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Método_para la replicaciéon, amplificacion o secuenciacién_de un_ADN
molde.

La presente invenciébn se encuadra dentro del campo de la biotecnologia.
Especificamente, se refiere a un método para llevar a cabo la replicacion, la
amplificacion o la secuenciacion de un acido desoxirribonucleico con una ADN

polimerasa del tipo ¢$29 y a un kit para llevar a cabo dicho método.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La Unica enzima requerida por el bacteriéfago ¢29 para replicar su genoma es
su ADN polimerasa, una proteina monomérica de 66 KDa, capaz de catalizar
tanto la iniciacion de la replicacién como la elongacion de la cadena sintetizada.
Para la iniciacion, esta polimerasa se une a una proteina denominada
“terminal” (TP), reconoce el extremo del ADN de $29 y cataliza la formacion de
un complejo covalente TP-dAMP. Tras la polimerizacion de 10 nucledtidos, se
disocia el heterodimero ADN polimerasa/TP y se lleva a cabo la elongacion de

la cadena naciente de ADN.

Las ADN polimerasas replicativas requieren la interaccidn con proteinas
accesorias que estabilizan la unién entre la enzima y el ADN (Kuriyan y
O'Donnell. J Mol Biol. 1993; 234: 915-925). Por otro lado, dichas ADN
polimerasas necesitan acoplar la polimerizacion al desplazamiento de la
cadena de ADN que no estd siendo copiada, para lo cual requieren su
asociacidon funcional a proteinas tipo helicasa. En este sentido, la ADN
polimerasa del bacteridfago $29 presenta varias caracteristicas funcionales

intrinsecasque la hacen Unica:

a) Elevada procesividad (definida como el nimero de nucledtidos

incorporados por evento de unidn).

b) Alta capacidad de desplazamiento de cadena, lo que le permite replicar
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el genoma de dicho bacteriofago en ausencia de proteinas accesorias tipo
helicasa. Estas dos caracteristicas, procesividad y desplazamiento de cadena
permiten que la ADN polimerasa de ¢$29 sea capaz de sintetizar cadenas de
ADN de mas de 70 kb de longitud (Blanco et al. J Biol Chem. 1989; 264: 8935-
8940).

C) Alta fidelidad en la insercién de nucledtidos en la nueva cadena (Esteban
et al. J Biol Chem. 19983; 268: 2713-2726).

Todas estas caracteristicas han conducido al desarrollo de una gran variedad
de protocolos de procesos isotérmicos (a temperatura constante) para la
amplificacion de ADN de doble cadena (ADNbc), basados en el uso de esta
polimerasa. En una configuracion simple, la capacidad de la ADN polimerasa
de ¢29 para usar ADN de cadena sencilla (ADNmc) circular permite una
amplificacion de ADN por el método del circulo rodante (o, RCA de las siglas en
inglés de rolling-circle amplification), originando molécuias de ADNmc de gran
longitud y que contienen mas de 10 copias del molde circular (Blanco et al. J
Biol Chem. 1989; 264: 8935-8940; US5001050, US5198543 y US5576204). En
el procedimiento de amplificacion de ADNbc desarrollado por Amersham
Biosciences / Molecular Staging (Dean et al. Genome Res. 2001; 11: 1095-
1099; Dean et al. Proc Natt Acad Sci USA. 2002; 99: 5261-5266), la
combinacién del uso de la ADN polimerasa de $29 con el de hexameros {hexa-
nucledtidos) cebadores de secuencias al azar, permiten obtener factores de
amplificacién de 10*-10° partiendo de picogramos de ADN plasmidico circular
[Templiphi™ de GE Healthcare] o de 10 nanogramos de ADN gendmico
[Genomiphi™ de GE Healthcare y Repli-G® de Qiagen]. Los productos
originados son de alta calidad y pueden digerirse o ser secuenciados
directamente sin necesidad de purificacion previa, habiéndose demostrado que
la ADN polimerasa de $29 es la enzima mas robusta para este fin. El tampon
habitual para llevar a cabo las reacciones de amplificacion con la ADN
polimerasa de ¢29 contiene Tris-HCI (pH 7,5) mas distintas concentraciones
(en el orden milimoiar) de NaCl o KCl y MgCl, (US20030207267). Sin embargo,
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a pesar de la bondad de estos protocoios en situaciones muy diversas, es una
necesidad creciente el desarrollar otros que permitan partir de cantidades
menores de ADN.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para llevar a cabo la replicacion,
la amplificacion o la secuenciacién de un acido desoxirribonucleico con una

ADN polimerasa del tipo 629 y a un kit para llevar a cabo dicho método.

La ADN polimerasa del fago ¢29 presenta varias caracteristicas de gran interés
para la amplificacibn de ADN como son: una elevada procesividad sin
necesidad del concurso de ninguna proteina accesoria y una alta capacidad de
desplazamiento de cadena que le permiten replicar el genoma de dicho
bacteriéfago en un solo evento de unidn al ADN, asi como una alta fidelidad en
la insercion de nucledtidos en la nueva cadena. Estas caracteristicas han
conducido al desarrollo de una gran variedad de protocolos para la
amplificacion isotérmica de ADN, basados en el uso de esta polimerasa que
permiten la obtencién de productos de alta calidad que pueden digerirse o ser
secuenciados directamente sin necesidad de purificacién previa. Sin embargo,
existe una necesidad de protocolos que permitan la amplificacion de ADN a
partir de cantidades menores del mismo. La presente invencidon responde a
esta necesidad mediante el desarrollo de un método de amplificaciéon de ADN

que mejora significativamente la especificidad y el rendimiento de la reaccion.

En los ejemplos de esta patenite se muestra que la adicién simultanea de
monolaurato de sorbitan polioxietilenado (Tween® 20) y una sal de amonio al
tampdn usado habitualmente para la amplificacidon con la ADN polimerasa de
$29, por un lado, evita la amplificacion inespecifica de ADN vy, por otro, permite
la amplificacién detectable y especifica a partir de cantidades limite de 0,1
femtogramos (fg) de ADN plasmidico y 10 fg de ADN gendmico como molde.
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Un primer aspecto de la presente invencidon se refiere a un método de
replicacion, amplificacién o secuenciacion de un ADN molde que comprende
poner en contacto dicho ADN con una mezcla de reaccion que comprende, al
menos:

a) una ADN polimerasa del tipo $29,

b) monolaurato de sorbitan polioxietilenado,
c) una sal de amonio,

d) un tampdn,

e) cloruro magnésico,

f) un cebador, y

a) nucledsidos trifosfato.

Una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, se refiere a un
método de replicacién, ampilificacién o secuenciacion de un ADN molde que
comprende poner en contacto dicho ADN con una mezcla de reaccion gque
comprende los elementos (a)-(g) mencionados anteriormente y que ademas
comprende una sal de potasio. Preferiblemente, dicha sal de potasio es cloruro

potasico o acetafo potasico.

El término “ADN polimerasa”, tal y como se utiliza en la presente descripcion,
se refiere a una enzima capaz de catalizar la polimerizacion de
desoxinucletsidos trifosfato. Generalmente, la enzima inicia la sintesis en el
extremo 3" de un cebador hibridado con una secuencia de ADN molde, y
procede en direccion al extremo 5° de la hebra del ADN moide.

El término “ADN polimerasa del tipo $29”, tal y como se utiliza en la presente
invencién, se refiere a cualquier ADN polimerasa que contiene subdominios
TPR1 y TPR2 en su dominio de polimerizacién, que proporcionan a la
polimerasa ta capacidad de acoplar la polimerizacién procesiva al
desplazamiento de cadena. Ejemplos de ADN polimerasas del tipo ¢629 que

pueden ser empleadas en la presente invencion se seleccionan de la lista que

(0
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comprende las ADN polimerasas aisladas de los siguientes fagos: ¢29, Cp-1,
PRD-1, $15, ¢21, PZE, PZA, Nf, M2Y, B103, GA-1, SF5, Cp-5, Cp-7, PR4,
PRS5, PR722, L17 o Acidianus Bottle-shaped virus (ABV).

En una realizacién preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de [a invencion, la ADN polimerasa del tipo ¢29 se selecciona de
entre las ADN polimerasas aisladas de los siguientes fagos: ¢29, Cp-1, PRD-1,
615, ¢21, PZE, PZA, Nf, M2Y, B103, GA-1, SF5, Cp-5, Cp-7, PR4, PRS5,
PR722, L17 o Acidianus Bottle-shaped virus (ABV).

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacién o
secuenciacion de la invencién, la ADN polimerasa del tipo $29 tiene una
secuencia aminoacidica que presenta una identidad de, al menos, el 80% con
la SEQ ID NO: 1. En una realizacién mas preferida, la ADN polimerasa del tipo
$29 tiene una secuencia aminoacidica que presenta una identidad de, al
menos, el 90% con la SEQ ID NO: 1. En una realizacion ain mas preferida, la

ADN polimerasa del tipo $29 tiene la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

El dominic exonucleasa de las ADN polimerasas del tipo ¢$29 es conocido y
puede ser modificado para reducir ia actividad exonucleasa reteniendo una alta
procesividad y capacidad de desplazamiento de cadena. Estas ADN
polimerasas modificadas son especialmente (tiles para secuenciar moléculas
largas.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencidn, la ADN polimerasa del tipo $29 presenta una
modificacion en el dominio exonucleasa, donde dicha ADN polimerasa
modificada tiene menos del 10 % de actividad exonucleasa que la
correspondiente ADN polimerasa de origen natural o “wild type”. En una
realizacion mas preferida, la ADN polimerasa del tipo ¢29 modificada tiene
menos del 1 % de actividad exonucleasa que la correspondiente ADN

polimerasa de origen natural. En una realizacién aiun mas preferida, la ADN
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polimerasa del tipo ¢$29 modificada carece de actividad exonucleasa detectable

con respecto a la correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencién, la ADN polimerasa del tipo ¢29 (natural o
modificada en el dominio exonucleasa) esta a una concentracion de entre 5 nM
Yy 75 nM. En una realizacion mas preferida, la ADN polimerasa del tipo $29
(natural o modificada en el dominio exonucleasa) esta a una concentracién de
entre 25 nM y 60 nM. En una realizacién alin mas preferida, la ADN polimerasa
del tipo ¢29 (natural o modificada en el dominio exonucleasa) esta a una

concentracion de aproximadamente 50 nM.

En una realizacién preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monoclaurato de sorbitan polioxietilenado
(Tween® 20) esta a una concentracién de entre el 0,003% y el 0,1% del
volumen total de la reaccion. En una realizacion mas preferida, el monolaurato
de sorbitan polioxietilenado esta en una proporcion de entre el 0,006% y el
0,05% del volumen total de la reaccion. En una realizacién ain mas preferida,
el monolaurato de sorbitan polioxietilenado esta en una proporcion de entre el
0,01% vy el 0,03% del volumen total de la reaccion. En una realizacion aun mas
preferida, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado esta en una proporcion de
aproximadamente 0,025% del volumen total de la reacciéon. Por “volumen total
de la reaccion”, se entiende el volumen resultante tras la adicion del ADN

molde a la mezcla.de reaccién.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, la sal de amonio se selecciona de la lista que

comprende: sulfato de amonio, cloruro de amonio o acetato de amonio.

En una realizacion preferida del método de replicacién, amplificacion o
secuenciacidn de la invencion, la sal de amonio es sulfato de amonio. En una

realizacion mas preferida, el sulfato de amonio estd a una concentracién de
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entre 30 mM y 60 mM. En una realizacion ain mas preferida, el sulfato de
amonio esta a una concentracion de entre 40 mM y 50 mM. En una realizacion
aun mas preferida, el sulfato de amonio estd a una concentracion de
aproximadamente 45 mM.

En una realizacion preferida del método de replicacidn, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, la sal de amonio es cloruro de amonio. En una
realizacidn mas preferida, el cloruro de amonio estd a una concentracion de
entre 60 mM y 120 mM. En una realizacion aun mas preferida, el cloruro de
amonio esta a una concentracion de entre 80 mM y 100 mM. En una
realizacién aun mas preferida, el cloruro de amonio estd a una concentracion

de aproximadamente 30 mM.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, la sal de amonio es acetato de amonio. En una
realizacion mas preferida, el acetato de amonio esta a una concentracién de
entre 60 mM y 120 mM. En una realizacién ain més preferida, el acetato de
amonio esta a una concentracion de entre 80 mM y 100 mM. En una
realizacidn aun mas preferida, el acetato de amonio esta a una concentracion

de aproximadamente 80 mM.

En una realizacion preferida del método de replicacion, ampiificacién o
secuenciacion de la invencion, el tampén esta a un pH de entre 7,0 y 8,5. En
una realizacién mas preferida, el tampén esta a un pH de entre 7,2 y 8. En una
realizacion aun més preferida, el tampén estd a un pH de aproximadamente
7,5.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el tampon es Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o
HEPES. En una realizacion mas preferida del método de replicacion,
amplificacidn o secuenciaciéon de la invencién, el tampoén Tris-Clorhidrico, Tris-

Acético o HEPES esta a un pH de entre 7,0 y 8,5. En una realizacién ain mas
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preferida, el tampén Tris-Clorhidrico, Tris-Acético 0 HEPES esta a un pH de
entre 7,2 y 8. En una realizaciéon atn mas preferida, el tampdn Tris-Clorhidrico,
Tris-Aceético o HEPES esta a un pH de aproximadamente 7,5.

En una realizacion preferida de este aspecto del método de replicacion,
amplificacion o secuenciaciéon de la invencion, el tampdn Tris-Clorhidrico, Tris-
Acetico o HEPES esta a una concentraciéon de entre 25 mM y 50 mM. En una
realizacion mas preferida, el tampon Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES
estd a una concentracién de entre 30 mM y 45 mM. En una realizacion adn
mas preferida, el tampdn Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES esta a una

concentracion de aproximadamente 40 mM.

En una realizacién preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el cloruro potasico o el acetato potasico esta a
una concentracion de entre 30 mM y 70 mM. En una realizacion mas preferida,
el cloruro potasico o el acetato potasico estad a una concentracion de entre 40
mM y 60 mM. En una realizacion aun mas preferida, el cloruro potasico o el

acetato potasico estd a una concentracién de aproximadamente 50 mM.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacién de la invencion, el cloruro magnésico estd a una concentracion
de entre 2 mM y 20 mM. En una realizacion mas preferida, el cloruro
magnésico esta a una concentracién de entre 5 mM y 15 mM. En una
realizaciébn adun mas preferida, el cloruro magnésico estd aproximadamente a
10 mM.

En una realizacién preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado se
encuentra en una proporcion de entre el 0,01% y el 0,03% del volumen total, el
sulfato de amonio se encuentra a una concentracion de entre 40 mM y 50 mM,
el tampén Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una
concentracion de entre 30 mM y 45 mM y a un pH de entre 7,2 y 8,0, el cloruro
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magnésico esta a una concentracion entre 5 mM y 15 mM y el cloruro potéasico

0 el acetato potéasico se encuentra a una concentracion de entre 40 y 60 mM.

En una realizacién preferida del método de replicaciéon, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilienado se
encuentra en una concentracién del 0,025% del volumen total, el sulfato de
amonio se encuentra a una concentracion de 45 mM, el tampon Tris-
Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una concentracion de 40 mM
y a un pH de 7,5, el cloruro magnésico esta a una concentracion de 10 mM vy el
cloruro potésico o el acetato potasico se encuentra a una concentracién de 50
mM.

En una realizaciéon preferida del método de replicacién, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado se
encuentra en una proporcién de entre el 0,01% vy el 0,03% del volumen total, el
cloruro de amonio se encuentra a una concentracién de entre 80 mM y 100
mM, el tampoén Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una
concentracion de entre 30 mM y 45 mM y a un pH de entre 7,2 vy 8,0, el cloruro
magnésico estd a una concentracion de entre 5 mM y 15 mM vy el cloruro
potasico o el acetato potasico se encuentra a una concentracion de entre 40 y
60 mM.

En una realizacion méas preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencién; el monolaurato de sorbitan polioxietilienado se
encuentra en una concentracion del 0,025% del volumen total, el cloruro de
amonio se encuentra a una concentracion de 90 mM, el tampon Tris-
Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una concentracion de 40 mM
y a un pH de 7,5, el clorure magnésico esta a una concentracién de 10 mM y el
cloruro potasico o el acetato potasico se encuentra a una concentracion de 50
mM.

/9



10

15

20

25

30

WO 2011/000998 PCT/ES2010/070456

10
En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacién o
secuenciacion de la invencion, el monolaurato de sorbitan polioxietilenado se
encuentra en una proporcion de entre el 0,01% vy el 0,03% del volumen total, el
acetato de amonio se encuentra a una concentracién de entre 80 mM y 100
mM, el tampoén Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una
concentracion de entre 30 mM y 45 mM y a un pH de entre 7,2 y 8,0, el cloruro
magnésico estd a una concentracion de entre 5 mM y 15 mM vy el cloruro

potasico o el acetato potasico se encuentra a una concentracion de entre 40 y
60 mM.

En una mas realizacién preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacién de la invencién, el monolaurato de sorbitdn polioxietilenado se
encuentra en una concentracion del 0,025% del volumen total, el acetato de
amonio se encuentra a una concentracion de 90 mM, el tampdn Tris-
Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES se encuentra a una concentracién de 40 mM
y a un pH de 7,5, el cloruro magnésico esta a una concentracion de 10 mM y el
cloruro potasico o el acetato potasico se encuentra a una concentracion de 50
m.

El término “replicacion’, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a la sintesis de un ADN complementario a partir de un ADN molde.

El término “amplificacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere al aumento del nimero de copias de un ADN molde.

El término “secuenciacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a la determinacion del orden de los nucieétidos de un ADN molde.

Por “poner en contacto” se entiende que el ADN molde y la mezcla de reaccion

se incuban en condiciones de extension del cebador.,
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El término “cebador”, como se utiliza aqui, se refiere a un oligonucleétido capaz
de actuar como punto de inicio de la sintesis de ADN cuando se encuentra en
condiciones de extensidn del cebador. Preferiblemente, el cebador es un
oligonuclettido de desoxirribosa.

Los cebadores pueden prepararse mediante cualquier método adecuado,
incluyendo, por ejemplo, pero sin limitarse, a la sintesis quimica directa. Los
cebadores pueden disefiarse para hibridar con secuencias especificas de
deoxinucledtidos en el ADN molde (cebadores especificos) o pueden ser

sintetizados al azar (cebadores arbitrarios).

El término “cebador especifico”, tal y como se utiliza en la presente descripcién,
se refiere a un cebador cuya secuencia es complementaria a una secuencia

especifica de deoxinucledtidos en el ADN molde que se quiere amplificar.

Por “complementaria” se entiende que el cebador puede hibridar con una
region del ADN molde de forma que puede actuar como punto de inicio de la
sintesis de ADN cuando se encuentra en condiciones de extension del
cebador. Preferentemente, esa region tiene una complementariedad del 100 %
con una regién del ADN molde. Esto es, cada nucledtido en la region de
complementariedad con el cebador puede formar enlaces de hidrégeno con un
nucledtido presente en el molde de hebra sencilla. Sin embargo, aquelios con
una experiencia normal en el campo reconoceran que cebadores que posean
una region con complementariedad menor al 100 % respecto al ADN molde
funcionaran para llevar a cabo el método de replicacion, amplificacion o

secuenciacidon de la presente invencion.

El termino “cebador arbitrario” se refiere a un cebador cuya secuencia es
sintetizada al azar y que se usa para iniciar la sintesis del ADN en posiciones
aleatorias del ADN molde. Por lo general, en el método de replicacion,
amplificacibn o secuenciacion de la presente invencion se emplea una
poblacion de cebadores arbitrarios. El término “cebadores amitrarios” se refiere

ta
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a un conjunto de cebadores con una secuencia aleatoria y que se usan para
iniciar la sintesis del ADN en posiciones aleatorias del ADN molde.
En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacién o

secuenciacion de la invencion, el cebador es especifico.

En otra realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el cebador es arbitrario. Preferiblemente, el
cebador arbitrario esta protegido frente a la accion de exonucleasas 3°-5°. Y
més preferiblemente, el cebador arbitrario es un oligonucledtido de 6
nucledtidos, “hexanucledtido” o "hexamero” protegido frente a ia accién de

exonucleasas 3°-5".

La expresion “protegido frente a la accion de exonucleasas”, tal y como se
utiliza en la presente descripcion, se refiere a un cebador modificado de forma
que es resistente a la degradacion nucleolitica por cualquier actividad
exonucleasa 3°-5" presente en la ADN polimerasa.

En el método de replicacién, amplificacion o secuenciacion de la invencion,
puede emplearse mas de un cebador, pudiendo emplearse cebadores

especificos y/o arbitrarios.

En una realizacion preferida del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, el cebador esta a una concentracion de entre 2
uM y 100 uM. En una realizacion mas preferida, el cebador estd a una
concentracion de entre 20 uM y 80 uM. En una realizacion ain mas preferida,
el cebador estd a una concentracion de entre 40 y 60 pM. En una realizaciéon
aun mas preferida, el cebador estan a una concentracién de aproximadamente
50 uM.

El término “nucleodsidos trifosfato”, tal y como se utiliza en la presente
descripcion se refiere a moléculas organicas formadas por la unién covalente

de una pentosa, una base nitrogenada y tres grupos fosfato.
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El término nucledsidos trifosfato incluye desoxinucledsidos trifosfato (dNTPs)
como, por ejemplo, pero sin limitarse, dATP, dCTP, dITP, dUTP, dGTP, dTTP,
o derivados de los mismos. Preferiblemente, los desoxinucledsidos trifosfato
son dATP, dTTP, dGTP y dCTP. Aun mas preferiblemente, estos cuatro dNTPs
estan en condiciones equimolares. En una realizacion preferida de este
aspecto de la invencidén, los desoxinucletsidos trifosfato estdn a una
concentracion de entre 100 uM y 800 uM. En una realizacion mas preferida, los
desoxinucledsidos trifosfato estan a una concentracion de entre 200 uM y 600
pM. En una realizacién ain mas preferida, los desoxinucledsidos trifosfato

estan a una concentracion de aproximadamente 500 uM.

Ei término nucledsidos trifosfato también incluye didesoxinucledsidos trifosfato
(ddNTPs) como, por ejemplo, pero sin limitarse, ddATP, ddCTP, ddiTP, ddUTP,
ddGTP, ddTTP, o derivados de los mismos.

En algunas realizaciones preferidas del método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la invencion, al menos, un nucleosido trifosfato o un cebador
esta marcado mediante técnicas bien conocidas en el estado de la técnica. El
nucledtido marcado puede ser, por ejemplo, un desoxinucledsido trifosfato o un
didesoxinucledsido trifosfato. Etiquetas detectables incluyen, por ejemplo,
isotopos radiactivos, etiquetas fluorescentes, etiquetas quimioluminiscentes,

etiquetas bioluminiscentes o etiquetas enzimaticas.

El termino “ADN molde”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a una molécula de ADN que puede servir como sustrato para la sintesis
de una cadena de ADN complementaria; es decir, se refiere a una molécula de
ADN que va a ser replicada, amplificada o secuenciada. En una realizacion
preferida el ADN molde es ADN plasmidico. En otra realizacion preferida, el
ADN molde es ADN genémico.

La replicacion, la amplificacion o la secuenciacion del ADN molde se lleva a

cabo en condiciones de extension de cebador. La expresion “condiciones de
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extension de cebador” hace referencia a las condiciones en que puede tener

lugar la sintesis dependiente de ADN molde iniciada en un cebador.

La sintesis de un ADN molde seguin el método de replicacion, amplificacion o
secuenciacion de la presente invencidn puede tener lugar mediante un proceso

de ciclado térmico o a una temperatura esencialmente constante.

Por “condiciones isotérmicas” se entiende temperatura esencialmente
constante. Preferiblemente, la sintesis del ADN molde segun el método de
replicacion, amplificacion o secuenciacion de la presente invencién tiene lugar
a una temperatura esencialmente constante. Mas preferiblemente, a una
temperatura esencialmente constante de entre 25 y 40 °C, y ain mas

preferiblemente, de aproximadamente 30°C.

Son conocidos en el estado de la técnica un amplio nimero de métodos que
permiten la amplificacion de ADN. Algunos métodos requieren un proceso de
ciclado térmico como, por ejemplo, pero sin limitarse, la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Otros métodos no requieren un proceso de ciclado
térmico, sino que se realizan a una temperatura esencialmente constante
como, por ejemplo, pero sin limitarse, la amplificacién por circulo rodante
(RCA), la amplificacion de desplazamiento mdltiple (MDA), la amplificacion por
desplazamiento de cadena (SDA) o la amplificacion mediante lazo (LAMP). La
amplificacion de un ADN moilde segin el método de la presente invencion
puede tener lugar mediante un proceso de ciclado térmico o a una temperatura
esencialmente constante.

Preferiblemente, la amplificacion del ADN molde segin el método de
amplificacion de la presente invencion tiene lugar mediante amplificacion por
circulo rodante (RCA), mediante amplificaciéon de desplazamiento miltiple
(MDA), amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA) o amplificacion
mediante lazo (LAMPA).

20
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Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un kit o dispositivo que
comprende elementos apropiados para llevar a cabo el método de replicacion,

amplificacion o secuenciacién de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para llevar a cabo el
método de replicacion, amplificacién o secuenciacion de la presente invencion
que comprende:

a) una ADN polimerasa del tipo $29,

b) monolaurato de sorbitan polioxietilenado,
c) una sal de amonio,

d) un tampon, y

e) cloruro magnésico.

Preferiblemente, dicha sal de amonio se selecciona de la lista que comprende:

sulfato de amonio, cloruro de amonio o acetato de amonio.

En una realizacién preferida de este aspecto de Ia invencion, el kit comprende
ademas una sal de potasio. Preferiblemente, dicha sal de potasio es cloruro
potasico o acetato potasico.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el kit comprende
ademas un cebador. En una realizacion mas preferida, el cebador es un

cebador arbitrario que esta protegido frente a la accién de exonucleasas 3°-5".

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el kit comprende
ademas nucleosidos trifosfato. Por ejemplo, en una realizacién mas preferida
de este aspecto de la invencion, el kit comprende ademas desoxinucledsidos

trifosfato y/o un didesoxinucieosido trifosfato.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el kit comprende,

al menos, un nucleodsido trifosfato o un cebador marcado. El nucledsido
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marcado puede ser, por ejemplo, un desoxinucledsido trifosfato o un
didesoxinucleésido trifosfato.

El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de limitacién, tampones, agentes
para prevenir la contaminacién, etc. Por otro lado, el kit puede incluir todos los
soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimizacion.
Preferiblemente, el kit comprende ademas las instrucciones para llevar a cabo

el método de la invencion.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcién vy
en parte de la préactica de la invencién. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra el efecto del Tween® 20 y del (NH4),S0, en la capacidad de
amplificacion de la ADN polimerasa de ¢$29. El ensayo se llevé a cabo como se
describe en el texto principal, en presencia de las cantidades indicadas de ADN
plasmidico (4,2 kpb). Después de incubar a 30°C durante 5 h, las reacciones se
analizaron como se describe en el texto principal. A la izquierda, los fragmentos
de ADN lineales obtenidos después de digestién del ADN de $29 con Hindlll,

usados como marcadores de longitud del ADN.

Figura 2. Muestra la amplificacion de distintas cantidades de ADN plasmidico
(en el orden de femtogramos) por la ADN polimerasa de $29 en presencia de
Tween® 20 y (NH4),SQ4. El ensayo se llevé a cabo como se describe en el
texto principal, en presencia de Tween® 20 al 0,025% y de (NH4),SO, 45 mM.
Los marcadores de longitud del ADN son iguales a los usados en la Figura 1.
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Figura 3. Muestra el efecto del idn NH," en la capacidad de amplificacién de la
ADN polimerasa de ¢29. El ensayo se llevd a cabo como se describe en el
texto principal, en presencia de Tween® 20 al 0,025% y de la sal de amonio
indicada asi como de las cantidades indicadas de ADN plasmidico (4,2 kpb).
Después de incubar a 30°C durante 6 h, las reacciones se analizaron como se
describe en el texto principal. Los marcadores de longitud del ADN son iguales
a los usados en la Figura 1.

Figura 4. Muestra la amplificacion de distintas cantidades de ADN genémico de
Baciflus subtilis por la ADN polimerasa de $29 en presencia de Tween® 20 y
(NH4),SQ,. El ensayo se llevé a cabo como se describe en el texto principal, en
presencia de Tween® 20 al 0,025% y de (NH4),80, 45 mM. Los marcadores de
longitud del ADN son iguales a los usados en la Figura 1.

Figura 5. Muestra la notable mejora que representa el afiadir Tween® 20 al
0,025% y (NH4).S04 45 mM al actual tampén de reaccién de un kit comercial
para la amplificacién de ADN basado en la ADN polimerasa de 229 (lllustra kit
de General Electrics HealthCare). El ensayo se llevd a cabo como se describe
en el texto principal. Los marcadores de longitud del ADN son iguales a los
usados en ia Figura 1.

EJEMPLOS. Optimizacién de las condiciones experimentales para llevar a
cabo la amplificacion de ADN con cebado muiltiple por la ADN polimerasa
de ¢29.

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento
de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos
ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto,
los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencién sin limitar el campo de

aplicacién de 1a misma.
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Se ha mostrado que la ADN polimerasa de ¢29 realiza una amplificacion de
10*-10° veces partiendo de varios picogramos de ADN circular. Para este fin se
empled un tampoén de reaccion que contiene Tris-HCI 40 mM, pH 7,5, KCI 50
mM y MgClz 10 mM (en lo sucesivo Tampon A). Después de probar la
influencia de diferentes condiciones de detergentes y sales en la capacidad de
amplificacion de ADN de la ADN polimerasa de ¢29, encontramos que la
adicion simultanea de Tween® 20 al 0,025% v (NH4)2S04 45 mM al Tampén A

mejora mucho la amplificaciéon de cantidades limitadas de ADN aportado.

Condiciones de la reaccion de amplificacion de ADN plasmidico.- La mezcla de
incubacion contenia en 12,5 pl de tampén A, 50 uM de hexameros protegidos
contra la accion de la exonucleasa 3°-5°, 500 uM de cada uno de los
desoxinucleésidos trifosfato (dCTP, dGTP, dTTP y dATP), las cantidades
indicadas de un ADN plasmidico (con un ftamario de 4,2 kbp) y, donde se
indica, se adiciond (NH4>:SO4 45 mM o Tween® 20 al 0,025% o una
combinacion de ambos. La desnaturalizacién del ADN se Hlevé a cabo por
incubacién a 95 °C durante 3 minutos y posterior enfriamiento en hielo durante
5 min. La reaccion se inicié af afiadir ADN polimerasa de ¢29 50 nM y se
detuvo después de la incubacion a 30 °C mediante calentamiento a 65 °C
durante 10 min. Para el andlisis de los resultados, se tomaron muestras de 1 ul
de las reacciones, se digiri6 el ADN amplificado con la endonucleasa de
restriccion EcoRl y se sometio a electroforesis en geles de agarosa al 0,7 %. El

ADN se detecté mediante tincion de los geles con bromuro de etidio.

Condiciones de la reaccion de amplificacion de ADN genémico.- La mezcla de
incubacién contenia en 12,5 ul de tampén A, (NH4)>S04 45 mM, Tween® 20 al
0,025%, 50 uM de hexameros protegidos contra la accién de la exonucleasa
3-5°, 500 uM de cada uno de los desoxinucledsidos trifosfato (dCTP, dGTP,
dTTP y dATP) y las cantidades indicadas de ADN genémico de Bacillus subtilis
(con un tamafio de 4 Mpb). La desnaturalizacion del ADN se llevé a cabo por
incubacion a 95 °C durante 3 minutos y posterior enfriamiento en hielo durante

5 min. La reaccion se inici6 al afiadir ADN polimerasa de ¢29 50 nM y se

29
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detuvo despues de la incubacion a 30 °C mediante calentamiento a 65 °C
durante 10 min. Para el analisis de los resuftados, se tomaron muestras de 1 ul
de las reacciones y se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 0,7

%. EI ADN se detecté mediante tincién de los geles con bromuro de etidio.

La Figura 1 muestra el efecto de afiadir (NH4)2S04 45 mM y Tween® 20 al
0,025% en la amplificacion de cantidades pequefias de ADN plasmidico
aportado. Como se muestra, la ADN polimerasa de ¢29 no dio ningln producto
de amplificacién detectable con el Tampon A estandar cuando se usaron 100 fg
de ADN aportado. En estas condiciones de reaccion, la adicién de Tween® 20
al 0,025% en ausencia de ADN causé la aparicion de productos de ADN en
forma de rastro, lo mas probable como una consecuencia de la amplificacion
inespecifica de ADN causada por la hibridaciéon y elongacion de los cebadores
hexameros aleatorios. Se observé el mismo rastro con 10 fg de ADN aportado.
Sin embargo, en presencia de 100 fg de ADN aportado, la adicion de Tween®
20 al 0,025% permitid que la ADN polimerasa de ¢29 produjera una cantidad
detectable de plasmido amplificado. La produccién total de ADN amplificado,
especifico o inespecifico, indica que la adicién de Tween® 20 al 0,025% al
Tampoén A potencia la capacidad de amplificacion de la ADN polimerasa de
$29. Se observd un efecto similar con el detergente NP40. Por el contrario,
otros detergentes analizados como Triton X100 y Triton X114 no potenciaban la
capacidad de amplificacion de la ADN polimerasa de $29 (no se muestra). La
adicion simultanea de Tween® 20 al 0,025% y (NH4)2804 45 mM al tampdn A
tenia dos consecuencias en el rendimiento y la especificidad de los productos
amplificados: 1) no se detectdé amplificacion de ADN en ausencia de ADN
aportado; 2) se obtuvieron por amplificacion varios ng de ADN plasmidico de
unidad longitud, incluso cuando la cantidad de ADN aportado era tan baja como
10 fg. Como control, la adicion de (NH4),S04 45 mM al Tampén A no produjo

ninguna mejora en la capacidad de amplificacion de la ADN polimerasa de ¢29.

Por lo tanto, podemos concluir que la adicién simultanea de Tween® 20 al
0,025% y (NH4)2S04 45 mM al Tampén A (en lo sucesivo Tampon B) produce
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una clara optimizacion de las condiciones experimentales para llevar a cabo la
amplificacién con cebado multiple de ADN circular por la ADN polimerasa de
$29, siendo ambos reactivos absolutamente necesarios para amplificar
cantidades limitadas (10 fg) de ADN aportado. De hecho, como puede verse en
la Figura 2, el uso de Tampon B permiti a la ADN polimerasa de ¢29 sintetizar
microgramos de ADN usando una cantidad de plasmido aportado tan baja
como 0,1 fg (~24 moléculas) después de 6 horas de reaccion. Como control de
calidad, la digestion de los productos de amplificacion con EcoRI! generd
fragmentos de ADNbc lineales de 4,2 kb, gue indicaban que el producto de
amplificacién eran realmente repeticiones en tandem del plasmido original. De
nuevo, el Tampoén B también evité la amplificacion de ADN inespecifico (véase
en la Figura 2 las calles correspondientes a las reacciones llevadas a cabo sin
ADN aportado).

La Figura 3 muestra el efecto de los iones amonio y Tween® 20 al 0,025% en la
mejora en la ampiificacion de cantidades pequefias de ADN plasmidico. El
ensayo se llevd a cabo en las condiciones anteriormente comentadas en
presencia Tween® 20 al 0,025% y de la sal de amonio indicada. Como se
puede observar en la Figura 3 tanto el NH4Cl como el NH4sCH3;COO tuvieron un
efecto similar al (NH4)2.SQq4, tanto en el rendimiento como en la especificidad de
los productos amplificados. Este resultado indica que el efecto anteriormente
descrito del (NH4)2SO4 en la amplificacion de cantidades limitantes de ADN
plasmidico es debido a los iones NH,".

Para determinar si las condiciones optimizadas descritas antes también se
aplicaban a la amplificacion de ADN gendmico, se llevé a cabo el mismo tipo de
ensayos realizados en presencia de concentraciones limitadas de ADN
gendmico de B. subtilis (4 Mpb de longitud). Como se muestra en la Figura 4, la
presencia de Tween® 20 al 0,025% y (NH4)2S0,4 45 mM en el tampon B, por
una parte evitaba la amplificacion inespecifica de ADN (calles sin ADN
aportado), y por otra parte, permitia a la ADN polimerasa de ¢29 dar

amplificacién detectable y especifica del ADN gendmico incluso cuando se

26
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usaban 10 fg de ADN aportado, es decir, una cantidad 10° veces inferior a la

recomendada en los actuales kits de amplificacion genémica comerciales.

Para determinar si la adicién simultanea de Tween® 20 al 0,025% y (NH4)2SO4
45 mM incrementa la eficiencia de amplificacidn de los actuales Kits
comerciales para la amplificacion de ADN basado en la ADN polimerasa de
@29, se llevd a cabo el mismo tipo de ensayos de amplificacion de ADN
plasmidico descrito en las Figuras 1, 2 y 3. En la Figura 5 se muestra ia notable
mejora que representa el afiadir Tween® 20 al 0,025% y (NH4).SO4 45 mM al
actual tampon de reaccidn del kit lllustra (GE HealthCare). Como se puede
observar, siguiendo las recomendaciones del proveedor, con el kit illustra sélo
se puede amplificar de manera detectable en gel de agarosa cantidades de
plasmido aportado iguales o superiores a 10 pg. Por el contrario, la adicion
simultanea de Tween® 20 al 0,025% y (NH4)2SO4 45 mM al tampon de reaccion
del kit lllustra disminuye de manera notable la cantidad necesaria de ADN que
puede amplificarse, observandose productos de amplificacion desde 1 fg
aportado de ADN plasmidico, suponiendo una mejora de cuatro érdenes de

magnitud en la amplificacion.
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REIVINDICACIONES

1. Método de replicacion, amplificacion o secuenciacion de un ADN molde
que comprende poner en contacto dicho ADN con una mezcla de reaccion que

comprende, al menos:

a) una ADN polimerasa del tipo 29,

b) monolaurato de sorbitan polioxietilenado,
c) una sal de amonio,

d) un tampon,

e) cloruro magnésico,

f) un cebador, y

g) nucledsidos trifosfato.

2. Método segln la reivindicacion 1 donde la mezcla de reaccidon ademas

comprende una sal de potasio.

3. Método segun la reivindicacion 2 donde la sal de potasio es cloruro

potésico o acetato potésico.

4 Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde el
monolaurato de sorbitan polioxietilenado estd en una proporcion de entre el

0,003% vy el 0,1% del volumen total de la reaccion.

5. Método seguin la reivindicacion 4 donde el monolaurato de sorbitén
polioxietilenado esta en una proporcion de entre el 0,006% y el 0,05% del

volumen total de la reaccion.

6. Método segin la reivindicacion 5 donde el monolaurato de sorbitan
polioxietilenado esta en una proporcion de entre el 0,01% y el 0,03% del
volumen total de la reaccion.
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7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde la sal de
amonio se selecciona de la lista que comprende: sulfato de amonio, cloruro de

amonio o acetato de amonio.

8. Método segun la reivindicacién 7 donde ia sal de amonio es sulfato de
amonio.
9. Método segun la reivindicacion 8 donde el sulfato de amonio estd a una

concentracion de entre 30 mM y 60 mM.

10. Método segun [a reivindicacién 9 donde el sulfato de amonio esta a una

concentracion de entre 40 mM y 50 mM.

11.  Método segun la reivindicacién 7 donde la sal de amonio es cloruro de

amonio o acetato de amonio.

12.  Método segln la reivindicacion 11 donde el cloruro de amonio o el

acetato de amonio esta a una concentracion de entre 60 mM y 120 mM.

13. Método segun la reivindicacion 12 donde el cloruro de amonio o el

acetato de amonio esta a una concentracion de entre 80 mM y 100 mM.

14.  Método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 donde la ADN
polimerasa del tipo $29 se selecciona de entre las ADN polimerasas aisladas
de los siguientes fagos: $29, Cp-1, PRD-1, $15, 421, PZE, PZA, Nf, M2Y, B103,
GA-1, SF5, Cp-5, Cp-7, PR4, PR5, PR722, L17 0 ABV.

15. Método segun la reivindicacion 14 donde la ADN polimerasa del tipo $29
tiene una secuencia aminoacidica que presenta una identidad de, al menos, el
80% con la SEQ ID NO: 1.

2
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16.  Método segun la reivindicacion 15 donde la ADN polimerasa del tipo 629

tiene una secuencia aminoacidica que presenta una identidad de, al menos, el
90% con la SEQ ID NO: 1.

17.  Metodo segun la reivindicaciéon 16 donde la ADN polimerasa del tipo $29
tiene la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

18.  Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 donde la ADN
polimerasa del tipo $29 presenta una modificacion en el dominio exonucleasa y
donde dicha ADN polimerasa modificada tiene menos del 10 % de actividad
exonucleasa que la correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

19. Método segun la reivindicacion 18 donde la ADN polimerasa del tipo ¢29
modificada tiene menos del 1 % de actividad exonucleasa que la

correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

20. Meétodo segun la reivindicacion 19 donde la ADN polimerasa det tipo $29
modificada carece de actividad exonucleasa detectable con respecto a la
correspondiente ADN polimerasa de origen natural.

21. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 donde el tampon
es Tris-Clorhidrico, Tris-Acético o HEPES.

22. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 donde el tampon
esta a un pH de entre 7 y 8,5.

23. Metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22 donde el cloruro

magnésico esta a una concentraciton de entre 2 mM y 20 mM.

24. Método segun la reivindicacion 23 donde el cloruro magnésico esta a

una concentracion de entre 5 mM y 15 mM.
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25.  Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 24 donde el cloruro

potasico o el acetato potasico esta a una concentracion de entre 30 mM y 70
mM.

26. Método segun la reivindicacion 25 donde el cloruro potésico o el acetato
potasico esta a una concentracion de entre 40 mM y 60 mM.

27. Meétodo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 donde los
nucledsidos trifosfato son dCTP, dGTP, dTTP y dATP.

28. Método segin la reivindicacion 27 donde los nucledsidos trifosfato
dCTP, dGTP, dTTP y dATP se encuentran en cantidades equimolares.

29. Metodo segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 donde el

cebador es arbitrario y esté protegido contra la accion de exonucleasas.

30. Metodo seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 donde el ADN
molde es ADN plasmidico.

31. Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 donde el ADN
molde es ADN gendmico.

32. Metodo segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a 31 donde la
amplificacion se realiza a una temperatura esencialmente constante entre 25 y
40 °C.

33. Maétodo de amplificacion de un ADN molde segtin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 32 donde la amplificacion tiene lugar mediante
amplificacion por circulo rodante (RCA), amplificacion por desplazamiento
multiple (MDA), amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA) o
amplificaciobn mediante lazo (LAMPA).
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34. Meétodo seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 33 donde, al

menos, un nucledsido trifosfato o un cebador esta marcado.

35.  Kit para llevar a cabo un método segun las reivindicaciones 1 a 34 que

comprende:

a) una ADN polimerasa del tipo ¢$28,

b) monolaurato de sorbitan polioxietilenado,
c) una sal de amonio,

d) un tampoén, y

e) cloruro magnésico.

36. Kit segun la reivindicacion 35 que ademas comprende una sal de

potasio.

37.  Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 35 0 36 que ademas
comprende un cebador.

38. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37 que ademas

comprende el cebador segln la reivindicacion 29.

39. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 35 a 38 que ademas

comprende nucledsidos trifosfato.

40. Kit segun las reivindicaciones 37 a 39 donde, al menos, un nucledsido

trifosfato o un cebador esta marcado.

32
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RESUMEN

La presente invencidn se encuadra dentro del campo de la Biotecnologia.
Especificamente, se refiere a un método para Hevar a cabo la replicacién, la
amplificacién o la secuenciacion de un acido acido con un ADN polimeresa del tipo 029,
que comprende incubar dicha polimeresa en una mezcla de reaccion que comprenda
monolaurato de sorbitan polioxietilenado (Tween 20) a una concentracion del 0,003-
0,01%, junto con una sal amonio, ya sea sulfato de amenio 30-60 mM, ya cloruro de
amonio o acetato de amonio 60-120mM, entre otros componentes. Tan bien se incluye
un Kit para lievar a cabo dicho método.
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Metodo amplificacion de ADN polimerasa del fago phi29_ST25
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)

<120> Método para Ta replicacidn, amplificacidn o secuenciacidn de un
ADN molde.

<130> ES1641.386.2

<160> 1

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 572

<212> PRT

«213> Bacteriophage phi-29

<400> 1

Met Pro Arg Lys Met Tyr Ser Cys Asp Phe Glu Thr Thr Thr Lgs val
1 5 10 1

Glu Asp Cys ggg val Trp Ala Tyr Gly Tyr Met Asn Ile §8u ASp His
25

Ser Glu Tyr Lys Ile Gly Asn Sgr Leu Asp Glu Phe Mgt Ala Trp val
35 4 4

Leu L%s val GIn Ala Asp EEU Tyr Phe His Asn Leu Lys Phe Asp Gly
5 5 60

Ala Phe Ile I1e Asn Trp Leu Glu Arg Asn Gly Phe Lys Trp Ser Ala
65 70 75 80

Asp Gly Leu Pro gsn Thr Tyr Asn Thr gTe Ile Ser Arg Met G;y Gln
5 0 9

Trp Tyr Met Iie Asp Ile Cys Leu Gly Tyr Lys Gly Lys Arg Lys Ile
100 105 110

His Thr val Ile Tyr Asp Ser Leu Lys Lys Leu Pro Phe Pro val Lys
115 120 125

Lys Ile Ala Lys Asp Phe Lys Leu Thr val Leu Lys Gly Asp Ile Asp
130 135 140

Tyr His Lys Glu Arg Pro val Gly Tyr Lys Ile Thr Pro Glu Glu Tyr
145 150 155 160

Ala Tyr Ile Lys Asn Asp Ile GIn Ile Ile Ala Glu Arg Leu Leu Ile
165 170 175

Gln Phe Lys GIn Gly Leu Asp Arg Met Thr Ala Gly Ser Asp Ser Leu
180 185 190

Pagina 1



Metodo amplificacion de ADN polimerasa del fago phi29_sT25
Lys Gly ;gg Lys Asp ITe Ile 586 Thr Lys Lys Phe 55§ Lys val Phe

Pro Thr Leu Ser Leu Gly Leu Asp Lys Glu val Arg Tyr Ala Tyr Arg
210 215 220

Gly Gly Phe Thr Trp Leu Asn Asp Arg Phe Lys Glu Lys Glu Ile Gly
225 230 235 240

Glu Gly Met val Phe Asp val Asn Ser Leu Tyr Pro Ala GIn Met Tyr
245 250 255

Ser Arg Leu Leu Pro Tyr Gly Glu Pro Ile val Phe Glu Gly Lys Tyr
260 265 270

val Trp Asp Glu Asp Tyr Pro Leu His Ile GIn His Ile Arg Cys Glu
275 280 285

Phe Glu Leu Lys Glu Gly Tyr Ile Pro Thr Ile Gln Ile Lys Arg Ser
290 295 300

Arg Phe Tyr Lys Gly Asn Glu Tyr Leu Lys Ser Ser Gly Gly Glu Ile
305 310 315 320

Ala Asp Leu Trp Leu Ser Asn val Asp Leu Glu Leu Met Lys Glu His
325 330 335

Tyr Asp Leu Tyr Asn val GTu Tyr Ile Ser Gly Leu Lys Phe Lys Ala
340 345 350

Thr Thr Giy Leu Phe Lys Asp Phe Ile Asp Lys Trp Thr Tyr Ile Lys
355 360 365

Thr Thr ser Glu Gly Ala Ile Lys Gln Leu Ala Lys Leu Met Leu Asn
370 375 380

Ser Leu Tyr Gly Lys Phe Ala Ser Asn Pro Asp val Thr Gly Lys val
385 390 395 400

Pro Tyr Leu Lys Glu Asn Gly Ala Leu Gly Phe Arg Leu Gly Glu Glu
405 410 415

Glu Thr Lys Asp Pro val Tyr Thr Pro Met Gly val Phe Ile Thr Ala
420 425 430

Trp Ala Arg Tyr Thr Thr Ile Thr Ala Ala Gln Ala Cys Tyr Asp Arg
435 440 445

Ile ITe Tyr Cys Asp Thr Asp Ser Ile His Leu Thr Gly Thr Glu Ile
450 455 460

Pagina 2



Metodo amplificacion de ADN polimerasa del fago phi29_sT25
Pro Asp val Ile Lys Asp Ile val Asp Pro Lys Lys Leu Gly Tyr Trp
465 470 475 480

Ala His Glu Ser Thr phe Lys Arg val Lys Tyr Leu Arg GIn Lys Thr
485 490 495

Tyr Ile GIn Asp Ile Tyr Met Lys Glu val Asp Gly Lys Leu val Glu
500 505 510

Gly Ser Pro Asp Asp Tyr Thr Asp Ile Lys Phe Ser val Lys Cys Ala
515 520 525

Gly Met Thr Asp Lys Ile Lys Lys Glu val Thr Phe Glu Asn Phe Lys
530 535 540

val Gly Phe Ser Arg Lys Met Lys Pro Lys Pro val Gln val Pro Gly
545 550 555 560

Gly val val Leu val Asp Asp Thr Phe Thr 1le Lys
565 570

Pagina 3
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(21) N° de solicitud:

22} Facha de solicitud:

(51) Int CI: C12Q 001/068

CONSEJO SUPERIOR
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS (CSIC)

{(71)Solicitante(s) DE

(30) Prioidad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
P 200930412 02/07/2009 ES
(72) inventor{es) MARGARITA SALAS FALGUERAS
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional;  02/02/2012 (87}  Publicacién intemacional
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Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 02/07/2010 N° publicacién: W0 2011/000998 A3
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(54) Titulo: METODO PARA LA REPLICACION, AMPLIFICACION O SECUENCIACION DE UN ADN MOLDE
Resumen:

La presente invencién se encuadra dentro del campo de la
Biotecnologia. Especificamente, se refiere a un método para
llevar a cabo la replicacion, la amplificacién o la secuenciacién
de un 4cido 4cido con un ADN polimeresa del tipo 029, que
comprende incubar dicha polimeresa en una mezcla de
de
polioxietilenado {Tween 20} a una concentracién del 0,003

reaccion que comprenda monolaurato sorbitan
0,01%, junto con una sal amonio, ya sea sulfato de amonio 30-
60 mM, ya cloruro de amanio o acetato de amonio 60-120mM,
entre otros componentes. Tan bien se incluye un kit para levar

a cabo dicho método.
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