo, y/o después del procesamiento de una o mas muestras iniciales en el dispositivo. Se pueden proporcionar
las mismas y/o diferentes pruebas o criterios deseados para las muestras adicionales, frente a muestras entre si y/o
las iniciales. Las muestras adicionales pueden procesarse en secuencia y/o en paralelo con las muestras iniciales.
Las muestras adicionales pueden usar uno o mas de los mismos componentes que las muestras iniciales, o pueden
usar diferentes componentes. Las muestras adicionales pueden o no solicitarse en vista de una o mas condiciones
detectadas de las muestras iniciales.

En algunas realizaciones, el sistema acepta una muestra con la ayuda de un médulo de recogida muestra, como una
lanceta, bisturi o vasija de recogida de fluidos. Luego, el sistema carga o accede a un protocolo para realizar una o
mas rutinas de procesamiento a partir de una pluralidad de posibles rutinas de procesamiento. En un ejemplo, el
sistema carga un protocolo de centrifugacion y un protocolo de citometria. En algunas realizaciones, el protocolo
puede cargarse desde un dispositivo externo a un dispositivo de procesamiento de muestra. Alternativamente, el
protocolo puede estar ya en el dispositivo de procesamiento de muestra. El protocolo se puede generar en base a
uno o mas criterios deseados y/o rutinas de procesamiento. En un ejemplo, generar un protocolo puede incluir
generar una lista de una o mas subtareas para cada uno de los procesos de entrada. En algunas realizaciones, cada
subtarea se debe realizar por un Unico componente de uno o mas dispositivos. Generar un protocolo puede incluir
generar el orden de la lista, el tiempo y/o la asignaciéon de uno o mas recursos.

En una realizacioén, un protocolo proporciona detalles de procesamiento o especificaciones que son especificos de
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una muestra o un componente en la muestra. Por ejemplo, un protocolo de centrifugacion puede incluir velocidad de
rotacion y tiempo de procesamiento que es adecuado para una densidad de muestra predeterminada, que permite la
separacion dependiente de la densidad de una muestra de otro material que puede estar presente con un
componente deseable de la muestra.

Se incluye un protocolo en el sistema, como en un registro de protocolos del sistema, o se recupera de otro sistema,
como una base de datos, en comunicacion con el sistema. En una realizacion, el sistema estd en comunicacion
unidireccional con un servidor de base de datos que proporciona protocolos al sistema a peticion del sistema para
uno o mas protocolos de procesamiento. En otra realizacion, el sistema esta en comunicacién bidireccional con un
servidor de base de datos, que permite que el sistema cargue rutinas de procesamiento especificas del usuario en el
servidor de base de datos para su futuro uso por parte del usuario u otros usuarios que pueden tener uso para las
rutinas de procesamiento especificas del usuario.

En algunos casos, se ajusta un protocolo de procesamiento por un usuario. En una realizacién, un usuario puede
generar un protocolo de procesamiento con la ayuda de un motor de protocolo que proporciona al usuario una o mas
opciones orientadas a adaptar el protocolo para un uso particular. La adaptacién puede ocurrir antes del uso del
protocolo. En algunas realizaciones, el protocolo puede modificarse o actualizarse mientras el protocolo esta en uso.

Con la ayuda de un protocolo, un sistema procesa una muestra, que puede incluir preparar de la muestra, ensayar
de la muestra y detectar uno o mas componentes de interés en la muestra. En algunos casos, el sistema realiza
analisis de datos con respecto a la muestra o a una pluralidad de muestras después del procesamiento. En otros
casos, el sistema realiza analisis de datos durante el procesamiento. En algunas realizaciones, el analisis de datos
se realiza a bordo, es decir, en el sistema. En otras realizaciones, el analisis de datos se realiza usando un sistema
de analisis de datos que es externo al sistema. En tal caso, los datos se dirigen al sistema de analisis mientras se
esta procesando la muestra o siguiendo el proceso.

Un dispositivo se puede configurar para preparar una muestra para su eliminacion, o para disponer de una muestra,
como una muestra biolégica, después del procesamiento o ensayo de una muestra.

En realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestra puede configurarse para transmitir datos obtenidos a
partir de una muestra. En realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestra puede configurarse para
comunicarse a través de una red. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede incluir un moédulo de
comunicacién que puede interactuar con la red. Un dispositivo de procesamiento de muestra se puede conectar a la
red a través de una conexion por cable o de forma inalambrica. La red puede ser una red de area local (LAN) o una
red de area amplia (WAN) como Internet. En algunas realizaciones, la red puede ser una red de area personal. La
red puede incluir la nube. El dispositivo de procesamiento de muestra puede estar conectado a la red sin requerir un
dispositivo intermediario, o puede requerirse un dispositivo intermediario para conectar un dispositivo de
procesamiento de muestra a una red. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede comunicarse a través de
una red con otro dispositivo, que puede ser cualquier tipo de dispositivo en red, que incluye, pero no se limita a, un
ordenador personal, un ordenador servidor o un ordenador portatil; asistentes personales digitales (PDA) como un
dispositivo con Windows CE; teléfonos como teléfonos portatiles, teléfonos inteligentes (p. ej., iPhone, Android,
Blackberry, etc.), o teléfonos portatiles de reconocimiento de localizacién (como GPS); un dispositivo de itinerancia,
como un dispositivo de itinerancia conectado a la red; un dispositivo inalambrico como un dispositivo de correo
electrénico inalambrico u otro dispositivo capaz de comunicarse de forma inalambrica con una red informatica; o
cualquier otro tipo de dispositivo de red que pueda comunicarse posiblemente a través de una red y manejar
transacciones electrénicas. Dicha comunicaciéon puede incluir proporcionar datos a una infraestructura de
almacenamiento en la nube o cualquier otro tipo de infraestructura de almacenamiento de datos a la que puedan
acceder otros dispositivos.

Un dispositivo de procesamiento de muestra puede proporcionar datos con respecto a una muestra a, p. €j., un
profesional de la salud, una localizacién de asistencia médica profesional, como un laboratorio o una filial del mismo.
Uno o mas de un laboratorio, profesional de la salud, o sujeto puede tener un dispositivo de red capaz de recibir o
acceder a los datos proporcionados por el dispositivo de procesamiento de muestra. Un dispositivo de
procesamiento de muestra se puede configurar para proporcionar datos con respecto a una muestra a una base de
datos. Se puede configurar un dispositivo de procesamiento de muestra para proporcionar datos con respecto a una
muestra a un sistema de registros médicos electrénicos, a un sistema de informacion de laboratorio, u otro sistema o
software. Un dispositivo de procesamiento de muestra puede proporcionar datos en forma de un informe.

Un laboratorio, dispositivo u otra entidad o software puede realizar analisis en datos con respecto a una muestra en
tiempo real. Un sistema de software puede realizar analisis quimicos y/o analisis patoldgicos, o estos podrian
distribuirse entre combinaciones de personal de laboratorio, clinico, y especializado o experto. El analisis puede
incluir una evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de una muestra. El analisis de los datos puede incluir una posterior
evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de una muestra. Opcionalmente, se puede generar un informe basado en
datos brutos, datos pre-procesados o datos analizados. Dicho informe se puede preparar para mantener la
confidencialidad de los datos obtenidos de la muestra, la identidad y otra informacién con respecto al sujeto del que
se obtuvo la muestra, el analisis de los datos y otra informacion confidencial. El informe y/o los datos se pueden
transmitir a un profesional de la salud. Un laboratorio, dispositvo u otra entidad o software puede realizar analisis de
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datos. Los datos obtenidos por un dispositivo de procesamiento de muestra, o el analisis de tales datos o informes,
pueden proporcionarse a una base de datos, un sistema de registros médicos electrénicos, a un sistema de
informacién de laboratorio, a un sistema de automatizacion de laboratorio u otro sistema o software.

Ejemplos

Ejemplo 1

Ejemplos de componentes proteicos individuales adecuados para usar en la proporcion de proteinas de fusion como
se describen en esta memoria incluyen (se proporcionan las secuencias de aminoacidos usando el codigo de una

letra para aminoacidos):

Tabla 3

Nombre de proteina

Secuencia de proteina

SEQ ID NO:

Proteina p50 de union a ADN (fragmento
de la proteina NF-kappa-B humana, nimero
de acceso NP_003989, aminoacidos 40-366)

adgpylgilegpkargfrfryveegpshgglpgasseknkksy
pavkicnyvgpakvivglvtngknihlhahslvgkhcedgict
vtagpkdmvvgfanlgilhvtkkkvfetlearmteacirgynp
gllvhpdlaylgaegggdrglgdrekelirgaalggtkemdls
vvrlmftaflpdstgsftrrlepvvsdaivdskapnasnlkiv
rmdrtagcvtggeeiyllcedkvgkddiqgirfyeesenggvweg
fgdfsptdvhrgfaivfktpkykdinitkpasvivglrrksdl
etgepkpflyypeikdkeevarkrak

2

ADN ligasa Tth (Cepa HB8 de Thermus
Thermophilus, acceso YP_144363.1)

mtleearkrvnelrdliryhnyryyvladpeisdaeydrllre
lkeleerfpelkspdsptlgvgarpleatfrpvrhptrmysld
nafnldelkafeerieralgrkgpfaytvehkvdglsvnlyye
egvlvygatrgdgevgesevtgqnlltiptiprrlkgvperlevr
gevympisaflrinesleergerifknprnaaagslrgkdpri
takrglratfyvalglgleeveregvatgfallhwlkekgfpve
hgyaravgaegveavygdwlkkrralpfeadgvvvkldelalw
relgytaraprfaiaykfpaeeketrlldvviqvgrtgrvtpv
gilepvflegsevsrvtlhnesyieeldirigdwvlvhkaggv
ipevlrvlkerrtgeerpirwpetcpecghrllkegkvhrepn

plcpakrfeairhfasrkamdigglgeklierllekglvkdva
dlyrlrkedlvglermgeksagnllrgieeskkrglerllyal
glpgvgevlarnlaarfgnmdrlleasleslleveevgeltar
ailetlkdpafrdlvrrlkeagvemsakekggealkgltfvit
gelsrpreevkallrrlgakvtdsvsrktsylvvgenpgskle
karalgvptlteecelvrlleartakkaecelv

Lider que contiene 10 His

mghhhhhhhhhhssghiegras

Secuencia flexible rica en glicina

gssgtsgggsggg

Proteina CFT de unién a ADN (un hibrido
de la proteina NFATc1 murina, nimero de
acceso NP_058071, aminoacidos 390-506;
seguido de un espaciador de alanina;
seguido de un fragmento de la proteina NF-
kappa-B humana, numero de acceso
NP_003989, aminoacidos 249-366)

sptsymspslpaldwglpshsgpyelrievgpkshhrahyete
gsrgavkasagoghpivglhgylenepltlglfigtaddrllrp
hafygvhritgktvsttsheiilantkvleipllpennmraii
dcagilklrnsdielrkgetdigrkntrvrlvfrvhipgpngr
tlslgasnlkivrmdrtagcvtggeeiyllcdkvgkddigirf
veeeenggvwegfgdfsptdvhrgfaiviktpkykdinitkea
svfvglrrksdletsepkpflyypeikdkeevqrkrgk

ADN ligasa T4
NP_049813)

(nimero de acceso

milkilneiasigsthkakgaileknkdnellkrvyrltysrgl
gyyvikkwpkpgiatgsfgmltltdmldfieftlatrkltgnaa
ieeltgyitdgkkddvevlrrvmmrdlecgasvsiankvwpgl
ipeqgpgmlassydekginknikfpafaglkadgarcfaesvrgd
elddvrllsragnevlgldllkeelikmtacargihpegvlid
gelvyhegvkkepegldflfdaypenskakefaevaesrtasn
giankslkgtisekeagemkfgvwdyvplvelyslpatfrlkyd
vrisklegmtsgydkviliengvvnnldeakviykkyidggls
giilknidglwenarsknlykfkevidvdlkivgiyphrkdpt
kaggfilesecgkikvnagsglkdkagvksheldrtrimengn
vyigkilececngwlksdgrtdyvklflpiairlredktkant
fedvigdfhevtygl
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ADN ligasa Pfu (Cepa ST04 de Pyrococcus | mrylelaglygklekttmkliktrlvedflkkvpddhlefipy | 9
furiosus, acceso YP_006355162) lilgdvfpewderelgvgekllikavamatgidaneiensvkd
- tgdlgesialavkkrkgksffsqpltikrvyqtlvkvaettge
gsgekkmkylanlimdaepieakylartvligtmrtgvasgllz
daialafhvkvelveraymltsdfgfvakvaklegneglakvg
vgigkpikpmlaggaanikesallemggeasfeikydgarvgvh
kdgdkiivysrrlenvtraipeivealkgsvkpnkaivegely
aigedgrplpfgyvlrrfrrkhnigemmkkiplelnlfdvlyv
dgesmidvkiidrrkkleeiiepngkikvaenlitkkveesaesa
fykkalemgheglmakrldatyepgnrgkkwlkikptmenldl
vilgaewgegrrahllgsfilgaydpetgeflevgkvgsgftd
edlveftkmlkpliikeegkrvwiapkivievtygeigkspky
ksgfalrfpryvalrddkgpedadtieriaglyelgermkgky

ADN ligasa Pfu C23 (Supresién del mrylelaglygklekttmkliktrlvadflkkveddhlefipy | 10
aminodacido 23 C-terminal de Pfu) lilgdvfipewderelgvgekllikavamatgidaneiensvkd
tgdlgesialavkkrkgkstfsgpltikrvygtlvkvasttige
gsgekkmnkylanlfmdaepieakylartvilgtmrtgvaseglls
daialafhvkvelveraymltsdfgfvakvaklegneglakvg
vgigkpikpmlaggaanikeallemgygsasfeikydygarvgvh
kdgdkiivysrrlenvtraipeivealkgsvkpnkaivegelv
algedgrplpfgyvlrrfrrkhnigemmkkiplelnlfdvlyv
dgesmidvkfidrrkkleeiiepngkikvaenlitkkveecasa
fvkkalemgheglmakrldatvepgnrgkkwlkikptmenldl
viigaeswgegrrahllgsfilgaydpetgzflevgkvgsgitd

edlveftkmlkplilkeegkrvwiepkivievtygeigkspky
ksgfalrfpryvalrddkgp

Lider rico en His, proteina p50 de unién a | Mghhhhhhhhhhssghlegrasadgpylgileqpkqrgfriry | 11
ADN, enlazador rico en glicina vcegpshgglpgasseknkksypgvkicnyvgpakvivglvin
gknihlhahslvgkhecedgictvtagpkdmvvgfanlgilhvt

kkkvfetlearmteacirgynpgllvhpdlavlgaegggdrgl
gdrekelirgaalggtkemdlsvvrimftaflpdstgsftrrl
epvvsdalydskapnasnlkivrmdrtagevtggeeliyllcdk
vagkddigirfyeeeenggvwegfgdfsptdvhrgfaiviktpk
vkdinitkpasvivglrrksdletsepkpflyypeikdkesvy
rkrakgssgtsgggsggy

Lider rico en His, proteina CTF de unién a | Mghhhhhhhhhhssghiegrassptsymspslpaldwglpshs | 12
ADN, enlazador rico en glicina gpyelrievqpkshhrahyetegsrgavka;agghpivqlhgy
lenepltlglfigtaddrllrphafygvhritgktvstishei
ilsntkvleipllpennmraiidcagilklrnsdielrkgetd
igrkntrvrlvirvhipgpngrtlslgasnlkivrmdrtagow
tggeeiyllecdkvgkddigirfyeeeenggvwegfgdfsptdy
hrgfaivfktpkykdinitkpasvivglrrksdletsepkpfl
yypelkdkeevgrkrgkgssyt sgggsyyy

Lo siguiente proporciona un ejemplo de una proteina de fusién que proporciona actividad de ADN ligasa de extremos
romos termoestable:

Ligasa de fusion p50-Tth, constructo Theranos EE0217, p. ej., proteina prep RDP0078, consiste en un lider que
contiene 10 His (mghhhhhhhhhhssghiegras, SEQ ID NO: 4), p50 (se muestra a continuacién en cursiva,
comenzando con adgpy... y terminando con ...rkrgk, SEQ ID NO: 2), una secuencia flexible rica en glicina
(gssgtsgggsggg, SEQ ID NO: 5) y la ADN ligasa Tth (mostrada a continuacion en texto subrayado, SEQ ID NO: 3).
Esta proteina de fusion tiene la siguiente secuencia (SEQ ID NO: 1):

mghhhhhhhhhhssghiegrasadgpylqileqpkqrgfrfryvcegpshaglpgasseknkksypgvkicnyvgpakvivgl

vtngknihthahstvgkhcedgictvtagpkdmvvgfanigilhvtkkkvfetlearmteacirgynpalivhpdiayigoegggd
rglgdrekelirgaalgqtkemdisvvrimftafipdstgsftrriepvvsdaiydskopnasnlkivimdrtagevtggeeiyllcdk
vgkddigirfyeeeenggvwegfgdfsptavhrgfaiviktpkykdinitkpasvivglrrksdietsepkpflyypeikdkeevgrk
rgkgssgtsgggsgegmtleearkrvnelrdliryhnyryyvladpeisdaeydrlirelkeleerfpelkspdsptiovgarpleatfr
pvrhptrmysldnafnldelkafeerieralgrkgpfaytvehkvdglsvnlyyeepvlvypatredgevgeevtgnlitiptiprrlk
gvperlevrgevympieaflrineeleergerifknprnaaagsirgkdpritakrglratfyalglgleeveregvatgfallhwlkek
gfpvehgyaravgaegveavygdwlkkrralpfeadgvvvklidelalwrelgytaraprfaiaykfpaeeketrlldvvfgvgrtgr
vipvgilepvflegsevsrvtihnesyieeldirigdwvlvhkaggvipevirvikerrtgeerpirwpetcpecghrllkegkvhrep

nplcpakrfeairhfasrkamdiaglgeklierllekglvkdvadlyrirked|vglermgeksagnlirgieeskkrglerllyalglpg

vgevlarnlaarfgnmdrlleasleelleveevgeltarailetlkdpafrdivrr keagvemeakekgpealkgltfvitgelsrpre

evkallrrigakvtdsvsrktsylvvgenpgsklekaralgvptiteeelyrlleartgkkaeelv
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La secuencia de la proteina de fusion SEQ ID NO: 1 presentada anteriormente es un ejemplo de una proteina de
fusion que se puede representar como “4-2-5-3” en la que “4” representa SEQ ID NO: 4; “2” representa SEQ ID NO:
2; “5” representa SEQ ID NO: 5; y “3” representa SEQ ID NO: 3. Dichas representaciones indican, en una orientacion
N-terminal a C-terminal, proteinas de fusién lineales que comprenden fusiones de las secuencias de aminoacidos
indicadas por los ndmeros (que a su vez indican la correspondiente SEQ ID NO:s). Ademas, dichas
representaciones de proteinas de fusidon se presentan a continuacion.

A continuacion, se proporciona un ejemplo de una reaccion de ligacion de extremos romos realizada a 75°C. El
sustrato de ADN era un ADN duplex de 49 pb preparado con oligonucleétidos que hibridan EE0139 (SEQ ID NO: 20)
y EE0140 (SEQ ID NO: 21). Este duplex de extremos romos era capaz de hacer concatameros tras multiples
eventos de ligacion. Los resultados de los productos de reaccion se separaron por tamafio en un gel de agarosa,
como se muestra en la Fig. 1, demuestran que: (1) la ligasa Tth sola (carriles 2-3), aunque se sabe que es capaz de
sellar mellas de ADN a 75°C, realiz6 muy poca o ninguna ligacion de extremos romos en estas condiciones; (2) la
ADN ligasa T4 con una fusion N-terminal de p50 (carriles 4-5) también realizé6 muy poca ligacién de extremos romos
en estas condiciones, aunque hubo alguna evidencia de mas ligacion que para Tth sola. Se creyd que esta
observacion era sorprendente dada la sensibilidad a la temperatura de la ligasa T4 sola; (3) la ADN ligasa Tth con
una fusién N-terminal de p50 (carriles 6-7) demostré un nivel mucho mas alto de ligacion de extremos romos a 75°C.
Por lo tanto, los resultados mostrados en la Figura 1 demuestran que las proteinas de fusién como se describen en
esta memoria proporcionan una actividad de ligacion de extremos romos mejorada a alta temperatura. Se cree que
las proteinas de fusion homologas a SEQ ID NO: 1 proporcionan una mejor actividad de ligacién de extremos romos
a alta temperatura. Por lo tanto, se cree que las proteinas de fusion que tienen una homologia de secuencia superior
al 90%, o superior al 95% o superior al 99% con la SEQ ID NO: 1 proporcionan actividad de ligacién de ADN de
extremos romos a alta temperatura.

Ejemplo 2

La proteina de fusion de SEQ ID NO: 1 (y moléculas homdlogas) es un ejemplo de una ADN ligasa de extremos
romos termoestable. Los ejemplos de proteinas de fusion adicionales que tienen caracteristicas estructurales
similares se enumeran en la siguiente tabla (Tabla 4). Se cree que estas proteinas de fusion adicionales comparten
no solo caracteristicas estructurales, sino también caracteristicas funcionales; por lo tanto, se cree que las proteinas
de fusion enumeradas en la Tabla 4 son ligasas de extremos romos termoestables. Ademas, se cree que las
proteinas homologas a las proteinas de fusion de la Tabla 4 son ligasas de extremos romos termoestables. El primer
ejemplo enumerado, SEQ ID NO: 1, se ha discutido anteriormente, y los resultados de los experimentos de ligacion
que usan SEQ ID NO: 1 se muestran en la Figura 1. Como se discutié anteriormente, SEQ ID NO: 1 es una
combinacion de una secuencia lider que contiene 10 His (SEQ ID NO: 4), la proteina de union a ADN p50 (SEQ ID
NO: 2), una secuencia flexible rica en glicina (SEQ ID NO: 5) y ADN ligasa Tth (SEQ ID NO: 3), en la que la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4 esta unida covalentemente a la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2
que esta unida covalentemente a la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5 que esta unida covalentemente a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3; esta combinacion se denomina “4-2-5-3” en la columna mas a la izquierda
de la Tabla 4. (El término “4-2-5-3” indica una proteina de fusion lineal en la que las secuencias SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 3 estan unidas como estan escritas, desde el N-terminal (izquierda) al C-
terminal (derecha)). Las combinaciones adicionales de tales componentes ilustran algunas de las muchas proteinas
de fusién posibles que tienen caracteristicas como se describe en esta memoria. Las otras proteinas de fusion
enumeradas en la Tabla 4 incluyen combinaciones adicionales de secuencias lider (SEQ ID NO: 4) con una proteina
de union a ADN (p. ej., SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 7), una secuencia flexible rica en glicina (SEQ ID NO: 5), y una
ADN ligasa (SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 10). Por lo tanto, las proteinas de fusion
ejemplares descritas en la Tabla 4 incluyen una secuencia de aminoacidos de una secuencia lider rica en histidina,
una ADN ligasa y una secuencia enlazadora flexible rica en glicina (es decir, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 12) unida
covalentemente a una ligasa (p. ej., SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 10). Se cree que
estas proteinas de fusion ejemplares proporcionan aun mas ligasas de acido nucleico de extremos romos
termoestables.
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Proteina de fusion
formada por SEQ
ID NOs:

Secuencia de proteina

SEQ ID NO:

4-2-5-3

mghhhhhhhhhhssghiegrasadgpyvlgilegqpkgrgfrfryveegps
hgglpgasseknkksypgvkicnyvgpakvivglvtngknihlhahslv
gkhcedgictvtagpkdmvvgfanlgilhvtkkkvietlearmteacir
gynpgllvhpdlaylgaegggdrglgdrekelirgaalggtkemdlsvy
rimftaflpdstgsftrrlepvvsdaliyvdskapnasnlkivrmdrtage
vtggeeiyllcdkvgkddigirfyeseenggvwegfgdisptdvhrgfa
ivfktpkykdinitkpasvivglrrksdletsepkpflyyeeikdkeev
grkrakgssgtsgggsgggmtlesarkrvnelrdliryhnyryyvladp
eisdaeydrllrelkeleerfpelkspdsptlgqvgarpleatfrpvrhp
trmysldnafnldelkafeerieralgrkgpfaytvehkvdglsvnlyy
eegvlvygatrgdgevgeevtgnlltiptiprrlkgvperlevrgevym
pieaflrlneseleergerifknprnaaagslrgkdpritakrglratfy
alglglesveregvatgfallhwlkekgfpvehgyaravgaegveavyd
dwlkkrralpfeadgvvvkldelalwrelgytaraprfaiayvkfpaeck
etrlldvvigvgrtgrvtpvglilepvilegsevsrvilhnesyieeldl
rigdwvlvhkaggvipevlirvlkerrtgeerpirwpetepecghrllke
gkvhrcpnplcecpakrfeairhfasrkamdigglgeklierllekglvkd
vadlyrlrkadlvglermgeksagnllrgieeskkrglerllyalglpy
vgevlarnlaarfgnmdrlleasleelleveevgeltarailetlkdpa
frdlvrrlkesagvemeakekggealkgltfvitgelsrpreevkallrr
lgakvtdsvsrktsylvvgenpgsklekaralgvptlteeelyrllear
tgkkaselw

4-2-5-8

Mghhhhhhhhhhssghiegrasadgpvlgilegpkgrgfriryveegps
hgglpgasseknkksypgvkicnyvgpakvivglvtngknihlhahslv
gkhcedgictvtagpkdmvvgfanlgilhvtkkkvfetlearmteacir
gynpgllvhpdlayvlgaegggdrglgdrekelirgaalggtkemdlsvy
rimftaflpdstgsftrrilepvvsdaiydskapnasnlkivrmdrtage
vtggeeiylledkvgkddigirfyeeccenggvwegfgdfsptdvhrgfa
iviktpkykdinitkpasvivglrrksdletsepkpflyypeikdkesv
grkrgkgssgtsgggsgggmilkilneiasigstkgkgaileknkdnel

lkrvyrltysrglgyyikkwpkpgiatgsfgmltltdmldfieftlatr
kltgnaaieeltgyitdgkkddvevlrrvmmrdlecgasvsiankvwpg
lipegpgmlassydekginknikfpafaglkadgarcfaevrgdelddv
rllsragneylgldllkeelikmtaesargihpegvlidgelvvhegvkk
epegldflfdaypenskakefaevaesrtasngiankslkgtisekeaqg
cnkfgvwdyvplveivslpafrlkydvrisklegqmtsgydkviliengy
vnnldeakviykkyidgglegiilknidglwenarsknlykfkevidvd
lkivgivphrkdptkaggfilesecgkikvnagsglkdkagvksheldr
trimengnyyigkilececngwlksdgrtdyvklflpiairlredktka
ntfedvfgdfhevtgl

13

4-2-5-9

Mghhhhhhhhhhssghiegrasadgpylagilegqpkgrgfriryvecegps
hgglpgasseknkksypgvkicnyvgpakvivqlvtngknihlhahslw
gkhcedgictvtagpkdmvvgfanlgilhvtkkkvfetlearmteacir
gynpgllvhpdlaylgaegggdrglgdrekelirgaalggtkemdlsvy
rlmftaflpdstgsftrrlepvvsdalydskapnasnlkivrmdrtage
vtggeeivlledkvgkddigirfyeeesenggvwegfgdfsptdvhrgfa
1viktpkykdinitkpasvivglrrksdletsepkpflyypeikdkeev
grkragkgssgtsgggsgggmrylelaglygklekttmkliktrlvadfl
kkvpddhlefipylilgdvfpewdsrelgvgekllikavamatgidane
iensvkdtgdlgesialavkkrkgksffsgpltikrvygtlvkvaetty
egsgekkmkylanlfmdaepieakyiartvlgtmrtgvaegllrdaial
afhvkvelveraymltsdfgfvakvaklegneglakvgvgigkpl keml
agqaanikeallemggeaefeikydgarvgvhkdgdkiivysrrlenvt
raipeivealkgsvkpnkalvegelvalgedgrplpfgyvlrrfrrkhn
igemmkkiplelnl fdvlyvdgesmidvkfidrrkkleeiiepngkiky
aenlitkkveeacafykkalemgheglmakrldatyepgnrgkkwlkik
ptmenldlviigaewgegrrahllgsfilgaydpetgeflevgkvygsgf
tdedlveftkmlkpliikesgkrvwiepkivievtygeigkspkyksgf
alrfpryvalrddkapedadtieriaglvelgermkgky
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4-2-5-10

mghhhhhhhhhhssghiegrasadgpylgileqpkargfriryveegps
hgglpgasseknkksypgvkicnyvgpakvivgqlvtngknihlhahslw
gkhcedgictvtagpkdmvvgfanlgilhvtkkkvfetlearmteacir
gynpgllvhpdlaylgaegggdrglgdrekelirgaalggtkemdlsvy
rlmftaflpdstgsftrrlepvvsdalydskapnasnlkivrmdrtage
vtggeeiylledkvgkddigirfyeeeenggvwegfgdfsptdvhrgfa
iviktpkykdinitkpasvivglrrksdletsepkpflyypelikdkeev
qrkrgkgssgtsgggsgggmrylelaglygklekttmkliktrlvadfl
kkvpddhlefipylilgdvfpewderelgvgekllikavamatgidane
iensvkdtgdlgesialavkkrkgksffsgpltikrvygtlvkvaettg
egsgekkmkylanlfmdaepieakyiartvlgtmrtgvaegllrdaial
afhvkvelveraymltsdfgfvakvaklegneglakvavgigkpikeml
agqgaanikeallemggeaefeikydgarvgvhkdgdkiivysrrlenvt
raipeivealkgsvkpnkalvegelvalgedgrplpfgyvlrrfrrkhn
igemmkkiplelnlfdvlyvdgesmidvkfidrrkkleeiiepngkiky
aenlitkkveeaecafykkalemgheglmakrldatyepgnrgkkwlkik
ptmenldlviigaewgegrrahllgsfilgavdpetgeflevgkvgsgf
tdedlveftkmlkpliikeegkrvwiepkivievtygeligkspkyksgt
alrfpryvalrddkagp

15

4-7-5-3

Mghhhhhhhhhhssghiegrassptsymspslpaldwglpshsgpyelr
iavgpkshhrahyetegsrgavkasagghpivglhgylenepltlqglfi
gtaddrllrphafyvagvhritgktvsttsheiilsntkvleipllpennm
raiidcagilklrnsdielrkgetdigrkntrvrlvirvhipgpngrtl
slgasnlkivrmdrtagevtggeelyllcedkvgkddigirfyeeeaengg
vwegfgdisptdvhrgfaiviktpkykdinitkpasvivglrrksdlet
sepkpflyypeikdkeevgrkrgkgssgtsgggsgggmt lecsarkrvne
lrdlirvhnyryyvladpeisdaeydrllrelkeleerfpelkspdspt
lgvgarpleatfrpvrhptrmysldnafnldelkafeerieralgrkgp
favtvehkvdglsvnlyyeegvlvygatrgdgevygesvignlltiptip
rrlkgvperlevrgevympieaflrlneeleergerifknprnaaagsl
rgkdpritakrglratfyalglgleeveregvatgfallhwlkekgfpv
cehgvaravgasgveavygdwlkkrralpfeadgvvvkldelalwrelgy

taraprfaiavkfpaeeketrlldvvigvgrtgrvtpvgilepvilegs
evsrvtlhnesyieeldirigdwvlvhkaggvipevlrvlkerrtgeer
pirwpetcpecghrllkegkvhrepnplepakrfeairhfasrkamdig
glgeklierllekglvkdvadlyrlrkedlvglermgeksagnllrgie
eskkrglerllyvalglpgvgevlarnlaarfgnmdrlleaslecllave
evgeltarailetlkdpafrdlvrrlkeagvemeakekggeal kgltfv
itgelsrpreevkallrrlgakvtdsvsrktsylvvgenpgsklekara
lgvptlteselyrlleartgkkaeelv

16

4-7-5-8

Mghhhhhhhhhhssghiegrassptsymspslpaldwglpshsgpyelr
izvgpkshhrahyetegsrgavkasagghpivglhgylenepltlglfi
gtaddrllrphafygvhritgktvsttsheiillsntkvleipllpennm
raiidcagilklrnsdielrkgetdigrkntrvrlvfrvhipgpngrtl
slgasnlkivrmndrtagevtggeeiylledkvagkddigirfyeesengg
vwegfgdfsptdvhrgfaiviktpkykdinitkpasvivglrrksdlet
sepkpflyvpeikdkeevarkrqkgssgtsgggsgggmilkilnaiasi
gstkgkgaileknkdnellkrvyrltysrglgyyikkwpkpglatgsfg
mltltdmldfieftlatrkltgnaaiseltgyvitdgkkddvevlrrvmm
rdlecgasvsiankvwpglipegpgmlassydekginknikfpafaqlk
adgarcfasvrgdelddvrllsragnaylgldllkeslikmtacargih
pegvlidgelvyhaegvkkepegldflfdaypenskakefaevaesrtas
ngiankslkgtisekeagemkfguwdyvplveivslpafrlkydvrisk
legmtsgydkviliengvvnnldeakvivkkyidgglegiilknidglw
enarsknlykfkevidvdlkivgivphrkdptkaggfilesecgkikvn
agsglkdkagvksheldrtrimengnyyigkilececngwlksdgrtdy
vklflpiairlredktkantfedvfgdfhevtgl

17
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Mghhhhhhhhhhssghiegrassptsymspslpaldwglpshsgpyelr 18
ievgpkshhrahvyetegsrgavkasagghpivglhgylenepltlglfl
gtaddrllrphafygvhritgktvsttsheiilsntkvleipllpennm
raiidcagilklrnsdielrkgetdigrkntrvrlvfrvhipgpngrtl
slgasnlkivrmdrtagevtggeelylledkvgkddigirfyeeeengg
vwegfgdfsptdvhrgfaiviktpkykdinitkpasvivglrrksdlet
sepkpflyypeikdkeevarkrgkgasgtsgggsgggmrylelaglygk
lekttmkliktrlvadflkkvpddhlefipylilgdvipewderelgvy
ekllikavamatgidaneiensvkdtgdlgesialavkkrkgksffsgp
4-7-5-9 ltikrvygtlvkvaettgegsgekkmkylanlfmdaeplieakyiartvl
gtmrtgvaegllrdaialafhvkvelveraymltsdfgfvakvaklegn
eglakvgvagigkpikpmlaggaanikeallemggeacfeikydgarveay
hkdgdkiivysrrlenvtraipeiveal kgsvkpnkaivegelvaiged
grplpfgyvlrrfrrkhnigemmkkiplelnl fdvlyvdgesmidvkfi
drrkkleeiiepngkikvaenlitkkveeacafykkalemgheglmakr
ldatyepgnrgkkwlkikptmanldlviigaswgegrrahllgsfilga
vdpetgeflevgkvgsgftdedlveftkmlkpliikeegkrvwiepkiv
ievtygeigkspkvksgfalrfpryvalrddkgpedadtieriaglyel
germkglkyv

Mghhhhhhhhhhssghiegrassptsymspslpaldwglpshsgpyelr 19
izvgpkshhrahyetegsrgavkasagghpivglhgylenepltlglfi
gtaddrllrphafygvhritgktvsttsheiilsntkvleipllpennm
raiidcagilklrnsdielrkgetdigrkntrvrlvirvhipgpngrtl
slgasnlkivrmdrtagcevtggeeiyvlledkvagkddigirfyeeeengg
vwegfgdfsptdvhrgfaiviktpkykdinitkpasvfvglrrksdlet
sepkpflyypeikdkeevarkrgkgssgtsgggsgaggmrylelaglyak
lekttmkliktrlvadflkkvepddhlefipylilgdvipewderaelgvy
gkllikavamatgidanseiensvkdtgdlgesialavkkrkgksffsap
4-7-5-10 ltikrvyatlvkvaettgegsgekkmkylanl fmdaepieakyiartvl
gtmrtgvasgllrdaialafhvkvelveraymltsdfgfvakvaklegn
eglakvgvgigkpikpmlaggaanikeallemggeaefeikydgarvgy
hkdgdkiivysrrlenvtraipeivealkgsvkpnkaivegelvaiged
grplpfgyvlrrfrrkhnigemmkkiplelnlfdvlyvdgesmidvkfi
drrkkleeiiepngkikvasnlitkkvecacafvkkalemgheglmakr
ldatyepgnrgkkwlkikptmenldlviigaewgegrrahllgsfilga
vdpetgeflevgkvgsgftdaedlveftkmlkpliikeegkrvwiepkiv

ilevtygeilgkspkyksgfalrfpryvalrddkgp

Las secuencias de proteinas de fusion indicadas anteriormente proporcionan ejemplos de ligasas de extremos
romos que incluyen porciones de ADN ligasa. Las proteinas de fusidn adicionales que se cree que son utiles como
ligasas de extremos romos, y se cree que son Utiles como ligasas de acidos nucleicos de extremos romos
termoestables, incluyen proteinas de fusion adicionales que comprenden variantes de las secuencias de proteinas
de fusién descritas en esta memoria mediante SEQ ID NO.. En realizaciones, dichas proteinas de fusion adicionales
que se cree que son utiles como ligasas de extremos romos, y que se cree que son Utiles como ligasas de acidos
nucleicos de extremos romos termoestables, son variantes homdlogas de las secuencias de proteinas de fusion
descritas en esta memoria mediante SEQ ID NO:, p. €j., variantes homologas que tienen mas del 90%, o mas del
95%, o mas del 99% de homologia de secuencia o de identidad de secuencia con una secuencia de proteina de
fusion descrita en esta memoria mediante SE ID NO..

Como se discutio anteriormente, una segunda secuencia de aminoacidos que tiene homologia de secuencia con una
primera secuencia de aminoacidos puede diferir desde el primer aminoacido solo por sustituciones conservativas; es
decir, un residuo de la segunda secuencia de aminoacidos es o a) idéntico al residuo correspondiente en la primera
secuencia de aminoacidos; o b) un miembro del mismo grupo de aminoacidos que el residuo correspondiente en la
primera secuencia de aminoacidos, donde el grupo se basa en las propiedades comunes de la cadena lateral como
se describe anteriormente; o c) una sustitucion ejemplar o preferida (como se identificé anteriormente en la Tabla 1C
anterior).

Por ejemplo, proteinas de fusién adecuadas incluyen proteinas de fusion que tienen mas del 90%, o mas del 95%, o
mas del 99%, de homologia de secuencia o de identidad de secuencia con una proteina de fusion que tiene una
composicion 4-proteina de union a ADN-5-ADN ligasa (escrita en la orientacion de N-terminal a C-terminal), donde la
“proteina de union a ADN” indica la secuencia de aminoacidos de una proteina de unién a ADN y “ADN ligasa” indica
la secuencia de aminoacidos de una ADN ligasa incluida en la proteina de fusién. Como se discutié anteriormente,
ejemplos de proteinas de unién a ADN incluyen la SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 7; ejemplos de ADN ligasas incluyen
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10.
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Ejemplo 3

Las proteinas de fusién adicionales que se cree que son Utiles como ligasas de extremos romos, y se cree que son
utiles como ligasas de acidos nucleicos de extremos romos termoestables, incluyen proteinas de fusién como se
describe en esta memoria, donde la proteina de unién a ADN se reemplaza por una proteina de unién a ARN y
donde la ligasa comprende una proteina ARN ligasa en proteinas de fusién que tienen una composicion 4-proteina
de union a ARN-5-ARN ligasa (escrita en la orientacion N-terminal a C-terminal), donde “proteina de union a ARN”
indica la secuencia de aminoacidos de una proteina de unidon a ARN y “ARN ligasa” indica la secuencia de
aminoacidos de una ARN ligasa incluida en la proteina de fusion. En realizaciones, la ARN ligasa puede ser una
ARN ligasa termoestable. Por lo tanto, una proteina de fusidén como se describe en esta memoria que tiene actividad
ARN ligasa, y que se cree que tiene actividad ARN ligasa termoestable, comprende un polipéptido lineal que tiene
una composicion que incluye secuencias de aminoacidos unidas covalentemente (en el siguiente orden N-terminal a
C-terminal) SEQ ID NO: 4, proteina de unién a ARN, SEQ ID NO: 5, ARN ligasa.

Ademas, las proteinas de fusion de ARN ligasa adecuadas incluyen proteinas de fusion de ARN ligasa que tienen
una homologia de secuencia superior al 90%, o superior al 95% o superior al 99% con una proteina de fusion que
tiene una composicion 4-proteina de union a ARN-5-ARN ligasa. Como se discutié anteriormente, una segunda
secuencia de aminoacidos que tiene homologia de secuencia con una primera secuencia de aminoacidos puede
diferir desde el primer aminoacido solo por sustituciones conservativas; es decir, un residuo en la segunda
secuencia de aminoacidos es o a) idéntico al residuo correspondiente en la primera secuencia de aminoacidos; o b)
un miembro del mismo grupo de aminoacidos que el residuo correspondiente en la primera secuencia de
aminoacidos, donde el grupo se basa en las propiedades comunes de la cadena lateral como se describe
anteriormente; o c) una sustitucion ejemplar o preferida (como se identificé anteriormente en la Tabla 1C anterior).

Ejemplo 4

Las proteinas que tienen caracteristicas como se describen en esta memoria incluyen proteinas que son homologas
a cualquiera de las proteinas de fusion descritas en esta memoria. Se cree que dichas proteinas son adecuadas
para usar como ligasas de acidos nucleicos, que se incluyen como ligasas de acidos nucleicos termoestables. Por
ejemplo, se cree que dichas proteinas son adecuadas para usar como ADN ligasas de extremos romos
termoestables, que se incluyen como ADN ligasas de extremos romos termoestables. Se cree ademas que dichas
proteinas son adecuadas para usar como ARN ligasas de extremos romos, que se incluyen como ARN ligasas de
extremos romos termoestables.

Las proteinas que son homdlogas a cualquiera de las proteinas de fusidon descritas en esta memoria pueden
proporcionarse aportando proteinas variantes que tienen una homologia de secuencia superior al 90%, o superior al
95% o superior al 99% con una proteina de fusidon descrita en esta memoria. Por ejemplo, las proteinas concretas
que son homologas a cualquiera de las proteinas de fusién descritas en esta memoria pueden proporcionarse
aportando proteinas variantes que tienen mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de homologia de secuencia o
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, o SEQ ID NO: 19 (es decir, tener mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de
homologia de secuencia o identidad de secuencia con una proteina de fusion de la Tabla 4).

Las proteinas de fusion como se describen en esta memoria incluyen una composicion que tiene la forma general de
una molécula lineal que tiene una secuencia lider rica en histidina unida covalentemente a una secuencia de
proteina de unién a acido nucleico que esta unida covalentemente a una secuencia flexible rica en glicina que esta
unida covalentemente a una secuencia de ligasa de acido nucleico. En realizaciones, dichas proteinas de fusion
pueden ser proteinas que incluyen una o mas sustituciones, inserciones, supresiones o adiciones de aminoacidos en
comparacion con una secuencia de proteina de fusién proporcionada como un listado de secuencias en esta
memoria. En realizaciones, dichas proteinas de fusién pueden ser proteinas que incluyen una o mas sustituciones,
inserciones, supresiones o adiciones de aminoacidos en comparacion con una secuencia lider rica en histidina, una
secuencia de proteina de unién a acido nucleico, una secuencia flexible rica en glicina o una secuencia de ligasa de
acido nucleico proporcionada como un listado de secuencias en esta memoria.

Por ejemplo, las proteinas de fusion homdlogas que tienen caracteristicas descritas en esta memoria pueden incluir
secuencias lider ricas en histidina diferentes a, aunque homoélogas a, la SEQ ID NO: 4; p. €j., que tienen secuencias
lider ricas en histidina que tienen mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de homologia de secuencia o de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4. Se entendera que dichas secuencias lider homologas ricas en histidina
pueden incluir el mismo ndmero, o pueden incluir un nimero mayor, o pueden incluir un nimero mas pequefio, de
residuos de aminodacidos que la SEQ ID NO: 4.

Por ejemplo, las proteinas de fusion homdlogas que tienen caracteristicas descritas en esta memoria pueden incluir
secuencias flexibles ricas en glicina diferentes a, aunque homdlogas a, la SEQ ID NO: 5; p. ej., que tienen
secuencias flexibles ricas en glicina que tienen mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de homologia de
secuencia o de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. Se entendera que dichas secuencias flexibles homdlogas
ricas en glicina pueden incluir el mismo ndmero, o pueden incluir un nimero mayor, o pueden incluir un nimero mas
pequefio, de residuos de aminoacidos que la SEQ ID NO: 5.
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Por ejemplo, las proteinas de fusidn homdlogas incluyen proteinas de fusién que tienen composiciones homélogas a
cualquiera de las proteinas descritas en esta memoria como 4-2-5-3, 4-2-5-8, 4-2-5-9 y 4-2-5-10, donde la secuencia
“2” se reemplaza por una secuencia que tiene mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de homologia de
secuencia o de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2; o donde la secuencia “3”, u “8”, 0 “9”, 0 “10” se reemplaza
por una secuencia que tiene mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de homologia de secuencia o de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 10. En realizaciones, tanto la
secuencia “2” se reemplaza por una secuencia homoéloga como la secuencia “3”, u “8”, 0 “9”, 0 “10” se reemplaza por
una secuencia homologa.

Ademas, las proteinas de fusion homologas incluyen proteinas de fusiéon que tienen composiciones homoélogas a
cualquiera de las proteinas descritas en esta memoria como 4-7-5-3, 4-7-5-8, 4-7-5-9 y 4-7-5-10, donde la secuencia
“7” se reemplaza por una secuencia que tiene mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de homologia de
secuencia o de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 7; o donde la secuencia “3”, u “8”, 0 “9”, 0 “10” se reemplaza
por una secuencia que tiene mas del 90%, o mas del 95% o mas del 99% de homologia de secuencia o de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 10. En realizaciones, tanto la
secuencia “7” se reemplaza por una secuencia homéloga como la secuencia “3”, u “8”, 0 “9”, 0 “10” se reemplaza por
una secuencia homologa.

Si bien lo anterior es una descripcién completa de la realizacion preferida como se describe en esta memoria, es
posible usar diversas alternativas, modificaciones y equivalentes. Por lo tanto, el alcance de la presente invencion
deberia determinarse no con referencia a la descripcidon anterior, sino que deberia, en cambio, determinarse con
referencia a las reivindicaciones adjuntas, junto con su alcance completo de equivalentes. Cualquier caracteristica,
ya sea preferida o no, se puede combinar con cualquier otra caracteristica, ya sea preferida o no. Las
reivindicaciones adjuntas no deben interpretarse como que incluyen limitaciones de medios mas funcién, a menos
que dicha limitacion se narre explicitamente en una reivindicacion dada usando la frase “medios para”. Debe
entenderse que tal como se usa en la descripcion en esta memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen, el
significado de “un”, “una” y “el/la” incluye una referencia al plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. También, como se usa en la descripcion en esta memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen,
los significados de “en” incluyen “en” y “sobre” a no ser que el contexto indique expresamente lo contrario.
Finalmente, tal como se usa en la descripcién de esta memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen, los
significados de “y” y “0” incluyen tanto el conjuntivo como el disyuntivo y pueden usarse indistintamente a menos que

el contexto indique expresamente lo contrario. Por lo tanto, en contextos donde se usan los términos “y” o “0”, el uso
de dichas conjunciones no excluye un significado “y/0” a menos que el contexto indique expresamente lo contrario.
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REIVINDICACIONES

1. Una ADN ligasa de extremos romos termoestable que comprende una proteina de fusién que comprende,
en orden N-terminal a C-terminal, una secuencia lider que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4,
una proteina de unién a ADN, una secuencia de aminoacidos flexible rica en glicina, y una ADN ligasa, en donde
dicha ADN ligasa de extremos romos termoestable es adecuada para usar en una reaccion de ligacion de ADN de
extremos romos realizada a 60°C o mas.

2. La ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1, que comprende una ADN ligasa T4
con una fusion N-terminal de p50.

3. La ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de aminoacidos que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, y SEQ ID NO: 19.

4. Un método para unir ADN de extremos romos a una temperatura de 60°C o mas, que comprende unir ADN
de extremos romos usando una ADN ligasa de extremos romos termoestable adecuada para usar en una reaccion
de ligacion de extremos romos realizada a 60°C o mas, en donde dicha ADN ligasa de extremos romos termoestable
comprende una ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1.

5. Un articulo de fabricacion, que comprende una ADN ligasa de extremos romos termoestable adecuada para
usar en una reaccion de ligacién de ADN de extremos romos realizada a 60°C o mas y un recipiente, en donde dicha
ADN ligasa de extremos romos termoestable comprende una ADN ligasa de extremos romos termoestable de la
reivindicacion 1.

6. El articulo de fabricacion de la reivindicaciéon 5, que comprende ademas un tampén.

7. Un dispositivo para analizar una muestra que contiene ADN, en donde el dispositivo comprende una ADN
ligasa de extremos romos termoestable adecuada para usar en una reaccion de ligaciéon de ADN de extremos romos
realizada a 60°C o mas, en donde dicha ADN ligasa de extremos romos termoestable se selecciona de una ADN
ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1.

8. El método de la reivindicacion 4, en donde dicha ADN ligasa de estremos romos termoestable es adecuada
para usar en una reaccion de ligacion de ADN de extremos romos realizada a 75°C, y dicha ligacion se realiza a
75°C.

9. La ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1, en donde dicha ADN ligasa de
extremos romos termoestable es capaz de producir concatameros tras multiples eventos de ligacién en una reaccion
de ligacion de ADN de extremos romos realizada a 60°C o mas.

10. La ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1, en donde dicha ADN ligasa de
extremos romos termoestable es adecuada para usar en un esquema de amplificacién de acido nucleico que
funciona a una temperatura uniforma de 60°C o mas.

11. La ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina de fusion
comprende un componente seleccionado de un enlazador peptidico, una adiciéon N-terminal, una adicién C-terminal,
un péptido marcador, un D-aminoacido, un péptido mimético, un azucar y un polimero.

12. La ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1, en donde dicha secuencia de
aminoacidos flexible rica en glicina comprende SEQ ID NO: 5.

13. Un método para unir acidos nucleicos de extremos romos a una temperatura elevada, que comprende usar
una ligasa de acido nucleico de extremos romos termoestable de la reivindicacion 3 a una temperatura de 60°C o
mas.

14. Un dispositivo para analizar una muestra que contiene acidos nucleicos, en donde el dispositivo comprende
una ADN ligasa de extremos romos termoestable de la reivindicacion 1.

15. El dispositivo de la reivindicacién 14, en donde dicha ligasa de extremos romos termoestable comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, y SEQ ID NO: 19.
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EE0139 | /5Phos/ARTTCTCTT TAAATAAACCCAAGGTCTCAGATTTCATGCAGATTGTGTC (SEQ ID NO: 20)

EE0140 | /5Phos/GACACAATC TECATGARATCTGAGACCTTGOETTTAT TTARAGAGAATT (SEQ ID NO: 21)

Pogillo T~ Ligasa ‘1 Molde

1iEstandar il

Conc Ligasa Temp

ROPUR [Tth-psd |FEIO/EEMO
TROPS ThpsD  {EELI/ECHO M

.2;1&9?’?‘1 ¥ih Ligasa EREMYER 140 Teamt Fi

JRUPTL Tth Ligasa  |ECIIS/EEIA0 eSS
AROPTS (¥4 Ligasa P {EELI/EELA0 M | TS
REOPFS AL Pl 140 Tt Fo o

Reaccién de ligacion = 30 min @ 75°C

<—Molde de 49 pb

Fig. 1
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